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"Quien dics ':nstante' dice 'instante fatal': el
instante es el envolvimiento reciproco vy
contradictorio del antes por el después; se es
todavia lo que se va a dejar de ser y vya se es
lo que se va a ser; se vive su muerte, se muere
su vida; se siente uno mismo y otro, lo eterno
estd presente en un &tomo de duracidén; en el
seno de la vida mis plena se presiente que no
se hard mds que sobrevivir, se teme al porvenir."

Jean Paul Sartre



" Todas las relaciones fijas, estancadas, con su
antigua y venerable sucesifén de prejuicios y
opiniones, se desechan, y todas las recién
formadas pierden actualidad antes de cosificarse.
Todo lo que es s6lido se evapora en el aire
todo lo que es sagrado se profana, y los hambres,
al final, tienen que enfrentarse a las condicicnes

reales de sus vidas y sus relaciones con sus
semejantes.”

Karl Marx



Este trabajo fué desarrollado en el laboratorio N° 27 del
departamento de Bioguimica del CINVESTAV del IPN, durante
el ano de 1983 bajo la direccidn del M. en C. Jaime Ricardo
Flores Riveros y la asesoria del Dr. Boanerges Rubalcava

Esparza, a gquienes manifiesto mi m&s sincero agradecimiento.



INTRODUCCION

ANTECEDENTES

MATERIAL Y METODOS

RESULTADOS

DISCUSION

REFERENCIAS

P&g.

23,

45

52



INTRODUCCION

Uno de los problemas fundamentales de la Biologia actual,
es el de la comprensidén y manipulacién de los procesos que con
trolan la proliferacién celular y particularmente en los siste
mas eucaridticos. Dicha cuestibn reviste importancia, tanto,
desde un punto de vista tebdrico, como desde una perspectiva -
aplicativa.

Desde un enfogque bdsico el conocimiento de los procesos -
gque desencadenan y controlan la proliferacién de las células,
la identificacibén de las moléculas y células que participan en
ello, y la manera como ocurre, resulta a todas luces fundamen-
tal y en Gltima instancla puede permitirnos entender un poco -
mds los fendmenos de crecimiento, desarrollo y continuidad de
la vida. Desde un punto de vista aplicado, la importancia de
este conocimiento es enorme, puesto que abre la perspectiva de
control y manipulacién de todos aquellos procesos mencionados,
los cuales son de gran interés para la vida del hombre.

Sin embargo, el abordar este problema, tiene como condi-
cibén, el contar con un adecuado sistema de estudio, de f8cil
acceso, que permita apreciar los elementos gue participan en -
el proceso.

El hfgado de rata durante la regeneracifén ha resultado -
ser un sistema @(til para el abordaje experimental del problema.

Gran nGmero de modelos interesantes han sido empleados en este



terreno, los cuales incluyen al rinon hipertrofiado, al hicado

embrionario o fetal y en regeneracién. Este Gltimo, tiene un -

gran nmero de ventajas que lo hacen deseable para la investiga

cibn:

1.

Porgque el método de preparacién del modelo es relativamente
simple, pudiendo producirse por una Hepatectomia parcial o
bien por una intoxicacidén aguda con tetracloruro de carbono

{CC14}.

La cantidad de tejido que puede ser obtenido para un estu -
dio es de varios gramos por rata y por tanto es conveniente

para varios ensayos.

En el caso de la hepatectomia parcial, &sta es seguida por
un perfodo de sincronizacién de los hepatocitos, siendo vo
sible gue aproximadamente el 60% del total de las células

parenquimatosas entren en mitosis (1), dandose desde una -
hasta un promedio de 213 mitosis por cada 10,000 c&lulas -
al cabo de 24 horas después de extirpar el 75% del 6rgano,
ritmo que disminuye al alcanzar el 110% del tamano origi-

nal (2).

Para el caso del CCl es sabido que es un potente hepato

4.’

téxico, de forma tal que una dosis intragdstrica de dicho com-

puesto puede generar un profundo dano hepdtico el cual se mani

fiesta en graves alteraciones estructurales del reticulo endo-~



plasmidtico concomitantes con cambios en la composicién de dci-
dos grasos en los fosfolipidos de la membrana de ese organelo
y en una disminucién de la incorporacién de glicina radiactiva
a proteina (3) (4) (5), necrosis de cé&lulas centrolobulares -
(6) y acumulacidn intracelular de lipidos (7) entre otros efec
tos. En consecuencia de ellos se da una rédpida proliferacién
de las células sobrevivientes, con incremento en la sintesis -
tanto de DNA como de RNA; alcanzdndose la mayor tasa de regene
racién entre las 36 a 72 horas posteriores a la administracién
del téxico (8).

Por todo lo dicho, el hfgado regenerante es particularmen
te conveniente para el estudio de uno de los m&s profundos pro
blemas de la biologfa celular de hoy, que seria el del conoci-
miento de los factores responsables del mantenimiento del tama
fio relativo de los 6rganos mds o menos constante durante el -~
crecimiento y desarrollo (1) y la respuesta a la pregunta de -
;C6mo se controla la proliferacién celular, de la que de una -
forma u otra depende la morfogénesis?.

Por otro lado, es sabido que las poblaciones celulares de
los animales adultos pueden clasificarse, en terminos de su ca

pacidad para proliferar, en tres categorfias :

a. Intermitoticas vegetativas, en las gue las mitosis son
frecuentes en condiciones fisiolégicas: Epitelio in-
testinal, médula 6sea y células de la capa basal de -

la piel.



b. Postmitoticas reversibles como son las células del -~
higado y el rinén en las que las mitosis son excesiva
mente raras, pero que se pueden incrementar marcada -

mente si el tejido es estimulado para que crezca.

c. Postmitoticas estables, como las neuronas, leucocitos
polimorfonucleares y cé€lulas gueratinizadas de la epi

dermis en las cuales las mitosis no se observan (9).

Es claro gue las células del tejido hepdtico corresponden
a la segunda categorfa, pudiéndonos preguntar ¢Qué hace que di
cho tejido no prolifere normalmente en el adulto, y que si lo
haga bajo cierta estimulacibn? ¢Cudles son las caracteristicas
de esta estimulacibn y cudl es su mecanismo?.

Se han propuesto varias hip6tesis para explicar el control
de la proliferacién en tejidos adultos, entre ellas estarfan -
las que sugleren la presencia de factores estimuladores (10) -
(11) (12), las que proponen una sustancia con actividad inhibi
toria {(13) (14) (15) y las gue plantean mecanismos combinados
de estimulacidén e inhibicién (16).

En cuanto a la regeneracidn hep&tica, aunque, este fenbme
no posterior a una remocibn parcial del érgano fue estudiado -
desde 1880, no fue descrito de manera formal hasta 1931 por -
Higgins y Anderson (l17) y a pesar de los numerosos estudios -
que acerca de la bioquimica de este proceso se han realizado,

es hasta cierto punto desconocida la identidad y modo de accidn



especifico de los estimulos para el rédpido crecimiento regene -
rativo.

Muchos factores como un exceso de presidn sanguinea en los
l6bulos hepdticos remanentes a la reseccifn, exceso de carga me
tabdlica en el remanente, baja en la concentracién de un supues
to inhibidor del crecimiento presente en el higado intacto o -
una influencia presente en la sangre (factor humoral) han sido
evocados como posibles iniciadores del proceso (18).

La posibilidad de un control humoral se ha visto fortale -
cida a partir de experimentos de circulacién cruzada (19) (20)
(21) y numerosos reportes de experimentos de transfusidn, en -
los cuales el higado de un animal normal es estimulado para sin
tesis de DNA por la sangre de ratas hepatectomizadas.

Por otro lado, el efecto del suero de animales hepatectomi
zados in vitro ha sido demostrado en varios trabajos con culti-
vos de hepatocitos (22) (16).

Todos estos elementos, llevaron en los Gltimos anos a la
obtencidén de una visién cada vez mds elaborada del fendmeno -
mencionado, gue ha sido denominada por algunos como la "Teoria
Endécrina de la Regeneracibn Hep&tica" (16). Esta teorfa sos
tiene como hip6tesis de trabajo la interaccidn entre hormonas,
nutrientes, factores lipoproté€icos y nucleotidicos sobre mul -
tiples sitios regulatorios (23) lo cual resulta en una alterna
tiva razonable en el contexto de la controversia en torno a -

los factores hepatotréficos.



En forma somera, podrfiamos decir que esta teoria postula -
que la regeneracidén hepdtica es controlada por 6 6 7 hormonas,
5 de ellas peptidicas: Insulina, Glucagon Calcitonina, Parato-
hormona y EGF (Factor de crecimiento epidérmico, uno de los pép
tidos no suprimibles ligados a insulina, quimicamente idéntico

a la urogastrona (24) ) y dos no peptidicas: T, 6 T4 y Glucocor

3
ticoides; en donde tres de ellas son los principales regulado -
res por su accién directa : INSULINA, GLUCAGON Y EGF y siendo -
su papel posible solo en condiciones nutricionales adecuadas ta
les como la presencia de ciertos aminoicidos y determinadas -
cantidades de iones (16).

En cultivo de Hepatocitos se ha demostrado cue la Insulina
y el Glucagbn son necesarios a pocas horas pero no inmediatamen
te a la iniciacién de la regeneracién (25), evaluéndose el tiem
po necesario para su accién inicial a las 10-12 horas de reali-
zarse la lesién. Este hecho, ha llevado a pensar en la existen
cia de dos programas secuenciales, idea fortalecida por la evi-
dencia de que la accién de la Insulina, Glucagbén y EGF no es es
timulatoria en cultivo de Hepatocitos si es gque no se realiza -
un cambio de medio, con exceso de nutrientes y iones, condicidén
en la cual si se da la estimulacién de sintesis de DNA, siendo
solo necesaria la presencia de EGF y medio rico para que &sta -
se inicie, aunque a las ocho horas a partir del cambio, la pre-
sencia de Insulina y Glucagén es fundamental.

Todo ello lleva a pensar gue el EGF promueve el efecto del



exceso de nutrientes por una interaccifn de vida corta (lexr. =~
programa) , siendo estas interacciones estabilizadas y potencia
das por la Insulina y Glucagbn (2° programa) (16).

El papel fundamental de las hormonas pancredticas en el -
proceso hepatoproliferativo se fortalece por la evidencia de -
gue la pancreatectomia suprime la sintesis de DNA en el hifgado
de rata después de la ablacién del 70% del 6rgano, pero no en -
el caso de gue dichos animales reciban infusidén periférica de -
insulina y glucagén (25); aunado al hecho de gue suero Anti-in-
sulina inhibe la sintesis de DNA hepdtica después de la hepatec
tomfa (26).

Adicionalmente, en el estado regenerante hep&tico hay una
alteracién en el nivel de hormonas pancredticas circulantes, -
donde se da un descenso en la concentracién de Insulina y un -
incremento en la de Glucagbn antes de la iniciacibén de la sin-
tesis de DNA y en proporcifn a la magnitud de la lesidn (14) -

(23).
ANTECEDENTES

Los cambios senalados van en relacién inversa con el nfi-
mero de receptores para dichas hormonas en las membranas de -
los hepatocitos: Hay un incremento en el nimero de receptores
para Insulina y al mismo tiempo un decremento en el nfimero de
receptores para Glucagbn (16) (23). Asf a las 4 horas después

de la lesidn, el nivel de receptores de Insulina presente en -



la membrana plamdtica empieza a aumentar hasta alcanzar un 60%

sobre el valor control, mientras que los receptores de Glucagbn
caen por debajo del control al mismo tiempo, recuperédndose los

valores normales de los receptores hasta 6 dias después de la -
hepatectomia y a su vez, la capacidad de insulina frifa para ace
lerar la velocidad de disociacifén de insulina marcada con 1251

unida a membrana plasmidtica de higado regenerante, también se -
encuentra disminuida (16). Todo ello indica gue en el estado -
regenerante, la sensibilidad del hfigado ante insulina se encuen
tra aumentada.

En el sistema de intoxicacifn por tetracloruro de carbono,

la capacidad de enlace de insulina por membranas plasmdticas -

provenientes de los hepatocitos, comienza a aumentar a los 3

dias posteriores a la administracién del téxico y permanece 3

veces por encima del valor control por los siguientes 7 dias,
para después regresar a los valores que se encuentran en los -
animales no intoxicados. En un trabajo anterior, se encontré
que este incremento se debe a un cambio en el nfimero de sitios
de unidn (receptores) y no a la afinidad de estos hacia la in-
sulina (27).

Los receptores de insulina son glicoprotefnas integradas -
a la membrana, formadas por dos tipos de subunidades llamadas -
alfa y beta, en un ntmero de dos por cada una. La subunidad al
fa es la de mayor tamafo, con un peso molecular de 135 kd, en

la cual se encuentra el sitio de unién para la hormona, y la -



subunidad beta tiene un peso molecular de 95 Kd y presenta un -
sitio de unién para ATP gque se encuentra orientado hacia el ci-
toplasma y que se piensa, tiene actividad de tirosina-cinasa so
bre si misma y sobre sustratos exdgenos. Ambas subunidades tie
nen una orientacién asimétrica trasmembranal, con residuos de
oligbsacaridos expuestos al exterior, y se encuentran unidas en
tre sf por puentes disulfuro asf como uniones no covalentes de
carécter hidrofébico en el seno de la membrana celular (28) (29)
(30) .

Como toda glicoproteina en su proceso de maduracién hasta
llegar a su forma activa en la membrana celular, sufre un pro -
ceso de glicosilacidn en el aparato de Golgi, entre este momen-
to de modificacidén quimica final y el de su externalizacién, -
puede plantearse la existencia de una poza latente de recepto -
res, donde su transporte hasta la membrana requiere la modifica
cibén por N-Glicosilacidn, que se constituye como un factor limi
tante de la externalizacién y una plausible forma de regulacién
(31) (32}

Dado que en trabajos anteriores donde se estudia la dind-
mica de la interaccién Insulina receptor, por su importancia -
en el proceso hepatoproliferativo, se ha planteado gue lo que
ocurre en el estado regenerante es un incremento en la sinte-
sis de el recepteor de insulina con base en la evidencia del -
abatimiento en el incremento de la capacidad de unién de la -

hormona con su receptor, posterior a la administracién de la -



mitomicina C (un inhibidor de la sintesis protefca) a las ra-
tas intoxicadas con CClq; nosotros nos planteamos las interro
gantes siguientes: |
:Hasta dénde lo que se da en es estado regenerante es un incre
mento en la sintesis del receptor? ¢Acaso no serd mds bien un
cambio en la exposicién, esto es en la redistribucidén entre la
poza latente del aparato de Golgi y la membrana plasm&tica? y
¢Lo gue se evidencia bajo la accién de la mitomicina C no po -
drfa ser la inhibici6n de la sintesis de proteinas, gue parti-
cipan en el proceso de maduracibn o exposicién en la membrana?
Es por todo ello, dada la importancia del conocimiento -
preciso de todos los eventos que participan en la regulacién -
del estado hepatoregenerativo y a la importancia de la interac-
cién entre la insulina y su receptor, gue el presente proyecto

de trabajo tuvo como OBJETIVOS:

A. Cuantificar el nfimero de sitios de unibén y afinidad a
insulina presentes en las membranas plasmiticas de he
patocitos altamente purificados, tanto de ratas norma
les, como de ratas en diferentes dias posteriores a la

intoxicacidn aguda con CCl4 ”

B. Cuantificar el nfimero de sitios de unién y afinidad -
para insulina en las membranas del aparato de Golgi,
tanto de ratas normales como de ratas en diferentes -

dfas posteriores a la intoxicacién aguda con CC14.

10



Cuantificar el nfimero de receptores extraidos en forma
soluble de las membranas plasmiticas, utilizando el de

tergente Triton X-100.

Comparar los valores obtenidos en cada caso, con miras

a clarificar nuestras preguntas.

11



MATERIAL Y METODOS

Material

Para la realizacibén de este trabajo, fueron utilizados los
siguientes reactivos:

Tetracloruro de carbono (J.T. Baker), NaleI y filtros de
oxoide (Amersham), Insulina porcina (la cual fue donada por Eli
Lilly &Co.), Triton X-100, Polietilenglicol 6,000, Azul de Coo-
masie G-250, AlbGimina Sérica Bovina, y-globulina fraccién II de
Cohn, Reactivo fenblico de Folin-Cicalteau (Sigma Chemical Co.),
Sephadex G-10 (Pharmacia Fine Chemicals), Sacarosa (Schwarz/Mann),
Nitrato de Plata (Merck), Acrilamida, Bis Acrilamida, TEMED, -
Persulfato de Amonio, Dodecilsulfato de sodio y Glicina (Bio-Rad
Laboratories), Marcadores de peso molecular (Boehringer Mann -
heim) .

Para la caracterizacién electroforética de la insulina mar
cada se utilizd pelficula X-omat K sensible a rayos X (Eastman -
Kodak) .

Cualquier otra sustancia mencionada fue de uso com@in en -
el laboratorio y de grado analitico.

En todos los procedimientos experimentales gue a continua-
cibén se describiran fueron utilizadas ratas Wistar macho, con -
peso corporal entre 180 y 250 g, alimentadas con una dieta de -
Purina Chow ad libitum, las cuales fueron proporcionadas por el

bioterio del CINVESTAV.
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Métodos

-Intoxicacién aguda con CCl4

Todas las ratas fueron sometidas a la administracién por -

via intragdstrica de "na finica dosis de CCl mezclado con acei

4!
te de maiz en proporcién 1l:1, a razén de 0.5 ml por cada 100 g
de peso corporal. Los animales considerados como control, re-

cibieron una dosis intragéstrica finica de 0.25 ml de aceite de

mafz por cada 100 g de peso corporal.

-Marcaje de Insulina con Na1251

Se tomaron para tal fin 5 yl de Insulina porcina a una -
concentracién de 1 mg/ml en suspensifn con amortiguador de fos-—
fatos 0.1 m pH 7.4, los cuales se colocaron en el fondo de un -
tubo Eppendorf mantenido en hielo en una campana de extraccién.
Luego de ello, se anadieron 30y 1 de amortiguador de fosfatos -
0.25 M pH 7.4, el cual contenfia 1 mCi de Na125I e inmediatamen-
te después se agregaron 20 u 1 de una disolucién acuosa de Clora
mina T con 125 (g/ml (para quedar a una concentracién final de
0.161  M). El tubo se agitd ligeramente durante 30 segundos -
y la reaccidn se paro afadiendo 100p 1 de una solucidén de meta-
bisulfito de sodio con concentracidn de 35 pg/ml en amortigua -
dor de fosfatos 50 mM pH 7.4 y posteriormente 100U 1 de una so-
lucidn de KI con 10 mg/ml en el mismo amortiguador. La mezcla

se dejd reposar un par de minutos, luego de los cuales se apli-

co a una columna de 0.5 x 2.5 cm empacada con Sephadex G-10 a -

13



temperatura ambiente, previamente equilibrada con amortiguador

de Tris-HCl 25 mM pH 7.4, BSA al 0.1% poco tiempo antes de usar
se. La columna comenzd a lavarse con el mismo amortiguador =
frio con deteccidén continua de la radiactividad usando un conta
dor Geiger manual. Las fracciones colectadas fueron de 0.5 ml

y las correspondientes al primer pico de radiactividad, se colo
caron de inmediato en hielo mientras se continuaba lavando la -
columna hasta eluir completamente el segundo pico de radiactivi
dad. Para todas las fracciones se prepararon diluciones apro -
piadas (de 1:100 a 1:10000), cuantificd&ndoles la radiactividad

en un contador de emisiones gamma, con alta eficiencia de con -
teo en las condiciones que se utilizaron. Las preparaciones de
125

I-Insulina se almacenaron a -20°C y se les daba uso en un pe

riodo no mayor de 10 dias.

12

-Precipitacién de la ®I-Insulina con &cido tricloroacético

Para ello se tomé una muestra de la Insulina marcada con -
iodo radiactivo [12511 con 30,000 cpm aproximadamente, y se mez
clé con amortiguador de Tris-HCl 25 mM pH 7.4, alblmina sérica
bovina 0.1% y &cido tricloroacético al 25 %, todo en un volu -
men total de 40u 1. La mezcla fué incubada a 0°C por una hora,
para a continuacién centrifugarse por cinco minutos a la méxima
velocidad de una centrifuga de mesa "Eppendorf" en el cuartc -

frfo. El sobrenadante se aspir6 con precaucifn y se deposité -

en otro tubo, al mismo tiempo gue la pastilla se dejé en el tubo

14



Eppendorf original, el cual se coloc6 en el interior de otro -
tubo de pl&stico para a continuacidn cuantificar la radiactivi-

dad en un contador de emisiones gamma.

-Obtencibén de Membranas plasmdticas aisladas

Siguiendo los procedimientos metodolégicos descritos por -
Neville (33) con las modificaciones hechas por Pohl et al (34),
fueron obtenidos higados de ratas, sacrificadas por dislocacién
cervical, los cuales se cortaron en pequenos trozos y se pica -
ron finamente con tijeras. Por cada 10g de tejido, se anadie -

ron 25 ml de NaHCO, 1 mM frfo, homogeneizandose con 8 golpes en

3
un homogeneizador Dunce de vidrio y con émbolo flojo, 20 g de -
tejido asf procesado se juntaron y se les agregd 450 ml de =
NaHCO 4 frio. La suspensién se agitd tres minutos luego de los
cuales fue filtrada, primero a través de una gasa doble, y des-
pués a través de una gasa cuddruple. El1 filtrado se centrifugd
a 1,500 x g por 30 minutos a 4 °C y las pastillas asi obtenidas
fueron nuevamente homogeneizadas con tres golpes suaves en el -
mismo instrumento. Enseguida se afadif sacarosa al 69% llevan-
do esta suspensibén a una concentracibén final de 44% la cual se
determind refractométricamente.

El material asf procesado se colocd debajo de un "Colchon"
de sacarosa al 43 % y fué centrifugado a 25,000 rpm en un rotor

SW-28 (Beckman) por 150 minutos a 4°C. El material flotante se

recogif con una espdtula, y se pas6 con jeringas a través de -

15



una aguja del nfimerc 18 y después a través de una del nGmero 20.
Al terminar este paso, se agregd NaHCO3 1 mM frio y se centrifu
g6 a 1500 rpm en un rotor S$S-34 (Sorvall) por 15 minutos a 4°C.
Las pastillas fueron recogidas y almacenadas en nitrégeno liqui

do, en porciones de 0.2 ml para su posterior utilizacibn.

-Obtencién del Complejo de Golgi aislado

Después de una evaluacifn de las variantes en el método de
preparacibén de este organelo, se utilizé un procedimiento que -
permitié obtener una fraccién finica del complejo de Golgi (35).
Para tal fin los higados fueron extrafdos de ratas con 12 horas
de ayuno, se cortaron en trozos pequenos y se picaron finamente
con tijeras. El tejido se homogeneiz8 en presencia de sacarosa
0.25 M en frio, con 6-8 golpes de homogeneizador Potter-Elvehjem;
el material obtenido fué llevado a una concentracién del 20% -
(p/v) y centrifugado a 10,000 x g por 10 minutos llevandose el
sobrenadante al volumen original del homogeneizado con sacarosa
0.25 M, para ser a continuacién centrifugado a 105,000 x g por
90 minutos (fraccifn microsomal). Las pastillas de esta centri
fugacién se resuspendieron en sacarosa 0,25 M y después de ho-
mogeneizar suavemente, el volumen de esta suspensién fue ajusta
do con sacarosa 2 M, hasta obtener una concentracién final de -~
1.3 M.

Porciones de 20 ml de esta suspensidn se colocaron bajo un

"Colchén" de sacarosa 1.15 M y otro de sacarosa 0.25 M; luego -
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de centrifugar en un rotor SW-27 (Beckman) a 23,000 rpm por -~
3.5 horas a 4°C, se recogid el material de la interfase presen-
te entre los "colchones" de sacarosa 0.25 My 1.15 M, el cual -
correspondfa a una fraccidn finica de complejo de Golgi. Este =
material fue almacenado a -70°C en alicuotas de 1 ml. Para la

realizacién de los ensayos de unidn, esta suspensifn se sometid
a 4 ciclos de congelacién-descongelacién antes de usarse, con -

la finalidad de reventar las vesiculas.

~Ensayo de unién entre lzsl—lnsulina y fracciones membranales

Se colocaron de 30 a 100 ug de protefna de membrana en amor

tiguador de Tris-HC1l 25 mM pH 7.4, MgCl

2
bovina al 0.1% y 1251~Insulina 1.0 nM (150,000 cpm), en un tubo

10 mM, albimina sérica

y a un volumen total de 100 pl. Estas mezclas se agitaron por -
3-4 segundos en un vortex y fueron incubadas a 30°C por 45 minu-
tos, con agitacidén constante. Luego de ello, se afiadieron 3 ml
del mismo amortiguador de Tris frio y el contenido del tubo fue
inmediatamente después vaciado en filtros de oxoide (embebidos -
previamente en una solucién de albfimina sérica bovina al 10%) co
locados sobre un sistema de filtracién en serie, acoplado a una
bomba de vacfo. Cada filtro fue lavado con 10 ml de amortigua -
dor de Tris frfo y después recogido en tubos de plistico para -
cuantificarle la radioactividad en un contador de emisiones gam-
ma (36).

Cada punto experimental del ensayo fué efectuado por tri -
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plicado y la fraccién de radiactividad unida en presencia de un
exceso de insulina "frfa" (=_1uM) en la mezcla del ensayo, co-

125

rrespondfa a la I-Insulina unida en forma inespecifica (36).

-Ensayo de Unidén entre 125I—Insulina y fracciones membrana

les solubilizadas.

El fundamento de este procedimiento, fue la descripcibén rea
lizada por Cuatrecasas (37) (38), de la precipitacibén diferencial
del complejo soluble Insulina-Receptor por polietilenglicol, en
presencia de Y -globulina como acarreador. Para cada uno de estos
ensayos, se usaron mezclas de volumen no mayor de 500u 1 las cua
les contenfan: Amortiguador Tris-HCl 25 mM pH 7.4, alblmina séri

, 10 md, 1?°I-Insulina 1.0 nM ( =150,000 -

ca bovina 0.1%, MgCl
cpm) v de 50 a 100 p g de protefina de la muestra extraida en for-
ma soluble con el detergente Triton X-100.

Las incubaciones se llevaron a cabo durante 45 minutos a -
30 °C, con agitacidén constante, después de lo cual se afiadieron
0.5 ml de Y -globulina 0.1% en amortigquador de Tris frfo y 0.5 ml
de polietilenglicol 6,000 al 25%, también frfo. Después de agi-
tar las mezclas en vortex por 3-4 seqgundos, se colocaron en hie-
lo por 15 minutos, para luego ser vaciadas sobre filtros de oxoi
de (los cuales estaban previamente embebidos en solucidn de albf
mina sérica bovina al 10%), colocados sobre el sistema de filtra

cién acoplado a la bomba de vacifé. Cada filtro fué lavado con -

3 ml de polietilenglicol al 8.5 % en amortiguador de Tris frfo, y
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después se recogid en tubos de pl&stico para cuantificarles ra -
diactividad fijada con un contador de emisiones gamma.

Igual que en el caso anterior para cada punto experimental
del ensayo se efectud por triplicado y la fraccién de radioacti

vidad unida en presencia de un exceso de insulina frfa (-~ 1 u)} -

en la mezcla del ensayo, correspondié a la 125I—Insulina unida -
en forma inespecifica.
-Caracterizacién electroforética de la preparacién de 1251—

Insulina

Para ello, se tomaron diferentes cantidades de la fraccidn
con la méxima radiactividad en el primer pico de elucidn de la -
columna de Sephadex G-10, las cuales fueron adicionadas de amor-
tiguador de Tris-HC1l 0.125 M pH 8.8, Dodecil Sulfato de sodio a
2%, Glicerol 10% y Rojo de Fenol 1% en condiciones no reductoras
(solucidén digestora de Laemmli, pero sin (@-Mercaptoetanol ni -
Ditiotreitol). Fueron entonces calentadas a 100°C por un minuto
y después de enfriarse a temperatura ambiente se aplicaron en los
geles. La cantidad de Insulina marcada analizada en cada pozo,
en terminos de su radiocactividad fue: 1.53 x 106 cpm, 3.06 x 106
cpm y 4.6 x 106 cpm; en volumenes de 4, 8 y 12 ul, respectivamen
te.

Fueron utilizados como marcadores de peso molecular: Albl-

mina (68,000 Daltones), ovoalblimina (43,000 Daltones), quimio -

tripsindgeno (25,700 Daltones)y citocromo C (12,500 Daltones).
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El gel separador fue realizado a una concentracidén de acril
amida de 15% con bis acrilamida 0.2%, dodecil sulfato de sodio -
0.1% y amortiguador de Tris-HC1l 0.4 M pH 8.8. La polimerizacibfn
del gel se obtuvo al agregar Persulfato de amonio 0.01% y TEMED
0.1% (Tetrametil-etilén-diamina) como concentraciones finales.

El gel concentrador se prepard con Acrilamida al 3%, bis -
acrilamida 0.08%, dodecil sulfato de sodio 0.1%, amortiguador de
Tris-HCl 0.13 M pH 6.8, persulfato de amonio 0.1% y TEMED al -
0.1%, como concentraciones finales.

La corrida electroforética, fué realizada con un amortigua-
dor de Tris-HC1l 19 mM, glicina 192 mM y SDS .0.1% a 30 mA por gel
a temperatura ambiente.

Para la realizacibén de la Radiocautograffa, los geles se se-
caron con calor y vacfio simulténeamente, con un secador para ge-
les en placa, y ensequida, se pusieron en contacto con una pelf-

cula X-omat K, sensible a rayos X por tiempos variables.

-Determinacifn de la cantidad de Protefina por el M&todo de

Bradford.

El reactivo de Bradford (39) consiste en azul brillante de
Coomasie G-250 al 0.01%, etanol al 4.7% y &cido fosfbrico al -~
8.5% . Para prepararlo se tomaron 100 mg de azul brillante de
Coomasie (-250, los cuales se disolvieron en etanol al 95%, a lo
que enseguida fué anadido &cido fosfbrico al 85%, aforando a un

litro con agua tridestilada.
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Para la cuantificacifn, se tom& muestra con 10-100 pg de -
proteina en un volumen total de 0.1 ml y a ello se agregaron 5
ml del reactivo de Bradford. Las mezclas se agitaron en vortex
y la absorbencia fue medida a 595 nm, 5 minutos después en un es
pectrofotébmetro Beckman Modelo 35. Las curvas de calibracibn -

fueron obtenidas, utilizando alb@mina sérica bovina como patrén.

-Determinacién de la cantidad de Proteina por el Mé&todo de

Markwell.

Este método (40) es una modificacién del clésico procedimien
to de Lowry et al (41), utilizado con la finalidad de prevenir -
la interferencia de la sacarosa contenida en las fracciones mem-
branales de plasmalema y complejo de Golgi. E1l reactivo de Mark-

well fue preparado a partir de las siguientes soluciones:

Solucidbn A. Na003 al 2% en NaOH al 0.4%, Tartrato de sodio
y potasio 0.16%, Dodecil sulfato de sodio al 1%.

Solucién B. CuSO4 al 4%

Solucién C. Se tomaron 100 partes de la solucidén A y se les
adicioné una parte de la solucién B.

Para las cuantificaciones, se tomaron 3 ml de la solucidn C
y se les anadié una muestra en un volumen total de 1 ml, conteni
do de 10 a 100 u g de proteina. Esta mezcla se dej6 reposar de -
10-60 minutos a temperatura ambiente, y después se agregaron -

0.3 ml de reactivo fenflico de Folin Ciocalteu diluido 1l:1 con

agua, mezclando vigorosamente en un vortex. Esta mezcla se dejd
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reposar 45 minutos a temperatura ambiente, después de lo cual se
midio la absorbencia a 660 nm en un espectrofotémetro Beckman mo
delo 35. Las curvas de calibracidén fueron obtenidas utilizando

albfimina sérica bovina como patrén.
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RESULTADOS

I. Optimizacién de los métodos para la Cuantificacién de

Proteinas.

La cuantificacién de protefnas es algo qgue de primera in -
tencibn parece sumamente simple y carente de relevancia. No obs
tante, cuando en la prictica experimental nos enfrentamos a -
ello, podemos percatarnos de su carfcter problemitico y de.su =
importancia. Existen, tal como podemos comprobar en la hemero-
graffa, una gran cantidad d= métodos de determinacién de la can
tidad de protefnas y modificaciones a ellos, dado que infinidad
de sustancias generan interferencia con las lecturas obtenidas
con uno u otro; asfi por ejemplo, el clisico procedimiento de -
0. H. Lowry, N.J. Rosebrough, A.L. Farr y R.J. Randall (41) re-
sulta alterado por la presencia de Tris, Hepes, Glicina, EDTA,
Monosacaridos, Ficol, Glicerol, Etilenglicol entre otros muchos
reactivos.

Por otro lado, estas compliéaciones se ven magnificadas -
cuando el trabajo consiste en la cuantificacidén de protefnas -
provenientes de fracciones membranales aisladas en medios que
contienen sacarosa, o bien extrafdas en forma soluble por de -
tergentes como el Triton X-100, dado que dichos compuestos tam
bién generan interferencia; ademis de el problema intrinseco -
de la valoracién real de las proteinas en una membrana Integra,

dado que su insercifn en el seno de dicha estructura produce -
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graves subestimaciones.

En nuestro laboratorio y en muchos otros, ha adquirido uso
frecuente dada su facilidad el método de Bradford. Puesto que
las consideraciones apuntadas arriba, generan dudas justificadas
en cuando a la validez de la estimacién cuantitativa de las pro
tefinas de una fraccién; un primer paso en el trabajo consistid
en la comprobacién de los valores obtenidos con dicho método, -
con los que rindiese un procedimiento como es el de Markwell, -
el cual incluyera la presencia de un detergente como es el SDS
para eliminar la posibilidad de formacién de precipitados en -
las muestras provenientes de fracciones membranales, tanto de -
plasmalema, como de aparato de Golgi.

En la tabla I se comparan los resultados obtenidos utili-
zando el método de Bradford y el método de Markwell.

Como ahf podemos apreciar, la muestra de membrana plasmé-
tica obtenida de acuerdo al procedimiento descrito en la sec -
cién anterior, rinde valores altamente disfimiles con los dos -
métodos utilizados, siendo el valor obtenido con el método de
Markwell tres veces mayor al encontrado con el de Bradford. Por
otro lado, cuando la muestra no es analizada en forma directa -
sino sometida a un tratamiento previo de extraccidn alcalina con
NaOH 1 N, 12 hrs., los valores obtenidos con ambos métodos son
similares entre si y con respecto al valor obtenido con el mé -
todo de Markwell, sin pretratamiento. Este hecho sugiere de en

trada, que el efecto del detergente incluido en el procedimien-
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TABLA I. COMPARACION DE LOS VALORES DE CONCENTRACION DE PROTEINA

OBTENIDOS CON EL METODO DE BRADFORD Y CON EL METODO DE MARKWELL.

Muestra Método Tratamiento Concentracidn
previo de proteina
Bradford - 8 mg/ml
Membrana
plasmética
Markwell - 24 mg/ml
Bradford NaOH 1N, 37°C 25 mg/ml
Membrana 12 hrs.
plasmitica
Markwell NaOH 1N, 37°C 22 mg/ml
12 hrs.
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to de Markwell, es similar a la degradacibn alcalina de la mem
brana y libera a las protefnas insertas en su seno y por lo tan
to ocultas, asi como las enmascaradas por la formacién de preci
pitados, haciéndolas susceptibles de ser estimadas.

Sobre la base de este resultado se considero como métodq w
a seguir para la cuantificacibén de protefnas el de Markwell, de
forma que todos los valores de cantidad de proteina que sean re -
feridos en el trabajo, son el resultado de su aplicacidén en el
rango de concentracién en el que se mantiene su linearidad al -
realizar las lecturas a 660 nm, con albfimina sérica bovina como

patrén, tal como se muestra en la grdfica No. 1.

II. Marcaje de 125; t1nsulina. Caracterizacién de la pre-

paracidn.

Siendo el elemento central de este trabajo la cuantifica -
cidén de la Insulina unida a diferentes fracciones subcelulares,
se requirid para tal fin contar con una preparacibn de ella con
una alta actividad especifica que permitiera estimar interac -

8 a5 M—l

ciones en el rango de 10" a 10 , con niveles adecuados de

radiactividad, cercanos a 150,000 cpm por ensayo. Para ello, -

la Insulina porcina fué marcada con Na125I por la accién de la

Cloramina T y separada del 1251 libre por cromatograffia de ex -
clusidn molecular en Sephadex G-10.
La grdfica No. 2, muestra la resolucidn total de la radiac

tividad sembrada en la columna, en dos picos: el primero de los
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cuales, considerado como la exclusién, que corresponde al mate-
rial protefco resultd ser precipitable por el &dcido tricloroacé

125

tico e identificado como I-Insulina y el sequndo el cual es

correspondiente al volumen interno de la columna gue es el e
Na*?°1 libre.
La tabla II muestra las caracterfisticas de la preparacién
las cuales son apropiadas para la caracterizacién de la unidén -
entre la hormona y las fracciones membranales.

Dada la necesidad de estar ciertos de la integridad fisica
de la molécula de Insulina marcada, fué efectuada su caracteri-
zacidn electroforética en condiciones no reductoras. En la fi-
gura 0 se muestra el esquema del autorradiograma, en el que la
mayoria de la radiactividad aparece en una sola banda en cada -
carril, la cual es correspondiente a un P.M. de 6,000 daltones,
concordante con el reportado para la Insulina. La otra banda -
radiactiva corresponde a la albfimina utilizada como acarreador
de la Insulina para evitar gque se adsorbiera inespecificamente
en la columna u otras superficies con las que hiciera contacto,
y gue, seguramente formé agregados con la hormona durante la -

ebullicidn previa a la aplicacién de las muestras sobre el gel.

125

III. Caracterizacifbn de la unidn de I-Insulina a mem -

brana plasmitica.

Como primer paso se determinaron las condiciones &ptimas -

para la realizacidén del ensayo de unidén a la membrana plasmdti-
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TABLA II. CARACTERISTICAS DE LA

PREPARACION DE 125I~INSULINA

RADIACTIVIDAD INCORPORADA

A PROTEINA

PORCENTAJE DE IODACION

ACTIVIDAD ESPECIFICA

PRECIPITABILIDAD EN ACIDO

TRICLOROACETICO

766.61 + 18.3 U Ci

80.05 8 + 4.8 %

153.32 # 3,7 peiMg

97 %
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ca. Se resolvid llevar acabo los experimentos a una temperatu-
ra de 30°C, con la intencién de que el nivel estacionario de la
interaccidén tienda a ser més bajo gue a temperaturas inferiores
(42) en tiempos razonables.

Como podemos ver en la gré&fica No, 3, la cantidad de radiac
tividad unida en forma especifica a las membranas es funcidén del
tiempo y de la cantidad de proteina a la temperatura de 30 °C.
Asi cuando la cantidad de protefina en el ensayo es de 50-100 kg,
se observa el mayor porcentaje de unién especifica a los 60 minu
tos de incubacidn; aungue con cantidades de proteina mayores (de
hasta 1 mg) se observa un abrupto incremento en la unifén especi-
fica a los 30 minutos, la caida de esa unidén es también bastante
brusca durante el resto del tiempo del ensayo, lo cual dificulta
ria la estimacién precisa del evento, dado que el tiempo de fil-
tracidén aumenta més de 10 segundos cuando se usan mayores canti-
dades de proteina membranal, perturbando asi el nivel de equili-
brio estacionario dependiente de un aumento en la disociacién de
la hormona unida en ese tiempo aumentado (43), Por tal razdn se
resolvid no utilizar cantidades de proteina mayores de 100 ug en
el ensayo.

Bajo las condiciones asi fijadas, el nivel de unién inespe-

cifica de 125

I-Insulina nfinca fué mayor de 1,0 a 1,5 % de 1la -
radioactividad total, hecho justificante de las conclusiones -
que se deriven de los valores de unidn de la hormona marcada a

membranas, como debidos a los eventos estudiados y no a artefac
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tos del método.
Ya determinadas las condiciones 6ptimas, fueron realizados
ensayos de competencia de Insulina frfa (no marcada) en concen-

lZSI_In_

traciones crecientes, contra una concentracién fija de
sulina (1.10 nM), sobre las membranas plasmiticas. La gréafica
No. 4 muestra una curva de desplazamiento, en la que el 50% de
unidn especifica se obtuvo a una concentracién de Insulina de -
aproximadamente 1 x 10 oM.

Con todo lo anterior caracterizado, se procedid a realizar
los experimentos de unifn de insulina a membrana plasmitica y -
su andlisis por el método de Scatchard. Asi, en la grédfica No.5
podemos apreciar el cardcter definidamente curvilineo con conca
vidad superior, caracterfstico de la unién de insulina con su -
receptor.

Los pardmetros de afinidad fueron obtenidos para ese caso,
de acuerdo al valor de las pendientes para cada porcibn de la -
curva experimental. La tabla III muestra los valores de las -~
constantes determinadas, los cuales caen en los 6rdenes de mag-
nitud reportados en la hemerografia.

Partiendo del supuesto de la existencia de dos poblaciones
de receptores, podrfa afirmarse gue el sistema consta de un com
ponente de alta afinidad y baja capacidad de saturacifin con una
Kl = 19.5 nM L ¥y una Rl = 1.053 pmolas/mg; adem&s de un componen

te de baja afinidad y alta capacidad de saturacibén con una —

K, = 1.75 nM"' y una R, = 3.99 pmolas/mg.
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TABLA III. PARAMETROS DE AFINIDAD PARA LA INTERACCION INSULINA-

RECEPTOR EN MEMBRANAS PLASMATICAS DE HIGADO NOR:AL.

K, 19.5 + 2.6 nM "t

K 1 i

2 75 + 0.3 nM

R, 1.053 + 0.27 pmolas/mg
R, 3.99 + 1.09 pmolas/mg
R 5.05 + 0.86 pmolas/mg

Kl y K2 = Constantes de disociacién del complejo
Hormona-Receptor para cada uno de los
dos componentes de afinidad descritos
en el texto.

R, ¥y R, = Nimero de sitios de unidn que indican
la capacidad de saturacién de cada uno
de los dos componentes descritos,

R = Nimero total de sitios de unifén en las

membranas.

Ecuacién de Scatchard:
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1251-Insulina a membranas

IV. Comparacién de la unién de
plasmiticas de hfgado de ratas normales y en regene-

racibn.

Utilizando higados de ratas normales y de ratas con cinco

dias de intoxicacidén aguda con CCl se obtuvieron las membra-

4’
nas plasm&ticas aisladas de acuerdo al procedimiento descrito y
se efectuaron los ensayos de unidén hormona-receptor gue con el
tratamiento de Scatchard, rindieron los resultados gue se mues
tran en la gr&fica No. 6 (a y b), en donde se ve un aparente -

aumento en la capacidad de unibén de las membranas plasmiticas -

provenientes de los animales en proceso hepatoregenerativo.

En la tabla IV, podemos apreciar los valores de las cons -

tantes de afinidad, calculados aproximando las asintotas a la -

porcidén final de cada curva experimental, en los que no se ob
servan cambios significativos. En cuanto al nfimero de recepto-
res presentes en dichas membranas, ahf si encontramos diferencia
significativa, de forma tal gque en las membranas de los higados
normales tenemos 5.05 pmolas/mg y en las membranas de las ra -
tas con el higado en el guinto dfa de regeneracién, tenemos o

12.0 pmolas/mg.

Cabe recalcar que la utilizacidén del valor obtenido al -
quinto dia de regeneracifn, en esta caracterizacién y en las que
le siguen, se basa en la observacién realizada en un trabajo -

previo de nuestro laboratorio (27), el cual muestra gque los cam
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TABLA IV. COMPARACION DE LOS VALORES DE LAS CONSTANTES DE AFI
NIDAD Y EL NUMERO DE SITIOS DE UNION PARA INSULINA, AL QUINTO

DIA DE REGENERACION.

ESTADO
FRACCION SUBCELULAR
NORMAL REGENERANTE

MEMERANA PLASMATICA

i 19.5 +2.6 nM ! 23.0 +3.5 Mt

K, 1.75 + 0.27 M+ 1.78 + 0.24 M >

R 5.05 + 0.86 pmolas/mg 12.0 + 1.74 pmolas/mg
Receptores Extraidos
oon Triton X-100 4.50 + 0.82 pmolas/mg 40.65 + 4.2 pmolas/mg

R
Membranas del Complejo
de Golgi 54.0 + 5.6 pwolas/mg 12.75 + 1.54 pmolas,i

R
[¢]

los datos representan el pramedio de seis de
terminaciones. E1 andlisis de significarcia
estadistica se realizd utilizando la prueba

"t de student" por camwparacifén de medias con
una p < 0.001
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bios midximos del estado hepatogenerante, consecutivos a la into

xicacién aguda con CCl4 se dan en ese dia.

V. Comparacifén de la unién de 1251—In3ulina a receptores-

membranales extrafidos en forma soluble con Triton X-100

Partiendo del supuesto de que una fraccién de los recepto-
res para la hormona estuviesen ocultos en el seno de la membra-
na (receptores cripticos) y no pudiesen ser detectados, se pro-
cedid a su exposicibn al extraerlos de la membrana con el deter
gente, revelando asf su nmero real. Los resultados obtenidos
se muestran en el rengldn correspondiente de la tabla No. IV, -
en donde podemos apreciar un notable cambio en su nfimero de -
4.50 pmolas/mg en el estado normal a 40.65 pmolas/mg en el esta

do regenerante, esto es nueve veces més.

V1. Comparacién de la unién de 1251—Insulina a membranas

del complejo de Golgi.

Dada la participacién fundamental del complejo de Golgi en
la biosintesis y procesamiento de protefnas de membrana, dentro
de las cuales se encuentra el receptor de Insulina, se conside-
ré que el estudio de los cambios en el nlmero de receptores en-
tre este organelo y la membrana plasmética, seria el elemento -
clave para el esclarecimiento de la pregunta referente a si el
cambio en la afinidad a Insulina en la regeneracién Hepética co

rresponde a una redistribucién entre dos compartimientos celu -
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lares.

Habiendo obtenido el complejo de Golgi aislado en un gra -
diente de sacarosa, de acuerdo al procedimiento descrito con an
terioridad, se procedid como en el caso de las membranas plasmi
ticas a determinar las condiciones &ptimas de incubacibén para -
los experimentos de unifn. La temperatura elegida para tal fin
fué también 30°C, bas&ndonos en el mismo argumento utilizado en
el caso anterior y con el fin de obtener comparaciones vélidas
entre ambas estructuras.

Como se puede ver en la grdfica No. 7 gue ilustra la ciné-
tica de asociacidn entre 125I—Insulina y membranas de Golgi, a
los 30 minutos de incubacién el nivel de unidn se encuentra va
practicamente constante y se mantiene hasta las 2.5 horas des-
pués. A diferencia de lo observado con las membranas plasmiti
cas, el nivel de unibn no decrece con el tiempo, lo cual coin
cide a su vez con la informacién encontrada en la hemerografia
(44) .

En la tabla No. IV se muestra el resumen de los resultados
encontrados al analizar las fracciones membranales de complejo
de Golgi al quinto dia de regeneracibn, en donde apreciamos una
disminucién en el nGmero de los receptores; de 54.0 pmolas/mg
en los higados normales, a 12.75 pmolas/mg en los higados en -
regeneracién, siendo esta relacifn inversa a la encontrada en -
el caso de la membrana plamftica. Las constantes de afinidad -

encontradas para la unidn de insulina a este organelo fueron de
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15 a 20 nM‘l para Kl y de 1 a5 nM_l para la K,.

Apreciando en su conjunto la tabla No. IV, vemos que el nf-
mero total de receptores en la membrana plasmidtica aumenta duran
te la regeneracién hepdtica con respecto al control; gue aparen
temente no existen receptores cripticos extraibles con Triton =
¥-100 en la membrana plasmitica en condiciones normales, pero -
si en el higado regenerante, siendo este valor cerca de nueve -
veces mayor que en el hfgado normal y cerca de 3.4 veces mayor
que el apreciado en la mism~ condicidén en la membrana intacta.
Por filtimo se observa una disminucidén de cerca de cuatro veces
en los receptores presentes en complejo de Golgi, con el conco-
mitante aumento en lcs membranales, al guinto dia de regenera -~

cidn.
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DISCUSION.

Lejos de considerarse como una cuestién cerrada, el proble
ma de la regeneracién hepédtica estd abierto y lleno de enigmas
no resueltos. Tal como Becker (45) ha sostenido "s6lo el higa-
do conoce el secreto de su regeneracién" y a pesar de la rique-
za de la teorfa end6crina desarrollada para explicarla, ésta -
afin no ha dado respuesta a un conjunto de preguntas derivadas -
de ella. Asf uno de los aspectos mis interesantes del fendmeno
es el papel de la Insulina y el Glucagbn como hormonas simultd-
neamente requeridas para la consecucién del proceso.

Resulta difficil de comprender el hecho de que hormonas con
efectos metabdlicos antagdnicos tales como Insulina y Glucagbn,
sean requeridas en un mismo tiempo y mis paraddjico ain es que
la Insulina promueva la sintesis de DNA en el hepatocito, tanto
in vivo comoc in vitro, mientras que el Glucagdn la inhibe (46)-
(22) . Cuando por otro lado, una inyeccidn de Insulina por via
intravenosa suprime la sintesis de DNA en ratas parcialmente he
patectomizadas (49).

Aparece con singular atractivo la idea de tratar de dar res
puesta al problema del descenso en los niveles circulantes de -
Insulina y el ascenso en los de Glucagdn durante el estado rege
nerativo, el cual pareciera sugerir un mecanismo de comunicacidn
entre el higado y el pdncreas. Dado que los cambios en la capa

cidad de unidén de las hormonas mencionadas, son la consecuencia
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de ese cambio no explicado en sus niveles circulantes, el estu
dio de los mecanismos que rigen ese fenfmeno, es una etapa ini
cial para llegar a obtener a la larga, una caracterizacién com
pleta de la regeneracidn hepética.

Dentro de esa linea de pensamiento, se considerd importan
te tener conocimiento de los eventos involucrados en la interac
cidén de la Insulina con la célula hepética, y puesto que el -~
primero de dichos eventos es la interaccién de la hormona con -
su receptor membranal se procedié a estudiar la certeza de la -
tesis planteada en un trabajo previo de nuestro laboratorio, en
donde se sostuvo que la sintesis del receptor se veia incremen-
tada. Para saber si lo que realmente ocurre en el procesoc pro-
liferativo es una sintesis de novo del receptor de insulina y -
no una redistribucién, un primer paso fue ccntar con un método
cierto de valoracidén de las cantidades de proteina en las pr=-
paraciones membranales, el cual permitiera evaluar en forma -
cuantitativa el nimero total de receptores presentes tanto en
plasmalemma como en el aparato de Golgi. Como ya se indicé en
la seccién correspondiente a los resultados, el método de Mark
well fue el que se tomé como valido, dadas las ventajas que se
desprenden del anilisis de la tabla I, donde se ve que elimina
cualguier forma de enmascaramiento de proteinas. Resuelto esto,
otro elemento fundamental fué contar con una preparacidén de la

12SI

hormona marcada con , la cual conservara todas las caracte-
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risticas de actividad biol6gica de la molécula original y que -
presentara un nivel elevado de radiactividad para su deteccidn
en el ensayo.

Por razones operacionales, nosotros no realizamos ninguna
prueba de la accifn bioldgica de la preparacidén de Insulina so-
bre algunas de las funciones celulares que desempena, sin embar
go tomamos como base de su integridad fisica el criterio de pre
cipitabilidad por acido Triclorodcetico, la aparicién autoradio
grdfica de la radiactividad en una banda con peso igual al re -
portado para Insulina; y como criterio para su actividad biold-
gica, su capacidad de unién a las fracciones membranales y el -
desplazamiento especifico de la radiactividad por la Insulina -
nc marcada (frfa) asI como las caracteristicas cinéticas de la
interaccién, que es ré8pida y alcanza un equilibrio estaciocnario
en menos de 60 minutos a 30 °C.

Si se observa en la grédfica No. 3, encontramos que gradual
mente hay una caida en el nivel estacionario de la unidn entre
la hormona y su receptor membranal, la cual sugiere la degrada-
cién del receptor durante la incubacifn. Otros autores (44) -
han observado que la preincubacién de membranas a 30 °C por pe-
riocodos variables de tiempo conduce a una pérdida gradual en la
capacidad de unién de Insulina, una posible explicacién al res
pecto, seria el considerar que el receptor es digerido por pro

teasas inherentes a la membrana o de origen lisosomal.
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Correlativamente, en la gr&fica No. 8 vemos gque la interac
cién de la insulina con las membranas del aparato de Golgi no -
tienen cambios en el nivel estacionario de la unifn, inclusive
a tiempos tan largos como 150 minutos a 30 °C. Dicha situacién
conduce a pensar que esta fraccidn subcelular no estéd contamina
da de elementos lisosomales, tal como ha sido planteado en un -
estudio semejante (44).

Consideramos que los resultados obtenidos son vllidos y de
interes fisioldgico, puesto que el sistema utilizado para su ob

tencidn es de alta afinidad para 125

I-Insulina y en el cual sus
constantes se encuentran en el orden de magnitud nanomolar, gue
es coincidente con las concentraciones circulantes de Insulina
de=110_9 M en la sangre venosa portal (50), asi como por su -
patrdén altamente reproducible, y aungue las fracciones tanto de
membrana plasmdtica como de aparato de Golgi no hayan sido so-
metidas a una caracterizacidn distintiva con marcadores enzima
ticos especificos de ellas (5'-nucleotidasa, fosfodiesterasa -
alcalina I, fosfatasa alcalina para membrana plasmdtica y galac
tosil transferasa, N-acetilglucosaminiltransferasa y sialiltrans-
ferasa para aparato de Golgi), ademds de algun procedimiento in
munohistoquimico con anticuerpo anti-receptor de insulina, en -
cada caso nosotros confiamos en la naturaleza de las fracciones

estudiadas, por la aplicacién rigurosa de los métodos de centri

fugacidén diferencial y en gradiente de densidad utilizados para
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su obtencibén y realizados en forma rutinaria en el laboratorio.
Con todo ese fundamento y consecutivamente al andlisis de
la informacibén contenida en la tabla IV, podemos ver que si bien
no hay cambio significativo en la afinidad de la interaccidén -
entre la Insulina y el receptor entre el higado normal y el re-

generante, si hay un notable cambio en el nfimero de sitios de -

unién (RO}, de 5.0 a 12.0 pmolas/mg en la membrana plasmitica y
de 4.50 a 40.65 pmolas/mg de receptores extraidos en forma solu
ble por el Tritén X-100 a partir de la membrana plasmitica. -
Ahora, observando los datos para el aparato de Golgi, vemos que
hay una disminucién en los sitios de unién, de 54.0 a 12.75 -
pmolas/mg. Si realizamos la suma total de sitios del estado =
normal (extraidos de la membrana por el detergente + presentes
en el aparato de Golgi) tenemos un valor de 58.5, y haciendo lo
mismo con el higado regenerante, tenemos un valor de 53.4, sien
do ambos muy similares entre sf, no existiendo diferencia signi
ficativa entre ellos tal como indica el an&lisis de "t student".

Por tal evidencia, nos inclinamos en pensar que en el esta
do de regeneracidén hepdtica hay un incremento en el tr&nsito de
receptores para Insulina entre el aparato de Golgi y la membra
na plasmitica, esto es, una redistribucién.

Esta idea se fortalece por el conocimiento que se tiene -
acerca del proceso de maduracién del receptor de Insulina (como

Glicoproteina que es) en el sistema de Adipocitos 3T3-L1 (31) -
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(32), en donde se sabe que existe una molecula de 20,000 dalto-
nes la cual parece ser el precursor del receptor, tal como se -
ha demostrado en experimentos de pulso y caza, y que constituye
una forma inmadura con capacidad de unir Insulina, cuyo procesa
miento terminarfa en el seno de la membrana en la que estarian
como estructuras cripticas.

De acuerdo a este razonamiento, el incremento en los recep
tores de Insulina en la membrana plasmética de las células del
higado regenerante, serfa debido a un incremento en el tré&nsito
de los mismos con el aparato de Golgi, como consecuencia de un
estado "forzado" por la disminucidén de los niveles de insulina
circulantes y el requerimiento de ella por el hepatocito para -
su proliferacién.

De esta forma, en el hepatocito normal el nGmeroc de recep-
tores cripticos es bajo, no porque en su membrana no se conclu-
ya su maduracién, sino porgque el proceso no es abrupto y por lo
tanto el recambio es equilibradec, de forma que los receptores -
llegan a madurar pero otros son reciclados simulté&neamente para
su degradacién.

Ahora, con respecto a la evidencia apuntada por Mourelle y
Rubalcava (27) de gue lo gue ocurre en el estado hepatoprolife-
rativo es una sintesis de novo, puesto que €1 incremento en el
nimero de sitios de unidn observado por ellos, es detenido y -

revertido por la administracién de cicloheximida y mitomicina C,
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nosotros podemos sugerir que lo gue podria ocurrir en dicha si-
tuacién es una inhibicibén de la sintesis de alguna enzima o pro
tefna gue participara en el proceso de traslocacidn del receptor
entre el aparato de Golgi vy la membrana plasmitica, puesto gue
es bien conocide que en los procesos de secrecidn celular parti
cipan gran cantidad de elementos celulares, tal come los compo

nentes del citoesqueleto (44) (47).
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