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"1, INTRODUCCION

1 1. anATOMiA DEL HiGADO.

L1l.l1. Anatomfia Macroscépica.

El higado es ‘la glsndula mas grande del cuerpo, con un peso

promedio de 1500 gr. (20); estd constituido por una masa Gnica
aividido de manera incompleta en dos l6bulos, derecho e izquier
do. El 16bulo derecho se divide a su vez en 16bulos cuadrado y

caudado.,

El higado es el principal 6rgano de la homeostasia bioquimica y
desempeiia un papel central en el metabolismo del organismo a
través de las mGltiples funciones que realiza, actuando como
gléndula ex6ecrina y endbcrina. Controla la utilizacibn de ami-
nodcidos exbgenos y endbgenos y es el Gnico sitio de sintesis
de muchas proteinas plasmiticas. Es el mejor regulador de la
glucosa en sangre, sirve como almacén de carbohidratos fécil -
mente movilizables en forma de glucbSgeno. Sintetiza coleste-
rol, lipidos plasméticos y lipoproteinas, oxida &cidos grasos
Yy proporciona un almacén de grasas movilizables. Elabora pro-
trombina y otros factores esenciales para la coagulacién de la
sangre, convierte precursores de vitaminas y hormonas a sus
formas activas y es también responsable de la degradacibn de
otras vitaminas y hormonas (104). Juega un papel vital en la
detoxificacibn y excrecibn de muchas drogas y productos del me
tabolismo (45). La bilis sintetizada por el higado, es un ve-

hiculo para la excrecibn de estas sustancias y es también esen



.‘cial en la épsqrci6n de grasas por el intestino. El hfgado po
see extraordinaria resistencia a los dafios traumdticos debido

a su enorme poder de regeneracibn.

Para realizar sus funciones metabblicas, el higado dispone de
un abundante suministro sanguineo proveniente de la arteria
hepdtica, rica en oxigeno, y de la vena porta, que drena al
tracto gastrointestinal, asi{ que nutrientes y sustancias t6xi-

cas llegan al higado antes que a cualguier otro 6rganol

1.1.2. Anatomia microscépica.

Hay dos nociones principales acerca de la unidad estructural
microscbpica del higado: la primera y més aceptada es la no-
cién clasica de lobulillo hepdtico;-la segunda la nocién de

acino hepitico.

Lobulillo hep&tico (fig. 1). Es una unidad de 0.5 a 2 mm de
didmetro, tiene forma poliédrica. En el centro se observa la
vena central, de la cual se irradian cordones de células hepd
ticas hacia la periferia del lobulillo. En los limites exter-
nos de esta estructura se localizan los espacios porta, que
contienen las ramas portal y arterial y el conducto biliar.

La sandre proveniente de las ramas portal y arterial confluye
en los sinusoides ubicados entre las columnas celulares. En
el sinusoide hepitico ocurre el intercambio sanguineo, la san
gre drenada del hepatocito es transportada a la vena central

y finalmente a la vena cava inferior (20).

Acino hepético (fig. 2). Rappaport (75) menciona que la unidad



esﬁructural y funcional maAs pequena del higado es el acino
hepdtico, el cual se define como una masa irregular de tejido
parenquimatoso no encapsulado, que se encuentra entre dos ¢

més venas centrales,

El eje de esta unidad llamado espacio porta contiene una rama
portal principal, la a_rteria hepatica, el canal biliar, elemen
tos linf&ticos y nerviosos. Dentro de cada acino, las cé&lulas
se agrupan en zonas concéntricas alrededor de su eje. Las cé-
lulas m&s pr6ximas al espacio porta (zona 1) son las primeras
que reciben sangre y sustancias nutritivas, las (ltimas que mue

ren y las primeras en regenerarse.

Las células en la zona 3 estén situadas en la periferia del
acino y reciben sangre que ha intercambiado gases y metabolitos
en las zonas 1 y 2. Este anillo parenquimatoso es mids sensi-
ble al dafio por los disturbios circulatorios (isquemia, ano -

xia o congestibn) y deficiencias nutricionales.

La zona 2 es una porcibn de tejido de transici6én entre las zo-

nas 1 y 3.

El hepatocito (fig. 3). El hepatocito normalmente presenta apa
riencia poliédrica, mide de 20-30p de didmetro. La membrana
plasmética presenta cuatro caras: dos caras adyacentes a otros
hepatocitos, la sinusoidal y la pared del canaliculo biliar, se
ha estimado que representan el 37, 50 y 13% respectivamente del
&drea membranal de los hepatocitos. La superficie sinusoidal re

presenta numerosas microvellosidades y es el sitio en el cual
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se lleva.a cabo el intercambic metabblico entre el hepatocito.
y-la sangre. El canalicule biliar esti formado por la separa-
cién de dos o mids hepatocitos adyacentes, tiene numerosas mi-
crovellosidades mds regulares que las de la superficie sinusoi
dal (103). Su nficleo es central y finico con nucleolo destaca-
do. El citoplasma tiene aspecto granular y contiene gran canti
dad de gluct6geno. La mitocondria, efectia la fosfoliracifn oxi
dativa, el ciclo de Krebs y la oxidacifn de &cidos grasos. En
el reticulo endoplé&smico liso (REL) se realiza la sintesis de
colesterol y acidos biliares, conjugacitén de bilirrubina, f&r-
macos y exteroides antes de ser excretados por la bilis, meta-
bolismo de farmacos y esteroides y degradacién de glucégeno.
El REL posee enzimas esenciales para desempefiar su papel meta-
b6lico, principalmente el sistema oxidasa de funcifn mixta,
que incluye NADPH, citocromo reductasa y citocromo P450. E1
reticulo endopl@smico rugoso (RER) granular es el sitio de sin
tesis proteica. Las proteinas para exportacibn producidas por
el RER llegan al complejo de Golgi y son liberados en la super
ficie vascular de la célula., Los lisosomas son cuerpos densos
pericanaliculares que contienen enzimas hidroliticas y proba-~
blemente intervienen en los mecanismos de transporte de sus -
tancias intracelulares. Los lisosomas y el aparato de Golgi
son los responsables del almacenamiento de sustancias gque de-
ben ser excretadas e intervienen probablemente en el proceso

activo de la excrecién celular (20, 78).
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Fig. 1. Direcci6n de los flujos sanguineo y biliar en un seomen
to de lobulillo hepitico. Las ldminas celulares y los sinusoi-
des se disponen en forma radial alrededor de la vena central
(vénula hepstica terminal)., La sangre, _proveniente de termina-
les de la vena porta y de la arteria hepatica, situadas en los
canales portales, fluye a lo largo de los sinusoides y se vacia
en la vena central. Tomado de A. W. Ham. Texbook of Histology.

I. B. Lippincott Company, Philadelphia, 1965.



rig. 2? Ifrigacién de un acino hepdtico simple. La tensién de
oxigeho y el nivel de los principales nutrientes de la sangre
disminuyen en los sinusoides desde la zona 1 hasta la 3. Las
zonas 1', 2' y 3'indican volGmenes correspondientes de una por
cién de una unidad acinosa inmediata. El circulo A encierra
la zona comunmente conocida como "periportal" mientras que la
zona B y la C representan las zonas m&s periféricas al espacio
porta ( E.P). V.H.T vénulas hepdticas terminales. Tomado de

Rappaport et. al. Anat. Record, 119: 11 (1954).
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Fig. 3. El hepatocito. La superficie membranal est& provista
en dos de sus bordes de microvellosidades. Una corresponde al
polo sinusoidal y el otro al polo biliar. Las microvellosida-
des del peolo sinusoidal delimitan con las células de Kupffer

una zona que corresponde al espacio de Dissé.

El polo biliar, constituido a su vez por microvellosidades, re

presenta el inicio del canal. biliar.

Entre los organelos, destaca la funcién del REL porque aqui se”
cumplen la mayorfa de las funciones especificas del higado.
Tomado de Farreras, P.V.: Medicina Interna. 8a. ed. Edit. Ma-

rin. Mex., D. F., 1983.



1,2, HEPATOTOXICIDAD INDUCIDA POR ETANOL,

1.2.1. Géh‘eralidades acerca de la toxjicidad inducida‘por etanol.

El etanol no requiere digestibn y su entrada a la circulacién
sanguinea ocurre por difusibn simple a través del tracto diges-
tivo. Se distribuye principalmente entre los tejidos y 6rganos
m&s abundantemente irrigados, por esta razbn el grado de dafio

producido por el etanol varia de un 6rgano a otro {(68)}.

En el higado se produce el metabolismo del 98% del etanol gque
se ingiere (76). Debido a esto, el higado es el &rgano mas pro
clive al deterioro por su consumo excesivo. Otros sistemas y
6rganos afectados por el etanol son el sistema nervioso (36),

tubo gastrointestinal (51), péncreas (68) y corazbn (64).

Los efectos tbxicos del etanol sobre el tejido hep&tico, cons-
tituyen un problema de interés médico alrededor del cual se han
realizado numerosas investigaciones (16), debido a que varios
de los mecanismos de dafio inducidos por esta sustancia atn no

estdn bien comprendidos (48).

Hasta hace algunas décadas varios investigadores (13, 31, 72}
postulaban que las deficiencias nutricionales desempefiaban un
papel determinante en el desarrollo de las enfermedades hepdti
cas asociadas al alcoholismo. Actualmente se acepta que los
factores nutricionales y genéticos tienen solamente una inter-
vencibébn secundaria en el desarrollo y progresién de las enfer-
medades hepdticas alcohblicas, ya que hay un consenso general en

que el etamol por si mismo es un agente téxico (28, 35, 40, 47).
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Durante la ingestitn alcoh6lica, los efectos t6xicos son causa-
dos por el etanol o por los productos de su metabolismo, y el
espectro de dafio producido es variable dependiendo de la dosis

y del perfodo de exposicién {(alcoholismo crénico y agudo (68) .

El consumo de etanol tiene profundos efectos bioquimicos y fi-
siol6gicos en animales y el hombre, y la comprensién de muchos
de los mecanismos de dafio hep&tico inducido por esta sustancia
se ha logrado a través del estudio de las alteraciones biogui-
micas a nivel celular, correlacion&ndolas posteriormente con

los cambios morfolbgicos y funcionales del tejido hepdtico (48).
1.2.2. Rutas hep8ticas del metabolismo del etanocl.

Actualmente se acepta que existen tres diferentes sistemas en-
zimdticos capaces de metabolizar el etanol en el higado, tales
sistemas son la deshidrogenasa alcohblica (DHA}, el sistema oxi
dativo microsomal del etanol (SOME) y la catalasa {(69). El eta
nol es metabolizado por conversibn a acetaldehido, el cual es
oxidado a acetato. El1 acetato es convertido f£inalmente en Ace-
tilCoA y entra en la ruta de oxidacifn de las grasas (fig. 4,

cuadro I)(98).

1.2.2.1. Ruta de la deshidrogenasa alcoh6lica (DHA).

La deshidrogenasa alcohblica (EC.1.1.1.1.,DHA) es la enzima mds
importante en el metabolismo a concentraciones bajas de etanol,
es responsable de degradar aproximadamente el 90% del etanol

ingerido (14}. Es abundante en citosol de higado, sin embargo,



se encuentran pequefias cantidades en el tracto gastrointesti-
" nal y en los rifionegs, La DHA estomacal tiene un papel impor-
tante en la primera etapa del metabolismo del etanol en el
cuerpo. La administracién crénica de etanol disminuye la acti
vidad de DHA g&strica (posiblemente secundaria a dafio a la mu~-
cosa gdstrica) (42-43 . El abuso prolongado de etanol probable-
mente dafia la barrera gastrointestinal "protectora" incremen -~
tando la absorcién de etanol hacia la corriente sanguinea y
elevando las varias manifestaciones téxicas del etanol en el

SNC de los alcohSlicos (55).

1.2.2.2. Ruta del sistema oxidativo microsomal del etanol

(sME ) ©

Lana y Lieber (1966) observaron que el consumo crénico de eta-
nol en ratas y hombre estaba asociado a la proliferaci6n del
REL de higado y sugirieron gque los microsomas hepdticos tam -
bién podian ser un sitio donde se metabolizara el etanol ‘o

cual fue canprobado posteriormente por Lieber y DeCarli (53-54).

La ruta de SOME contribuye significativamente a la oxidacidn

del etanol sobre todo a concentraciones altas por arriba de las
necesarias para saturar a la DHA que posee una Km baja para me-
tabolizar el etanol (menor de 2 mM, ver cuadrol)}, en tanto que

SIME posee una km alta para dicho sustrato.

El S 0 M E comparte caracteristicas similares pero no ne-
cesariamente idénticas con otras enzimas microsomales hep&ti -
cas metabolizantes de compuestos exégenos. La localizacibn

preferencial se encuentra en higado (53-54) y solo menores ac-—



Vti\}idad_es hay en pulm.ovnes (89), . estémago . (53-54)., }:i:acf.‘q:’»in__'i
‘testinal (88), rifibn (53-54)° y corazén (53-54 ); la localiza-
ci6n subcelular de la actividad enzimdtica ‘en higado es mayor

en microsomas que en cualquier otro organelo (53-54).

En analogia a otras enzimas metabolizantes de compuestos ex8.-
genos, SOME consiste de citocromo P450, NADPH citocromo ¢ re -

ductasa y fosfolipidos (61,69).

Hay una isoenzima de citocromo 9450‘ihducible por etanol (61,-
69,90), dicha enzima tiene la g:a‘pacidéd de metabolizar otras
sustancias ademds del etanol, -como 15 anilina (63), alcohol ‘
propilico ! 97), alcohol Butilico (97)., e'tc.‘j La isoeﬁzﬁﬁa'ﬁé‘
citocromo P450 inducible por . etanol puede tambien‘s‘er induci- =

da por otras sustancias como acetona (92), pirazol ({i8), be‘nce_-

no (38), etc.
1.2.2.3. Ruta de la catalasa.

La catalasa se encuentra en peroxisomas de hifgado, y es capaz
de oxidar el etanol a acetaldehfdo cuando se dispone de per®xi
do de hidr6égeno. Debido a que la producci6n de perfxido de hi
dr6geno en el higado es lenta (7) probablemente la catalasa no
desempefia un papel significativo en el metabolismo del etanol

(14).

1.2.3. Mecanismos del dafio hepdtico inducido por etanol.

Los mecanismos por los cuales el etanol perturba la homebsta -

_sis celular todavia no est&n bien comprendidos pero parecen in

1t
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FIG. 4 Rutas Hepiticas del metabolismo del etanol. (Tamado de Alcoholism Clinical amd
Experimental Research; Vol 10(6):22)
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,puadrd L. -Caracteristicas de las enzimas hepdticas metabolizan-
: tes del etanol. Tamado Alccholism. Clin, Exp. Res.10 (6): 22
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del metabolismo del etanol, que afecta e1 estado redox Yy produ-
. ze nive1 es elevados de ‘acetaldehfdo y acetato {(efecto quimico).

...7,10]). L

La intoxicaci6n cbn etanol ya sea crbnica o aguda afecta al he-
pateci‘t‘o'de diferentes maneras, alterando una variedad de pro -
cesos hepatocelulares como el transporte de aminodcidos (81),

1igidos (3), sintesis y secrecibn de proteinas y glucoproteinas

(2,41,94), y metabolismo de drogas (82).

1.2:3.1, Alteraciones fisicas y quimicas inducidas por.el--

etanol’ en una;intoxicacibn aguda.

El ¢6§elo;mo§aié§ fluid;s de Singer-Nicholson describe a las mem
b_réné_g bidl‘bq:iycas como una bicapa de l{pidos salpicada de pro -
t,einé;é \(éz) . Las proteinas de la membrana funcionan como cana-
les, écarreadores, receptores y enzimas enlazadas a la membrana
¥ su émbiente altera su funcién. Funcicnan mejor en un grado
‘especifico de viscosidad en la matriz lipfdica, pues la fluidez
lipfdica afecta la capacidad para asumir conformaciones activas,
y porque la difusién lateral permite el acoplamiento de prote -

~inas. localizadas en el interior y en la superficie de la bicapa

(7n.

En una intoxicaci6bn aguda, la interaccifbn directa del etanocl con
las menbranas biol6gicas tiene un efecto solubilizante que incre

menta la fluidez membranal (80, 84, 95).

14



“El‘f.‘aixnei\to.'de la fluidez se refleja en un incremento de la per-

meabilidad membranal con una funci6n celular alterada.

El etanol interactda con las membranas biolégicas de forma pa-
recida que otros agentes anestésicos (34) fluidizando la membra
na'y alterando la funcionalidad de receptores, transportadores '

y-enzimas unidas a la membrana.

"Estudios realizados en hepatocitos de ratas sometidas a intoxi-
cacibn aguda con etanol muestran que-el’ transporte de aminod -
cidos estd disminuido y el tra:x'i‘sporte”idnico se_encuentra ,ai‘te—‘

rado, estos cambios func‘ionalbe:s : efrfejérjrdre la-altéracidn en -

la fluidez membranal ascciado: bios en conformacibn de re- -

ceptores de proteina ‘(-847)

1.2.3.2. Alteracio‘x‘\es‘ ,f;sicas yiquimicas: induci‘das ' pork el .

etanol en una intoxicacifn crénica.

El etanol inicialmente incrementa la fluidez de todas las mem -
branas biol6gicas. Este efecto, si es continuado crénicamente,
es balanceado por un cambio en la composicifn de los lipidos

membranales, los cuales incrementan su rigidez con la concomi-
tante alteracién en la funcional idad de receptores, acarreado-

res y enzimas de membrana (91}.

Los efectos del consumo crér-xico de etanol sobre las proteinas
de membrana ha sido estudiados en membranas plzrmiticas y mito
condriales de higado de rata (22,46}, primates (83} y humanos
(74); en los cuales se observa disminucién en la actividad

ATPasa (81,89}, reduccibn en el contenido de citocromos {99} y

18



disminucibn en 1a capacidad de ox1dac16n de sustratos (100).

Los camblos morfoléglcos, funcionales y quimic

de dafio a las membranas bioldgicas, asociado ademas a altera -

ciones en la sintesis prot81ca.

1.2.3.3. Efectos de los productos del metabolismo 'del eta

nol.

La oxidaci6én del etanol afecta el estado redox del hepatocito

debido a la formacién incrementada de equivalentes. reducidos
.'(aumenta NADH+H+/NAD), este incremento inhibe la B-oxidacién
‘de 1os acidos grasos y el ciclo de Krebs. (1,11,67102) conduciendo

al desarrollo de higado graso.

- Por otro lado, aumenta la produccidn de acetaldehfdo que es par,

ticularmente téxico para la mitocondria (22), y en menor grado
afecta a otros organelos (67). El acetaldehido se enlaza a pro
teinas mitocondriales hepiticas y juega un importante papel pa-
tofisiolégico (37). La unién del acetaldehido a protefnas de
membrana puede ser la base para explicar la respuesta inmune
producida en pacientes alcohSlicos hacia sus propias proteinag
de membrana. Recientemente se han publicado evidencias de que
la unién de acetaldehido con ciertas enzimas puede inhibir mode

radamente su actividad catalitica (37).
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11, FUNDAMENTAC ION

'nstudlar los efectos t6x1co

animal completo, permlte dlluclda arios:de 1os‘mgcaniSmdsi

ipor los cuales ‘esta sustancia produc’ i hepatiéo;' sin.em-

,muchas cuestiones’ no son rgsueltas péf'eSté camino y

“ééto'éé debe a que un animal funciona como un sistema integra-~
:{ dq_dﬁe precisamente lo ha adaptado para comjcnsar las influen -
cias y perturbaciones del medio externo, Sus sistemas homeos-
~.t8ticos, sus 6rganés de eliminacibn y sus mecanismos detoxifi-

cantes enmascaran el fen6meno que se desea estudiar.

Una vez ingerido, el etanocl interactda con el higado y con va-
rios 6rganos y sistemas del cuerpo afectindolos en diferente
grado, lo cual se refleja en la alteraci6n del funcionamiento
general del organismo. De esta manera, las alteraciones morfo
l6gicas y funcionales del higado son consecuencia de su inte-
raccibn directa con el etanol, asi como por los efectos secun-

darios de la alteracién funcional del resto del organismo (68).

Por ello, es de particular interés dilucidar el grado en que
el etanol intrinsecamente afecta al metabolismo celular al in

teractuar de manera directa con el tejido hLepético.

Con el objeto de circunscribir el sistema y el nGmero de va -
riables bajo estudio, se ha pensado en el cultivo de tejidos
en lugar de emplear animales completos. Dentro del cultivo
de tejidos, el cultivo primario de hepatocitos constituye uﬁa
buena alternativa, pues las cé&lulas en estas condiciones pre-

17



sentan -la ventaja de conéervar mucbas de las func1>nes espe-
cializadas del tejido de.origen (3,52, 59 f2 85). S:Ln enbargo, has-
ta la fecha no se han establecido las cond1c1ones Gptimas que
permitan mantener estos cultivos por tiempo indéfinido, pues-
to que después de cierto nimero de subcultivos las células
muestran una degeneracién progresiva y mueren (5 ). Por esta
razbn, su utilizaci6n como modelo para realizar intoxicaciones
con etanol a largo plazo, se ve limitada porque se corre el

riesgo de perder los cultivos antes de alcanzar los objetivos.

" ocasionalmente, algunos cultivos primarios derivan a lineas ce
lulares, que a diferencia de los primeros proliferan indefini-
damente en cultivo, pero en cambio pueden tener enmascaradas
muchas de sus propiedades especializadas (23). Sin embargo,
esto no constituye un obst&culo insalvable, puesto que en los
Gltimos afios el mejoramiento en las t&cnicas y en las condi -
ciones de cultivo, ha permitido mantener lineas celulares a
partir de higado de rata que expresan propiedades diferencicdas

in vitro (15,25,26,39,58).

Asi, algunas lineas celulares ademis de proliferar indefinida
mente en cultivo, expresan propiedades fenotipicas del teji-

do de origen, constituyendo una alternativa viable como mode-
lo para estudiar los efectos t6xicos a corto y a largo plazo

de ciertas sustancias, como el etanol, sobre la fisiologia

celular.

De esta manera, las ventajas que se obtienen al realizar estu

dios farmacol6gicos o toxicol6gicos sobre un cultivo celular
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con respecto a 1a utllizac16n de animales completos, son las
51gu1entes. 1) actuar especifxcamente sobre un’ te]xdo en par- -
tlcular, sin sistemas compensatorios ni 1nmun1tarlos que ln,-‘
terfieran, 2) actuar sobre membranas directamente expuestas .

al agente en estudio, 3) manifestar reacciones cinéticas no
modificadas por redistribuci6n compartamental, 4) estudiar

los efectos durante la fase logaritmica de crecimiento celu'-_‘ 

lar donde expresa una sensibilidad mayor, ya que durantéfsd

" desarrollo, los sistemas biolégicos no estdn aGn equilibra -

dos, no cuentan con todas las baterias enzimiticas tipicasﬂl

del estado estacionario y presentan por lo-tanto mayor: sen

bilidad a los téxicos,
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111, -PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
o . . : . '
En el laboratorio disponemos de la linea celular WRL-68, obte-
nlda a partlr de higado fetal humano normal por Kostadin Apos-

qulen 1a .puso a disposicibn de la American Type Culture

o Céilectxon,(ATCC) (Ppatente U.S. 3 935 066) para propbsitos de

'nves 1ga, on. 51n embargo, desde la fecha de su registro

~.(1976) a 1a actual;dad no se encuentran en la literatura repor

s teé 1rlgldos a la caracterizacibn e investigaci6n de la con -‘

':-servacion de propiedades hepaticas por estas células,

‘siendo el higado el 6rgano blanco primario para la mayoria‘dé
drogas y agentes quimicos (19,33) y el sitio principal de tfang
formacién metabBlica para estas sustancias (9), es importante
poder disponer de cultivos permanentes de células que conser -
ven caracteristicas hepé&ticas in vitro, para realizar estudios
toxicolb6gicos o farmacolfgicos de agentes que continuamente
estdn en contacto con el hombre ya sea como contaminantes am -
bientales o como quimicos comerciales, por ejemplo alcoholes,

cetonas, etc..

VNuestro prob6sito al trabajar con la linea celular WRL-68 es su
caracterizacién y determinar si conserva propiedades diferen-
ciadas de hepatocito con el fin de precisar su utilidad como
modelo para realizar tratamientos con etanol en forma crénica
Yy aguda y evaluar las alteraciones que &ste produce al actuar
especificamente sobre las cé&lulas, sin la influencia de meca .-

nismos regulatorios que interfieran,
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Para ello se han diéeﬁrat.io‘una' ser:'\e de' éxperimentos divididos . .-
fundamentalmenCe en.tres fases' :
a) La primera consxste en la caracterizacifn del C\llthO]-
en ella se determinan las condiciones Gptlma$ para el creci’-
miento y se investigan las propiedades morfol&gicas y funcio-’ .
nales de las cé&lulas WRL-68, ‘ . : '
b) La segunda fase consiste en determinar la viabilidad
de la linea celular en medios con diferentes concentraciones
de dtanol, esto con el fin de precisar su capacidad para so-
brevivir a esta sustancia y para elegir las concentraciones
Optimas ,que se empleardn para la intoxicacién crénica y aguda

de las cé&lulas.

c} En la tercera fase se realiza la intoxicaci6n crénica

"y aguda con etanol de las células WRL-68 y se determinan d4i. -

vergos parfmetros para evaluar los efectos de esta sustancia

sobre las c&lulas en cultivo,

Dentro de la primera fase destacan la realizacién de la curva
de crecimiento y la determinaci6n de la funcionalidad de las
células WRL-68. La curva de crecimiento proporciona datos
sobre la cinética de crecimiento celular para seleccionar el
tiempo dptimo de cultivo en el que las cflulas se encuentran
en fase logaritmica de crecimiento para medir en esta etapa
los pardmetros que se desean conocer como son las activida -
des enzimdticas y el estado de los sistemas de transporte

iénico membranal.

Para determinar la conservaci6bn de funciones especializadas
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) 'yGT),ﬂla‘transaminasa glutamicoplrﬁvlca (EC.2.6,1.2., TGP), y

7 ;'1§,gran§aminasa glutamicooxaloacética (EC.,2.6.1.1., TGO).

o fdéfétaéé alcalina. Cataliza la liberacibn de fosfato inorgd
nico de un éster de fosfato, a un pH alcalino. No se conoce
su funci6n biolbgica, excepto por la relacibén que al parecer
guarda con el depbsito de hueso. Ademds de higado se lochli~

" za en intestino, hueso, rifién, placenta y leucocitos (44).

Muchos compuestos de f6sforo son sustrato para la fosfatasa al
calina., La fosfatasa alcalina es una enzima no esﬁecifica:
puede hidrolizar muchos compuestos de f&sforo, aunque puede
haber mayor especificidad para algunos compuestos como los és-
teres fenblicos. En muchos de los ensayos bioquimicos se usa

como sustrato el p-nitrofenil fosfato (44).
p-nitrofenil fosfato FA . p-nxtrofen;l +:Pi

y-Glutamil transpeptidasa. Cataliza la transferencia’de
v-glutamil de glutatibn a un amino8cido o a uh‘péptido que

actda como receptor (32).

Glutatibn+amino&cido YGT_+ y-glutamil aminodcido 6

6 péptido y=glutamil péptido + cisteinglicina
Esta reaccidn es de gran importancia en el metabolismo del glu-
tatibn y se ha postulado que &sta o reacciones an8logas estén

involucradas en el transporte de amino&cidos a través de la mem-
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brana ‘por ‘interacci6nitanto’con. aminodcidos ‘extracelulares ‘co-

mil amincacido
La . Y}glﬁéamil transpeptidasa se encuentra en membranas de cé-

lulas de higado, rifibn, pancreas bazo y duodeno (86).

Se» ha comprobado que el higado fetal contiene una considera -
ble actividad de esta enzima, pero que va disminuyendo duran-
te el desarrollo, lo cual indica que esta enzima tiene un im-
portante papel en el transporte de aminodcidos en el higado

fetal (10).

Transaminasa glutamicopirdvica. Cataliza la transferencia de’

grupos amino de alanina hacia u-cetogblutarato (87)..
a-~cetoglutarato + L—alanina.._“ﬁ__z*qlutamato + piruvato.

Se encuentra casi exclusivamente en el citoplasma de higado
(86) y es liberado a la sangre como consecuencia de necrosis

hepdtica (73).

Transaminasa glutamicooxaloacética. Cataliza la transferencia

de grupos amino de aspartato hacia a-cetoglutarato.
a-—-cetoglutarato + aspartato;.ﬂigﬁ’glutamato + oxaloacetato

Tiene dos isoenzimas en hfgado humano, una asociada con el ci-
toplasma y otra con la mitocondria (70). La enzima se presen-—

ta en varios tejidos y es particularmente abundante en higado,
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corazén y mfisculo esquelético (86).

Las enzimas anteriores ademis de ser marcadoras del tejido he:

patico, constituyen par&metros adecuados para evaluar los
efectos tbxicos del etanol y de otros agentes sobre el hepato

cito.

La fosfatasa alcalina y la y-glutamil transpeptidasa son enzi
mas membranales Gtiles para evaluar los efectos de la interac-
ci6én directa de etanol con la membrana plasmitica de las célu-
las.  Debido a su localizacidén membranal, estas enzimas son
sensibles a la presencia de etanol. La vGT es m&s sensible
que la FA a la presencia del mismo y se encuentra'alterada en

el hepatocito aGn antes de que se produzca dafo hepético (7¢)

Las transaminasas glutamicopirGvica y glutamico oxaloacética
son enzimas citos6licas, y la presencia de las mismas en el
suero de alcohdlicos es indicativa de dafio a Srgano inducido

por alcohol (B86).

Otra enzima membranal que es afectada selecﬁivamenté”ﬁp: la -

presencia del etanol es la ATPasa Na':K" (EC}3,G;15 37).7(96) .

La ATPasa Na¥*:k* hidroliza ATPsolamente-si esténfpresentés

Na+ y K+ ademd@s de Mg2+.

+ + 2+

ATe + 0,0 Na' kT % L oapp + pio+ .

La ATPasa Na':K' es parte integrante de la bomba de Na*: k¥ y
la rotura del ATP suministra la energia necesaria para mante-

: + .
ner altas concentraciones de K 'y bajas concentraciones de

24
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Nat en el interior de 1a célula an:mal relatlva
terno. El transporte actxvo de Na H K* es d gran

fisiolégxco (60)..

En las células hepaticas estas en21mas t1enen gran 1mportanc1a'

ya que ademds de regqular los gradlentes de tiones, tamblén

controlan el transporte de nutrlentes indlspensables para el
hepatoc1to {(aminodcidos y azﬁcares) y el transporte de acidos
~bx1iares, pues estos dltimos ‘se acoplan al transporte de sodio,

Dada la gran actividad metabéllca que desarrolla el higado es-

to.es de gran lmpprtancxa.
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IV, OBJETIVOS,

e;.ulért.ﬁééag:ida humana WRL-68. en cul’

Objeﬁivo's pértictiiéres: :
l.=- . caracterizar a las células WRL=68 _en:

a),Cor’idiciones de cultivo.

b) Morfologia por microscopfa de Tfa,
c) Clonacién, '
d) Curva de crecimiento. = -
e) Actividad de enzimas hepatica;s
f) Estado de los sistemas de/“t';'r;r'\

branal.

Z.- viabilidad de células &

ga etanol.

a)

b)

c) -Act i\}id'a(} de

d) Estado’de’1os sistemas de. transporte i6nico mem-
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branal.

Efecto de la administracién aguda de etanol‘a;célﬁbe';

las WRL-68.

a) Morfologfa por microscopfa de fases‘y4e1eé£r6ﬁica “

b) Actividad de enzimas hepiticas.

c) Estado de los sistemas de transporte iéhico mem=-:i;

branal.
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V. HIPOTESIS.

1.~ Respecto del ‘primer objetivo

‘Las células WRL-68 constituyen una linea celular establecida
obtenida de higado fetal humano normal, no se conocen las ca =
racteristicas del cultivo ni la persistencia de su cardcter he

patico con los sucesivos pasajes.

Nuestra hipbtesis es que estas células pueden cultivarse in vi-

.tro y que conservarén sus caracteristicas hepatlcas.

2,- La hipbtesis de trabajo con respecto al segundo objeti-
vo es que estas células son capaces de vivir en un medio con al
tas concentraciones de etanol utiliz&ndolo como sustrato metab$

lico.

3.~ La administracibn crénica de etanol producird alteracio
nes en muchos de los parémetros que nos proponemos estudiar y
esas alteraciones podrén compararse con los valores obtenidos

en c€lulas normales e intoxicadas agudamente.

4.- La administracifn aguda de etanol produciri alteracio-
nes en muchos de los parametros que nos proponemos estudiar y
estas alteraciones podrén compararse con células normales y

con células intoxicadas crénicamente.
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V1,. MATERIAL Y METODOS.

PROCEDIMIENTOS DE USO GENERAL EN UN CULTIVO CELULAR

A) Cosecha (tripsinizacién) de un cultiv

i) 'Material equipo y reactivos §ara:cg1t;vo-de

Botellas de plastico para cultivofNﬁh
Pipetas estériles de 10 ml. :
Mechero Touch-o-mate.

Portapipetas. :
Incubadora a 37°C con atm6sfera con 90§'débhumedad y 5%

de co, Labliné.

Invertoscopio de fases Zeiss IM.

Campana de flujo laminar Vecco.

Suero fetal bovino Hy Clone

Solucidn salina buffer de fosfatos (PBS} (Gibco) [y
Medio minimo esencial modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco)
Soluci6n de tripsina al 0.05% (In vitro}.

Cultivo de c&lulas WRL-68.

ii) Procedimiento.

l.- Remover y descartar el medioc de cultivo.

2.- Lavar la capa celular con solucibébn PBS previamente ca-

lentado a 37°C, descartar el fluido.

3.- Agregar solucién de tripsina-verseno al 0.05%,'de'talw
manera que cubra la superficie de la monocapa. .. Incubar.a'37°C

durante 3 a 5 minutos.
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4.- Cuaﬁdo las células se han despegado del sustrato,
agregar .varios mililitros de DMEM complementado con 8% de sue-
ro fetal bovino y 1% de amino&cidos no esenciales, en lo suce-
sivo lo denominaremos medio completo. Resuspender las c€lulas

suavemente en el medio.

5.~ Transferir la suspensién celular a otra botella de
cultivo que también contiene DMEM completo. Los nuevos culti-
vos son incubados a 37°C sin turbulencias para facilitar la
adhesibn celular. Cuando el cultivo alcanza la confluencia,

'realizar nuevamente la cosecha.

B) Congelamiento y almacenaje de un cultivo celulaf1(23;7;);l‘

i} Material equipo y reactivos.
Material, equipo y reactivos de uso comﬁn.eﬁ'cdltiv Adertéé,

jidos,

Ampulas de pl&stico de 2 ml. Nunc.
Hematocitbmetro para conteo de células,

Termo refrigerante con N, liquido MVE Cryoéenic
Centrifuga clinica Sol Bat .

Dimetilsulféxido (DMSO) Merck

ii) Procedimiento.

l.~ Para que las células sobrevivahfﬁgjqr,;l almacenamien=—

to criogénico cosechar en fase logaritmiéa ae‘cfecimiénto,:y en

'DMEM completo normal.

2.- Realizar el conteo celulér»én ﬁh hematqcitdmetro para

conocer la concentracibn. total de. células en suspensifn.
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3, - Centrifugar;lé,suspensién:celulai a 800-1000 rpm du-
. rante's mihutd&}ﬁéliminar el sobrenadante’

:4 —'Resuspender el paquete celular'en un medio especial
*para congelamlento que contiene 70% de DMEM, 20% de-suero fe-

tal ‘bovino y 10% de DMSO.

La concentracién celular 6ptima para congelar es de 1200 000 a’

1500 000 cel ml7Y,

5.- Distribuir la suspensién celulat en v1a1es de plasti-’
co-de 2 ml. No llenar completamente 1los viales para ev1tar

que estallen durante el proceso de congelamiento.

6.- Btiquetar y almacenar los viales en el congelador a
-70°C. Las cg&lulas son viables a esta temperatura por 6 meses,
pero si se desea, a las 24 horas los viales son transferidos y
almacenados en N2 liquido a -196°C. Si el proceso es bien rea
lizado las cé&lulas se mantienen viables hasta 10-12 afies en N,

liquido. Posteriormente descongelar algunos viales para veri-

ficar la viabilidad celular.
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1.- »CARACTERIZACIL')N:DEALA‘S’ CELULAS WRL-68.

A) Condiciones de cultivo

i) Material equipo y reactivos

Se emplean los materiales y aditamentos de uso comfin en cultivo-

de tejidos.
Cultivo de cé&lulas WRL-68.

ii) Procedimiento

Descongelar las células WRL-68 e incubar a 37°C e inmediatamen
te transferir a botellas de cultivo que contienen DMEM comple-

to y cultivar bajo las condiciones que recomienda la ATCC.
B) Microscopia por contraste de fases y electrfnica.
- Microscopia de fases

i) Material equipo y reactivo

Invertoscopio Zeiss I.M.

Cultivo de c&lulas WRL-68.

Cajas Petri estériles de pl&stico de 2 cm de di&metro Falcon
Pipetas estériles de 2 ml.

Soluci6én de NaOH 0.32 N,

Colégena estéril,
ii) Procedimiento.

Observar las c&lulas a través del microscopio:invertido
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de fases con los objetivos 10x y 20x Y reglstrar las caracte—:

risticas del cultivo: tipo de crecunlento (monocapa 0 multl—'

capas), morfologia (formas alargadas,’ redondas, trlangulares,-
etc.), n@mero de nfcleos (mononucleadas, blnucleadas, etc ),; S
caracteristicas del citoplasma, verlflcar si existe o no conta

minacién por otras c&lulas, etc.

-Microscopia electr6nica de transmisidn.

ii) Procedimiento,

Debido-a que las c&lulas sembradas directamente sobre el plas-
tico no se despegan ficilmente, para realizar las microscopias

electrbnicas las c&lulas se sembraron sobre camas de col&gena.

0
1.- Sembrar las c&lulas en camas de col&gena y fijar en
2.5%, de glutaraldehido y buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7.4) por

1 hora a 0. °C. Lavar con amortiguador de PO4~3 0.1M-sac.0.25.

‘2.— Posfijar las muestras en 0sO, en amortiguador de fos-

. 4
fatos .
3.- Deshidratar en una serie gradual de etanol a las mues

tras y posteriommente son embebidas en pon 812.

4 .- Separar las c&lulas de la caja Petri con un ultrami-
crotomo, tefiir con acetato de uranilo y citrato de plomo en

el microscopio electrbénico.

Las muestras para las microscopias electrbdnicas fueron proce-
sadas en el Instituto de Fisiologfa Celular (U.N,A.M.) a quien

agradecemos su colaboracién.
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) Clonacién por dilucién (23,7L).

i) Material equipo y reactivos.

Equipo para cultivo de tejidos.
Hematocitbmetro.
Centrifuga-.clinica Sol Bat
Pipetas Pasteur estériles,
Placas de 96 pozos.Nunc.

Placas de 24 pozos Nunc.

Solucibn de azul tripano al 0.1%.

ii) Procedimiento.

1.~ Cosechar y resuspender las c€lulas eﬁ fase logarit-

mica. de crecimiento en DMEM completo normal.-

2.- Contar las c&lulas en hematocitémetro.

3.~ Diluir la suspensidn celular a una concentracibn-de

3-10 cel m17t.

4,- Colocar la dilucibn celular en una multic&mara de 96
pozos, adicionar 1 gota en cada pozo. Agitar repetidamente
la multicimara para asegurar la dispersifn homogénea de las

célﬁlas.

5.- Incubar a 37°C dQurante 1 hora para permitir que el pH
se estabilice; cubrir con parafilm para evitar la evaporacién

del medic e incubar nuevamente.

6.~ Transcurrida una semana, verificar el crecimiento de

los clones y agregar una gota de medio condicionado a cada
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pozo. | El medio condlcxonado se obtiene de)andolo en contacto

con células durante 24 horas a 37°C.

+7.- Cuando se han formado colonias de 500-600 %élhlas,
“comunmente en 2-3 semanas, cosechar. Retirar el medio de ldé
poios y tripsinizar. Transferir las células a cada pozo de
‘ﬁné'ﬁulticémara de 24 pozos, desde el cual las células clona-
das se desarrollan. Posteriormente transferir a frascos de

cultivo.

D) Curva de crecimiento (23,71}

i) Material equipo y reactivos

Equipo de uso comin para cultivo de células,
Placa de 24 pozos (Area del pozo 1.7671 cm?)
HematocitSmetro para conteo de células.

Centrifuga clinica Sol Bat
ii) Procedimiento

1.- Realizar la cosecha del cultivo celular, Lasicéluias,

sos resuspendidas en DMEM completo normal.

2.- Contar las células en hematobitdmétro;

3.- Diluir la suspensifn celular a.una.con

4

2-3 % 10% ce1 m171

4.- En una multic&mara de 24 9625'

pensién celular en cada pozo, in¢ubér»a
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S.— A las 24 horas cosechar los dos pri_mei:os pozos de la
multicSmara, contar el nimero de c&lulas de cada pozé en un
hematocitémetro. A las 48 horas realizar la cosecha y conteo
"de los siguientes dos pozos. Este proceso se repite hasta

completar los 24 pozos de la multic8mara.

6.- Los datos obtenidos se expresan mediante una curva de
crecimiento en la que se grafican nmero de c€lulas (varia -

ble dependiente) vs. tiempo (variable independiente).

E) Actividad de enzimas hep&ticas.
i) Material equipo y reactivos.

Tubos de ensaye de 12x100 Vortex o agitador Touch Plate
Pipetas de 5 y 10 ml. Parrilla de calentamiento Ther
Micropipetas de 100 y 1000u molyne Type 1000 Stirr Plate.
3 radilla para tubos de ensaye. Cubetas de 1 cm de espesor.

Espectrofotbémetro Cary 118,

a) Reactivos para la determinaci6én de fosfatasa alcalina (F.A.).
Solucibn amortiguadora: amortiguador de dietanolamina-HCl
1.0 M. pH 9.8; clorurc de magnesio 0.5 mM.

Solucibn de sustrato: 4-nitrofenilfosfato 10 mM.

b} Reactivos para la determinacién de glutamil transpeptidasa
(yGT) .
Solucidn amortiguadora: amortiguador tris 100 mM pH.
8.25 glicilglicina 100 mM.
Solucibn de sustrato: L= y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanili

da 4 mM.
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c) Reactivos para la ‘determinaci6n_ d ‘transaminasa»glutaé

mico oxaloacética: (TGO}, ..
Solucién de enzima y amo;?;guador‘ 1 M.
LDH 1.3 U/ml; MDH 0.7 U/ml de fostatos 80
mM. pH 7.4 :

Solucibn de sustrato: h—aSpa _Ooimmol/L;,cetoglutg

rato 12 mM.

d) Reactivos para la determinécién de transaminasa glutamico
pirdvica (TGP).
Solucibn de enzima y amortiguador: NADHZ 0.18 mM.
1.3 KU/L., amortiguador de fosfatos 80 mM. a pH 7.4.
Solucibn de sustrato: L-alanina 800 mM -cetoglutarato

18 mM.

ii) Procedimiento.

Con el objeto de estandarizar las condiciones de cultivo, sem-
brar el lote de células sobre el que se determinarédn las acti-

vidades enzimiticas.
1.- Cultivo de las células WRL-68,

En cajas de petri de pléstico de 9 cm de disdmetro sembrar
células WRL-68 normales (no intoxicadas con etanol) a una
concentracibn inicial de 350 000 células por caja; 48 horas
después el cultivo alcanza la confluencia y se le retira el
medio. Lavar la monocapa celular suavemente 3 veces con so-
luci6én salina al 0.85% y almacenar las cajas de Petri en el

congelador a -70°C hasta el momento de la determinacifdn de
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enzimas.

2.- Preparacién de 'las muestras. para determinar las acti-

vidades enzimfticas.

Con ayuda de un gendarme levantar las células del sustrato (ini
cialmente no es necesario agregar agua porque las cajas Petri
tienen cierta humedad). Posteriormente agregar 1 ml de agua y
verificar a través del microscopio que las c€lulas estén comple
tamente despegadas. Transferir la suspensién celular a un vial
§e plastico. Lavar la caja Petri gradualmente con 3 ml més de
agua, es decir, a cada caja de cultivo se agregan 4 ml. de

agua.

Con el tratamiento inicial las cflulas se rompen sin embargo,
I3

para tener muestras m&s homogéneas los viales son congelados

en N2 liquido a -196°C y descongelados a temperatura ambiente,

por tres veces sucesivas.,

Agitar la suspensibn celular en vortex y utilizarla para de-

terminar las actividades enzimaticas.

3.- Medicibn de las actividades enzimiticas.

a) Fosfatasa alcalina (E.C.3.1.3.1.3.1.; FA) (25);

1l.- Preparar una solucibn reactiva gque contiene amortigha>”

dor de dietanolamina-HCl 1.0 mM MgCl, 0.5 m y 4"ni££6fen;1£654':
fato 10 mM y llevar a 10 ml. ) :
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solucisn’ reactiva.
#:3,= hAgregar 20 ul del homogenado celular y‘mezclar.

fMedif'el aumento de absorbancia durante 3} 4:Q:5 miﬁﬁébélafk

QOS'nm.
: ’Actividad por volumen (Q L)
vAE/min = El promedio de los cambio;’de_a
b)  y=Glutamil transpeptidasa (ggé

1.- Preparar una soluci6n reactiva’qu

©idor tris 100 mM. pH 8.5; Glicilglicina 100 mM'y’
d-carboxi-4-nitroanilida 4 mM. =

2.- Agregar en un tubo de ensayo 2 ml de la Solﬁéién reqc:‘ 

“tiva y 200 ul de homogenado celular y mezclar.

Después de un minuto leer el aumento de absorbancia -

cada minuto durante 3, 4 6 5 minutos a 405 nm.
Actividad por volumen (U/L)} = AE/min X1158

¢) Transaminasa glutdmicooxaloac&tica (E.C.2.6.1.1., TGO).

(70,87).

l.- Preparar una solucibn reactiva consistente de amorti-- "
guador de fosfatos 80 mM a pH 7.4, L-aspartato 200 mM,
@ «cetoglutarato 12 mM; NADH2 0.18 mM; LDH 1.3 U/ml y MDH 0.7

U/ml,

2.- En un tubo de ensayo agregar 2.0 ml de la soluciéh‘
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. aproximadamente, y, simultdneamente poner en marcha. el cron&-

feactiva'y mezclar.
3.~ Agregar 500 ul de la muestra por analizar y mezcl'ar'.‘
4.- pasarlo inmediatamente a la cubeta fotométrica.y me—’,';

dir la absorbancia (a 25°C) a 340 nm al cabo de un minuto,.

metro.

5.~ Repetir las lecturas, de minuto en minu&yo,-»,'durantei

Actividad por volumen- (U/L):

2'a) Transaminasa glutamicopirdvica’ (E.C'.Zl.)S,.'i‘ 255 ’TGP)’-

(46, 87).

1.- Preparar una solucidn reactiva . con los- siguientes
reactivos: amortiguador de fosfatos 80 mM a pH 7.4, L-alanina

800 mM; a-cetoglutarato 18 mM; NADH, 0.18 mM 'y LDH 1.2 KU/L.

2

2.- En un tubo de ensayo colocar 2.0 ml de la solucibn

reactiva y mezclar.
3.- Agregar 500 yl de la muestra por analizar y mezclar.

4.~ Pasarlo inmediatamente a la cubeta fotométrica y me-
dir la absorbancia (a 25°C) a 340 nm después de un minuto y

poner en marcha el cronfmetro.

5.- Repetir la medicién cada minuto, durante 3, 4 6 5 mi-

nutos.

39




AT

agua.

i) Material equipo y rdaqtiﬁos;

Tubos de ensayo 13 x 100 : ERE
Micropipetas de 10, 100 y.1000 mel.

agitador vortex. Touch Plate.,t L

Cronfmetro.

Expectrofotbmetro Cary 1ll8.

Contador de centelleo Packard

Solucibn de KCl 100 mM, Mg Cl2 7.5 mM pH 6.8 {Solucibn a)
Solucién de NaCl 500 mM, Mgcl2 7.5 mM pH 6.8 (Solucitn b)

Solucibn ATP Na, 30 mM, HisCl 150 mM pH 6.8 (Solucibn c)

2
Solucién de ouabatna 1073 M en agua.
Solucitn de molibdato de amonioc al 6.6%.

22

Solucién de lucim'! 22na, 118 m4 Nacl, 2?Na mM de NaHCOs,

1 M de Mgclz, S mM dextrosa, 10 mM HEPES Mg Cl, 0.1 M.

2

1) Determinacifn de la actividad enzim&tica de ATPasa Na+mf
ii) Procedimiento

1.~ Mezclar 5 ml de a), 5 ml de b), 5 m) de c) y 10 ml de

2.- Poner en 6 tubos de ensayo 0.5 ml deyla'ﬁezcla anterior;'

3.~ Agregar 100ul:de cuabafna 1077M a

4.- Incubar 5 min a 37°C los 6 t@bb
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. Agregar.10.s1.de homogenado celular a cada uno de 10§

‘Incubar 30 minutos a 37°C.
Introducir en:hielo.
"qux:'egar 7.5 ml. de agua cada tubo.

“10.- Agregar 1 ml. de NHMo0 , en cada tubo.

11.- Adicionar 1 ml. de E‘eso4 a cada tubo.

12,- Esperar 10 mipnutos y leer a 660 nm.

Tubo control: todo igual rero manteniendo en hielo: tubo bién'qd’

8 ml de agua + 1 ml de NH M0y + 1 ml de FeSO,

Hacer curva de calibracién de fosfatos y determinar la activi-

dad- de N+a:K+ ATPasa.

2) Salida de sodio a través de la membrana plasmética de

las c&lulas WRL-68.

Las células WRL-GB.ctecidas a la densidad de saturaci6n sobre
cajas de Petri se lavan 3 veces con solucifn salina de fosfatos
(PBS). Luego se incuban durante 2.5 horas con una solucién de
carga que contiene 1 cimi”} ?%na, 118 mM Nacl, 22 mM de
NaHCO , 1 mM de Mgclz, 5 mM dextrosa y 10 mM HEPES. 5 minutos
de que se complete el perfodo de carga la mitad de las cajas
son tratadas con ouabaina ]_0-4 M. Las monocapas son r&pidamen

te lavadas 4 veces con MgCl._, 0.1 M frfo y se dejan en contacto
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'Eon esta solucibn a 4°C durante 2 minutos. Luego sé sigui6 el :
iavddo dé 22Na de las cé}ulas, incubando la monocapa con'l ﬁi‘-
‘de kinqer adicionado con KC1 5 mM a 37°C. Después de 1 minuto
ellRinqer fue recolectado para contar la g#adiactividad y las. :
cajas de Petri rellenadas con Ringer fresco. El procedimiento
se repiti6 4 veces al final del periodo de muestreo se anadid
1 ml NaoH 0.5 M y se dejb toda la noche a temperatura am -
biente. Se tomaron 2 alicuotas de las células digeridas, una

de ellas para contar la radiactividad que hablfa guedado dentro

de las células y la otra para la determinacifn de proteinas.
3) Uni6n de 3K ouabatna.

Las células WRL-68 se sembraron a confluencia, 48 horas més
tarde se lavaron con un Ringer de sodio mas fosfatos (118 mM
NacCl, 22 mM NaHC03, 1 mM MgClz, 10 mM HEPES ,2.5 mM NaH2 PO4,
pH- 7.4). Las células se incubaron durante 2 horas a 37°C con
este Ringer adicionado de 3H ouabaina 51077 M de 3H ouabai-

na 5x10°7

M mé&s ouabaina fria 5x1074 M. Al final-del perifodo
dé incubacifén las cé&lulas se lavaron 4 veces con Ringer sodio
{La dltima vez durante 10 minutos). Las células se cosecharon
y se tom6 una alicuota para contarlas y al resto se le digirié

con 0.5 ml de NaOH y 0.5 M durante una noche. Una alicuota del

digerido se usa para contar la radiactividad.
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2.- CURVA DE VIABILIDAD EN ETANOL,

i) Material equipo y reactivos.

Material y equipo para cultivo de tejidos..
Pipetas Pasteur. )
Microscopio invertido de fases.

Solucibn de azul tripano al 0.1%.

Multic&mara de 96 pozos.

DMEM completo adicionado con etano"

0.25, 0.5 y 1.0 M.

ii) Procedimiento.

1.- Cuando el cultivo estd en fase logaritmica de creci-

miento realizar la cosecha, y resuspender las c&lulas en DMEM

completo normal.

2.~ Distribuir la suspensitn celular sobre los pozos de

una multicamara de 96 pozos, incubar a 37°C.

3.~ A las 24 horas cambiar el medio por uno fresco que

contiene DMEM completo adicionado con etanol a las concentra-

3

ciones 107, 1072, 107%, 0.25, 0.5 0.75, 1.0, 1.5 y 2.0 M y

dejar una hilera de pozos con medio sin etanol como control.

Se hace lo mismo en otra multicémara pero el medio contiene

manitol en lugar de etanol. 1Incubar a 37°C.
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4.~ Aélas 24 horas rgtirar el medio y agregar a cada pozo
‘una-gota del coloiahie de exclusién azul tripano durante 2 a 3
miﬁutos, retirar el colorante y determinar la viabilidad celu-
lér."Lés células muertas se tifien de azul, en tanto que las

células viables no absorben el colorante.
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3.~ EFECTO DE LA ADMINISTRACION CRONICA DE ETANOL.

i) Material equipo y reactivos.

Equipo y aditamentos de uso com@n en é1~cu1tivd“dé:téjidéﬁ

DMEM completo adicionado con etanol 0.1 M,

Cultivo de c&lulas WRL-68.

ii) Procedimiento.

1.- Cosechar las c&lulas en fase logaritmica de creciz’ -

miento y resuspender en DMEM completo normal.

2,.- Transferir la suspensibn celular a una botella de
cultivo e incubar a 37°C durante 45 minutos para permitir

que las cé&lulas se adhieran al sustrato.

3.- Transcurrido este tiempo, succionar el medio y elimi-
narlo, agregar DMEM fresco completo adicionado con etanol 0.1
M. Se incuba a 37°C. Las células son cultivadas en este me-

dio durante 1 mes.

4.- Después de tratar al cultivo con etanol 0.1M durante
un mes, determinar los siguientes parametros, descritos ante-

riormente:

A) Morfologia por microscopia de fases y electrénica
B) Curva de crecimiento.

C) Actividad de enzimas hepiticas.
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D} Estado de los sistemas: de transporte iSnico membranal.



4,- EFECTO DE LA ADMINISTRACION:AGUDA DE ETANOL.

i) Material equipo’y reactivos

Equipo y adita'mengos. de uso ycrt"m’\ﬁkn‘ en el fc':ul.ti\;'é”{ie : tejidos;
DMEM completo adicionado‘ con:ebtanoly k(b).S M.
Cultivo de c€lulas WRL-68.

ii) Procedimiento.

l.- Realizar la cosecha célular ¢uands las células es-
tin en fase logaritmica de crecimiento. Resuspender las ce-

lulas en DMEM completo: normal,

:-2.- Transferir la suspensibn celular a una botella de
- cultivo, incubar a 37°C durante 45 minutos para permitir que

las células se adhieran al sustrato.

3.~ Transcurrido este tiempo cambiar el medio por DMEM
fresco completo adicionado con etanol 0.5 M. Incubar el cul-

tivo a 37°C.
4.~ A las 24 horas el medio es retirado y determinar los
siguientes pardmetros usando las técnicas previamente descritas:.
A) Morfologia por microscopia de fases y electrbnica.
B) Actividad de enzimas hep&ticas.

C) Estado de los sistemas de tréansporte i6nico membranal.
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ren'para su crecimiento medio minimo

ado’por Dulbscco- (DHEM) complementado con 8%

“condiciones 6ptimas del cultivo son 36.5 °C en una’atmés-

" fera de 90% de humedad con 5% de €O,

Las células se distribuyen en las botellas de cultivo de mane-
ra poco usual, ya que al multiplicarse los cultivos no cubren
la superficie total de sustrato disponible dejando huecos con
forme las células van alcanzando la confluencia. Estos hue -~
cos no se deben a retracciones celulares o a despegamiento de
las mismas. Al llegar a confluencia las células tienden a
apilarse perdiendo cierto contacto por inhibicién y a determi

nada densidad empiezan a despegarse.

Se sembraron sobre diferentes sustratos a fin de ver si podian
cubrir toda la superficie disponible, asi como mejorar su adhe
sividad. Los sustratos empleados fueron vidrio, pl&stico, ca-
ma de coldgena, polilisina y una biomatriz hep&tica; encontran
do que el plistico era el sustrato mds adecuado para la siem~

bra de las células WRL-68 y que su baja adhesividad es una

caracteristica intrinseca de ellas al llegar a cierta confluen
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cia.
B) Morfologia

Al microscopio de fases las células WRL~68 presentan dos ti-
pos de morfologfa: células de forma irregular con m@ltiples
elongaciones que se proyectan hasta contactar una célula con
otra, y células redondeadas m&s refringentes que las primeras.
El citoplasma de ambas morfologias presenta diversos tamafos
¥ un ndcleo prominente y redondeado que contiene uno o dos nu-
cleolos (fig. 5). Se advierten células binucleadas que cons-

tituyen una aberracifn en las lineas celulares.

Por microscopfa electr6nica de transmisi6n (fig. 6) encontra-
mos que las c€lulas presentan nfcleo con nGmero variable de
nucleolos; en el citoplasma se observa gluc6geno y corplscu-
los de grasa; entre las células a nivel de membranas hay es -
tructuras que semejan canaliculos con microvellosidades; los™-

cuales estdn delimitados por complejos de unién.

Por microscopia electr6nica de barrido (fig. 7) se vén_qlara——
mente los dos tipos de morfologfa antes mencionados, y ée ob-

serva la formacibn de matriz extracelular,

C) Clonacién.

Los dos tipos de morfologia observados en el cultivo'de cé& ~
lulas WRL-68 no pueden separarse por clonacién, por-lo que
pensamos corresponden a un mismo tipo celular pero que se en-

cuentran en diferente fase de desarrollo.
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Cé&lulas WRL-68 normales sembradas a
baja densidad., La flecha sefiala oflulas redondeadas
con mayor resfringencia que las oflulas triangulares.

FIG. Sa.

L NN A

3

FIG. Sb, Células WRL-68 normales sembradas a
alta densidad. La flecha indica células redon-
deadas y refrigentes. Con dos flechas se sefialan
una cflula binucleada.
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FIG. 6 Microscopia electrbnica de transmision de cé&lulas WRL-68
normales.
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D) Curva de crecimiento’ '

La cinética de crecimiento.de las WRL-68 normales (asfi llamare-
mos a las células no intoxicadas con etanol) se presentan en el

cuadro II, fig. 8.

Se puede ver que la curva de crecimiento es exponencial. El
tiempo de duplicacibén ocurre cada 27 horas. La densidad de
saturacibn se alcanza a los seis dfas de inoculacién cuando

5 2

hay 1.38X10° celem  y después de este tiempo las células comien

zan a despegarse del sustrato,

E} Actividad de enzimas hepdticas.

A fin de asegurarnos del car&cter hepdtico del cultivo, investi-
gamos la presencia de enzimas consideradas como marcadoras de he
patocitos: fosfatasa alcalina (FA), ~-glutamiltranspeptidasa

( GT), transaminasa glutamicopir@ivica (TGP) y transaminasa gluta
micooxaloacética (TGO). Los resultados obtenidos se presentan en

el cuadro III,
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CTuadro ILCuxva de7Crecimiento de C&lulas WRL-68 Normales

2

Tiempo celcm™ log celen™?

(dias) ) (x)

T, , 4500 3.65
T, ] 6 000 3.80
11 000 4.00
20 000 4.30

138 000
102 000
34 000
18 000
12 000

Cuadro IXI Actividad de Enzimas Hep&ticas en células WRL-68
Normales. El nGmero en paréntesis indica el nfi-

mero de determinaciones.

Enzimas L nmoLpgDNA—lmin-l
FA - i0,4856%0.2014

: , (10)

Gr S 0.032040.0051
R {10)

TGP 0.0229+0.0048
ST A o L)

™G0 Lol s 0.022040.0027

B¢ ))
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F‘iG.Bar.Curva de crecimiento de células WRL-68 normales.
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. 2.~ CURVA DE VIABILIDAD EN ETANOL DE
CELULAS. HRL-68

Se realizaron experimentos en los cuales se utilizaron medios
con distintas concentraciones de etanol para determinar si
las células WRL-68 eran capaces de mantenerse viables en pre-
‘ sencia de esta sustancia. Como control se empleb manitol, un
disacarido para el cual no ‘existen mecanismos de transporte
al interior de la célula 'y que por tanto, sirve para ver el

efecto de 1a osmolarldad sobre las células a concentraciones

altas de dicha sustanc

Los resultados obtenidos se presen

e viabilidad en etanol y manitol se rea-

De 3 curva de viabilidad (cuadro IV, fig. 9) se observa que -las

: células v.‘RL-68 tienen un 100% de viabilidad a concentraciones
=1 M

de etanol. A partir de 0.25 M de etanol las
omienizarn'ra' morir; sin embargo -a. concentraciones de 0.5

bvﬁiabil"iv.dad es todavia del 5¢ y 40%, respectivamen-

e‘éstos_ re;‘sultad‘os, se eligib la concentracién 0.1 M de
'punto éptlmo para realizar ia intoxicacibn crénica,

"con In periodo de expos:.c:.én de 1 mes. Para la intoxicaci6n
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aguda ;é‘éonsiderO»édééuédarIé‘bohcentfaéiéh,de;OQS M de eta-

nol, durante 24 hor
Las células:MDCK tienen solamente 50% de Viabilidad a la con-
‘centracién 1071 M de: 25 M de esta sustan-

cia (cuadroV fig. 9)
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las WRL-68.

. visbilidad
=3

4100

100

Cuadro V. Viabili

 [EtaﬁoL] Manitol] Viabilidad
M 0.y % )
100

100
80




% Viabjlidad
100 -
e - ~= - = -Manitol
-=« -~ - -Manitol o
80 |
60. ]
40
204"
T |_2 1%
167 1002 10 75 1.5 Etanol [M]

-Fig:9 - Curva-de*viabilidad en etanol de células WRL-68 y MDCK
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3.~ EFECTOS DE LA ADMINISTRACION CRONICA Y AGUDA D

EETANOL,
A} Morfologia

La microscopia de fases mﬁestréﬂggg;lés:célﬁiés WﬁLfﬁB mante-
nidas en un medio que contiené:efanol\o;lM durante un mes, no

presentan diferencias morfolééicas con respecto a las células

normales (fig. 10).

En la microscopia electrbnica de transmisién, las células man-

tenidas en etanol crénica presentan una mayor cantidad de liso

somas, aumento ligero de reticulo endoplésmico liso y rugoso.(Fig.ll)

Al microscopio de fases las células WRL~68 en etanol agudo

(0.5 M, 24 hrs.) muestran alteraciones morfol&gicas profundas
con células que se han despegado del sustrato y cé&lulas adheri-
das al sustrato cuyas membranas presentan diferentes grados de

necrosis.

La microscopia electrbnica de transmisi6bn de cé&lulas en etanol
agudo muestran un dafo generalizado. Se observan alteraciones
en nlcleo, mitocondria aparato de Golgi y gran cantidad de li~
sosomas.

B) Curva de crecimiento de cé&lulas intoxicadas crfnicamente

con etanol.

Para ver si la intoxicacibn crémica con etanol tiene efectos
sobre la proliferaci6n de la linea celular, se obtuvo la curva
de crecimiento en analogfa a las células sin tratar (cuadro VI,

fig. 12), en ella se observa que no hay diferencias significa-
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tivas. entre las células: intoxicadas crénicamente y las norma-

“les.

Fig.1l0 C&lulas WRL-68 en etanol Q.1M
durante un mes. No se observan

cambios con respecto a las cé-
lulas normales.
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68 en etanol O.IM’dﬁrante un mes.

Céluas WRL

11.

FIG.




Cuadro VI.

Curva de crecimiento de cé&lulas

. WRL-68 intoxicadas crénicamente con etanbl.

"7 ,‘Tiempo

(dias)

celcm™

(X)

2

logcelcm'2

6 500
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2O 4 . o : = WRL-EH Branal siunice.
- —&— HRL-66 Momnales

sroonsd
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7 rr T 1T v 71T 7171
0. 1.2 3 4 5 & 7 & 8 10

T {diaz) ,
Fig. 12a. Curva de crecimiento de células WRL-68 normales e intoxi- =
cadas crbnicamente con etanol.
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Sha ’ ‘ e WRL- B BRanel evdnino,
o : i AAL-EE Homadles

LT s e
3 4 &

=0T {dias)

Fig. 12b Curva de crecxmlento de células WRL-SB normales e J.ntoxl.-
‘cadas crbnicamente con .etanol. ; S : -
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C) Actividad de enzimas hepéticas.

Las enzimas fosfatasa alcalina (FA), '-glutamil transpeptidasa
(1GT), transaminasa glutamicopirfivica (TGP) y transaminasa glu
témico oxaloacética (TGO) se emplearon como parmetro para eva
luar los efectos de la exposicibdn crénica y aguda con etanol
sobre las células WRL-68, Los resultados obtenidos se mues -

tran en el cuadro VII.

D) Estado de los sistemas de transporte i6nico membranal.

Para evaluar el estado de los sistemas de transporte ibnico
membranal se midi& la actividad de la enzima ATPasa™:K' y el

nmero de bombas de estos iones. (Cuadros VIII, IX, X).
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Cuadro VII Actividad de las enzimas hep&ticas en c&lulas WRL-68

intoxicadas aguda y crbnicamente con etanol.

Enzimas

Condicién Experimental

nmol;: gDNA™ min

-1

FA

Células normales

.. ‘Células en etanol crdnico

'C&lulas en etanol agudo

0.4856%0.1014
(10)

0.4336%0.0601
(10)

0.1630%0.0200
(10)

Células en etanol agudo

0.0320610.0051
(10)

. 0.02360%0.0041

(10)

0.01722%0.0020

(10)

TGP

Células normales

Células en etanol crénico

Células en etanol agudo

0.02290%0.0048
: G

-0:02510%0.0033

«n

0.00900%0.0022

TGO

Células normales
Células en etanol erd

Células en etanol

o;oo9ootoioozs
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Cuadro VITI. Actividad de ATPasa Nalt:

Condicifn experirental

WRL-68 normales

WRL-68 en etanol crbnica

WRL~68 en etanol agudo
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CUADRO IX.

Marcaje de cé&lulas WRL-68 con

3H-ouabalna.

paréntesis indica el n@mero de detérminaciones.

El nlmero entre

Condicién experimental

Presencia de ouabaina
no marcada

# de moléculas uni
das por cé€lulas Xi0

# de sitios de bombeo
de Na por células

WRL-68 Normales

WRL-68 en ETOH crénico

WRL-68 en ETOH agudo

5.42+ 1.18 (7)
1.08+.0.12 (7)

5.554.1.,28  (6)

4,34+ 1.30

3.93+ 1.74

S4719+ 3,02




k>'CUADR6,'x. Eflujo de Na+a través de la membraha plasmitica defCQLulas't‘

WRL-68 caléuladc del washout de

22

Na.

Condicién experimental| R s J
min"L) nmol/mgprot . nmol/hrs.mg-prot.

Normal 0.048+ 0.002 793470 22514190
Normal+ouabaina 10™%M | 0.027+70.0027F ~ 1155488 1815+101
Etanol 0.IM (1 mes) 0,061+ 0,003 874457 , 3192+182

. Etanol 0.1M ( :

“+ouabatna 10”4y 684452 - 30374158
Etanol 0.5M (24 hrs.) | 0.131+ 0.028 469459 36704103

- Etanol 0.5M (24 hrs.) 2R ’;v ‘ N‘
+ouabatna 107 0,066+ 0.017 128%23 507445

K = Cte dé Velocidad . .

S = Contenido intracelular.de:Na

(4]
n

Flujo
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©VIIL, DISCUSION DE RESULTADOS.

Se reé’orta‘ (Pat US 3 935 066>) que4 la ]givn:é"alrcelular WRL-68 ha
si&o obtenida a partir de higad6 fetal humano; sin embargo,
hasta el momento no se encuentran en la literatura estudios
dirigidos a la caracterizacibn y verificacién de propiedades

hepdticas en dicha linea celular.

Los objetivos de este trabajo fueron primero caracterizar y
determinar la conservacién de propiedades morfolégicas y fun-
"cionales de hepatocito en las células WRL-G68. Después de com
probar la conservacién de propiedades hep&ticas, se procedid
a exponer los cultivos celulares a diferentes concentraciones
de etanol y se encontr6 que tienen la capacidad de mantenerse

viables a altas concentraciones de esta sustancia.

Los resultados obtenidos permitieron considerar a las células
WRL-68, un modelo adecuado para estudiar los efectos del eta-
nol in vitro. En particular, las ventajas de estas células
como modelo de estudio es que constituyen cultivos permanen -
tes sobre los que se pueden realizar intoxicaciones con eta-
nol en forma crfnica y aguda, sin la influencia de mecanismos
regulatorios que inevitablemente operan in vivo, permitiendo
de este modo definir con mayor precisién la respuesta celular
especifica. Por otra parte, la mayorfa de las investigacio-
nes de laboratorio sobre los efectos del etanol, se han rea-
lizado sobre animales vivos (54, 63) o cultivos celulares de
éstos (4, 5, 15, 25, 28); sin embargo hasta el momento no se ha

encontrado una especie que reproduzca las alteraciones tipicas
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zando células y tejidos humanos pueden proporciona probable
mente mayor informacién mecanistica sobre el pi ce
y alteracibn de las funciones bioquimicas y metabdlicas.qu

células derivadas de otras especies.

De los estudios realizados se encontr$ que:

Caracterizaci6én. Las células WRL-68 pfesentan caracterié;iéés
morfolbgicas y actividad biogquimica funcional de hepatocitos.,
Las observaciones al microscopio de fases muestran gque estas
células se asemejan morfolbgicamente a células epiteliales de
higado en cultivo primario (15, 24, 62). Ultraestructuralmen-
te, por microscopia electr6nica de transmisién encontramos que
el REL en las cé&lulas expuestas crbénicamente a etanol esti au-
mentado con respectoc a las no intoxicadas., Por microscopia de
barrido se observan que las células forman matriz extracelular,
lo cual se puede explicar como un intento de asemejar a las

condiciones in vivo.

En cuanto a sus propiedades funcionales de hepatocito, las cé-
lulas WRL-68 tienen la capacidad de sintetizar las enzimas FA,
fGT, TGO y TGP. De acuerdo a la expresién secuencial de mar-
cadores de diferenciacibn, el desarrollo del higadc se puede
clasificar en tres fases: fetal temprano, perinatal y neonatal
(65). Algunas enzimas especificas son sintetizadas antes del
nacimiento, por ejemplo la YGT, que es abundante en el perfo-
do fetal (10), en tanto que otras se expresan hasta después

del nacimiento, como por ejemplo la tirosina aminotransferasa
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(65). En nuestro caso desconocemos -la etapa‘dé desar;dllo en
la que se encontraba el feto al momenﬁo de extréer la muestga
de tejido hep&tico a partir del cual derivaron las células
WRL-68. Sin embargo, consideramos que esto no es importante,
pues existen evidencias (26, 27, 49, 52) de que cultivos celu-~
lares derivados de tejido no maduro, adguieren in vitro propie
dades de diferenciaci6n debido a las condiciones de cultive o
a la presencia de ciertos inductores como por ejemplc determi
nadas hormonas (23). Bajo las condiciones cultivadas, las cgb
.lulas WRL-68 no requieren la presencia de inductores especia-

les para sintetizar a las enzimas ya mencicnadas.

Relativo al ndmero de bombas de sodio de las células WRL-68,
se observa que &stas son del mismo orden de magnitud que en
las células de Giraldi (corazén humano), Hella (cuello de Gte

ro humano), conejillo de indias (rifién), etc.

Viabilidad en etanol. Las células WRL-68 tienen la capacidad
de vivir en medios con altas concentraciones de etanol sin su

frir choque osmético,

1M ode etanol dichas células

A concentraciones de 1072 a 10~
presentan un 100% de viabilidad, y atin a concentraciones tan
altas como 0.5 y 0.75 M la viabilidad es del SO0 y 40% respectji
vamente. Por el contrario las células MDCK, procedentes de
rinén de perro mueren a concentraciones tan bajas como 10-1 <

de etanol.

Estos resultados indican que la lfnea WRL-68 posee mecanismos

75



para utilizar el etanol como:sustratoimetabblic

choque osmético a altas:Conc trac
lulas MDCK carecen de dicho

osmético.

En consecuencia este resultado in ic

caricter hepdtico de las células WRL-GB y su'capac1dad para‘

metabolizar al etanol,

Exposicifn crénica y aguda a etanol. La microscopia de fases
y electrbnica de las células WRL-68 muestra que la exposicién
crbnica a etanol no indujo cambios en la morfologfa y la es -
tructura celular, en tanto que la intoxicacién aguda produjo

alteraciones y necrosis celular.

Los mecanismos implicados en la multiplicacién celular tampoco
son alterados en la exposicién crbnica con etanol, pues la cur

va de crecimiento es similar a las células no alcoholizadas.

La liberaci6n de enzimas hepdticas es considerada comunmente
omo una respuesta tbxica debido a la alteracifén en la permea-
bilidad o necrosis membranal de la célula hepdtica y se usa
ampliamente en la evaluacién de dafio a higado en animales y
hombres (73). Con este prop6sito se seleccionaron tres enzi-
mas membranales (FA, YGT, ATPasa Na:K) y dos enzimas citos6li

cas (TGO, TGP) para evaluar los efectos del etanol.

La exposicién crénica a etanol indujo disminucién en la acti-
vidad c¢nzim&tica de ¥GT y ATPasa Na:K, mientras que FA, TGO y

TGP no sufrieron alteraciones, Estos resultados indican que
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la presencia crbnica de etanol “tiener qp’éfeéto ’sblvente sobre
la membrana celular y produce alteraciones en enzimas muy sen
sibles a cambios de microambiente como son-la’ GT y la ATPasa
Na+:K*. Se ha encontrado que in vivo e in vitro la GT es muy
sensible a etanol cr6nico y las alteraciones en su actividad
se presentan ain antes de que se produzca dafio celular (86);
asi como en rebanadas de tejido hep&tico de rata se ha encon-
trado que hay disminuciédn en la actividad de ATPasa Na:K, en
presencia de etanol crbnico. La liberacibn de las enzimas
_citosblicas TGOy TGP se produce cuando hay necrosis celular
(86); en este caso al no haber alteraciones en su actividad
se infiere que la presencia de etanol crbnico no produjo ne-

crosis en las células WRL-68,

Por otra parte, la intoxicacifn aguda con etanol indujo.dismi

nucibn en la actividad de todas las enzimas medidas.

De los resultados anteriores se infiere que la exposici6n cré
nica a etanol produce adaptacién de las cé&lulas pues de los
pardmetros medidas, Gnicamente las enzimas membranales. GT:'y '

Na:K ATPasa est&n alteradas, indicando el efecto solVente S0

bre la membrana.

La exposicidn aguda al etanol produjo alteraciones en

los pard@metros determinados. ;  ., ‘ b
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tx~.;:_C0ncL>UsmNES‘ e

l.- La linea celular WRL 68 presenta

a) Dos tlpos de mozfologia celular redondgédéé;yrbolié

saturacxon el 8_x 105 célcm 2.

d) Actlvidad de ‘enzimas caracteristicas de te]ido hepa

: tico- E‘A, ~fc;'r, TG0, TGP.

~e) Un nGmeroc de bombas de sodio por célula de 4.0,

‘valor similar a los reportados en otros sistemas.

2.~ La capacidad de vivir en medios que contienen concen

traciones altas de etanol (sin sufrir choque osmbtico).

3.- La capacidad de adaptarse a la exposicibn crénica de:.

etanol.

a) Sin sufrir alteraciones morfolbgicas al microsc0916

de fases y electrdnico.

b} Curva de crecimiento no alterada con:respecto:a

las no intoxicadas.

c) Enzimas membranales‘({GTsy ATPaSa"a alteradas por

el efecto t6xico solvente.

d) Enzimas citoplasmicés“(fco
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las condiciones en que se determinaron .

4.- Alteraciones morfolbgicas y funcionales debidas a la

presencia de etanol agudo.

De todo ello podemos concluir que las células WRL-68 cons-
tituyen un buen modelo para estudiar los efectos solvente-t&xicos

del etanol sobre las c&lulas de origen hepético.
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X. ANEX0S.

Andlisis estadisticos de Resultados

D & resultados obtenidos en las determinaciones de cada grupo
(WRL-68 en etanol crénico y WRL-68 en etanol agudo) fueron
promediados obteniéndose la media + error standard, y se com
pararon con los valores promedio de un grupo control

(WRL-68 no intoxicado con etanol). Las diferencias entre los
grupos control y tratados se demostraron estadisticamente me-
diante el método t de Student, con una significancia de

p=0.05.
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