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LOS TRES PELDAROS

FEAY QUE SUBIR THES PELDAROS PARA LLEGIR A LA SABIDDRIA

EL FECTO PENSAMIENTD estriba en una mente abierta y pronta a considerar
todas las cosas; una mente humilde que acepta recibir las migajas de los fes-
tines de los sabios; una mente caritativa que no condena a nadie salvo asi
misma; una mente sabaz capaz de ver el bien en todas las cosa y llegar has--

ta el bien en todas las cosas.

LA RECTA ACCION consiste en prestar los debidos cuidados al cuerpo, en
hacer el ejercicio apropiado, y en ocupar el lugar debido en la gran batalla
material de la vida. El hombre crece poniendose en contacto con todo lo que
erece. Cuando un hombre es capaz de conocer todas las formas de vida con pla-
cer, con consideracidn con el corazdn de alguien que quiere ayudar, y con la

mente de un estudioso, progresa.

LA EECTA ACTITUD significa que todo debe emprenderse con el espiritu de
amor, de verdad, y con un sincero deseo generoso de prestar ayuda para conver
tir este mundo en un lugar mejor donde vivir. Una manera honrada de encarar
la vida significa alegria, espiritu de ayuda y cecoperacidn con todos los que
tratan de progresar. Signifiea consideracién para todos, aiun cuando no estén
de acuerdo con nosotros, puesto que comprende que el hombre wo debe trabajar

para el hombre, sino para "DIOS", y que a cada uno le corresponde lo suyo.
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RESUNEDN

Desde principios de siglo los avances conceptuales en el campo
de la carcinogénesis quimica experimental empezaron a florecer, logrdn-
dose grandes avances en cuanto a los mecanismos que operan para que
se produzca cdncer, por la accidn de substancias quimicas. lLos prime-
ros trabajos se realizaronin vivo:'proponiendo a la iniciacidn y
la promecidn como ctapas tempranas del proceso carcinogénico; sin
ecmbarge, con el fin de dilucidar a que etapa pertenecen los eventos
moleculares que suceden hacia una transformacién maligna, se propu-
sieron modelos mae sencillos, que han permitido separar el efecto
inieiador del efecto promotor, inducidos por diferentes agentes o
manipulaciones de cultives celulares, de los que podemos destacar
el cultive primario de hepatocitos. Bien caracterizade por las venta-
jas que ofrece para el estudio de la accién delas substancias quimicas
earcinogénicas. La dificultad en el estudio de la transformacién neo-
plasica en estos sitemas, es la falta de parimetros confiables que
sean constantes para medir malignidad. En la 4ltima década se ha in-
erementado el medio de cultive en agar blando y en el presente es
el mejor eriterio para evaluar transformuciin"in vitro"(Tucker y col
1977; Neuguth y Weinstein, 1979).

Los resultados obtenidcs mestrarcon eficiencia del agar blando
para desarrollar colonias de tumor ascitico L5178Y, asi como también
la expresion de la ensima GGT en estas células. Para los hepatocitos
provenientes de rata intacta y de’ rata parcialmente hepatectomizados,
tanto tratados como no traiadcs, no se encontraron diferencias signi-
ficativas, pues en ambos cultivos se encontrd la presencia de células
grandes, células pequerias (epiteliales) y la parte mayoritaria, hepa-
tocitos, los cuales permanecieron sin p?uﬁ@ﬂ%d? ferotipos alterades

y sin dividirse,



La viabilidad de estos hepatocitos disminuyé considerablemente
al 4° dia de cultivo, mientras que las células pequefias empezaron
en ese momento a erecer y formar colonias de mds de 12 células a los

12 dias de cultivo.

En cuanto a la tineidn histoquimica en ambos cultivos se encontro
la presencia de células aisladas positivas a la enzima ¥ -glutamil-
transpeptidasa. Las condiciones para el aislamiento delas células
provenientes de los nédulos (tumcrales) no fueron encontradas ya que
se contaron con pocos animales a los que se les habia inducido trans-
fb:wmﬂién'%n uiao'bor la dieta con un earcindgeno y fenobarbital,

y segundo, porque la dispersidn celular no se logré con buenos resul-

tados, obteniéndose un nimero pequevio de células.



IFTRODUOCCIOSN

En el campo de la careinogénesis, unc Zz los objetivos es
conocer los mecanismos por medio de los cuales los diferentes
agentes producen cancer y extrapolar la infcrmacidn que se obtenga

del nivel experimental hacia el ser humano.

La aseveracién de que las substancias guimicas como grupo
son las responsables de la aparicidn del cdncer en el ser humano
estd basada en un gran numero de estudios epidemioldgicos. Entre
los gque podemos mencionar: El cdncer de pulmin en los fumadores
de tabaco, asociado con substancias curcincgénicas encontradas en
la orina de estos fumadores que son mutagénicas en bacterias
(Doll, 1877).

Un ejemplo particular de edncer producido por contaminantes
ambientales es el de los trabajadores de la industria del asbesto,
quienes llevaban entre sus ropas de trabajc rolvo proveniente
de éste. Esto fue suficiente para reflejarse en cdancer y mesote-
liomas de pulmén en los miembros de sus familias (IARC). A partir
de estos estudios se ha llegado a la conclusién de que el 90%
del eancer en el ser humano es producido por factores ambientales,
de estos las substancias quimicas determinan el mayor numerc de
las neopldsias y el restante 10% se les atribuye a factores géneti-
cos, virales, fisicos. (Higginson, 1969; Boyland, 1967, tomada de
Mondal, 1980).

El desarrollo del campo de la carcincgénesis quimica experi-
mental parte de 1315, con los trabajos desarrollados por los inves-
tigadores Yamagiwa e Ichikawa, (1818), quienes indujeron cdncer
en las orejas de los conejos mediante repetidas aplicaciones de
alquitran de hulla. La identificacidn de substancias carcinogé-

nicas a partir de entonces se intensificd, posteriormente en



la década de los 50's, se establecid que la mayoria de estas
substanéias necesitaba sufrir alguna forma de activacidn metabi-

lica antes de que pudiera inducir ednecer,

En la actualidad se acepta que el proceso carcinogénico se
lleva a cabo en varias etapas y que diversos factores influyer.
para que una célula normal expuesta a un agente carcinogénico
pueda progresar a una célula transformada y dar origen a una neo-
plasia (¥ondal, 1980; Van Rensselaer, 1980).

Los avances conceptuales hechos durante la década de los
40's, establecieron a la iniciacidn y a la promocidn como dos
de las etapas tempranas de la carcinogénesis quimieca (Farber y
Cameron, 1980). Sin embargo las bases mecanistas de estos fendme-
nos son objeto de estudios actuales.

INICIACION

Lo que se conoce como iniciacidn de la carcinogénesis quimica
se puede definir comel cambio permanente y hereditario en la
estructura genética de la célula (Mendal, 1980). Operacionalmente
dicho proceso de Iniciacidn consta de las siguientes etapas: Una
primera etapa consiste en la generacion de metabolitos activos
provenientes de substancias que requieren una transformacidn
metabdlica en la célula llamados carcindgenos indirectos o de
substancias que son altamente reactivas "per se” llamados carci-
négenos directos,y no requieren participacién enzimdtica para
dar lugar a los metabolitos activos (Miller, 1978).

Una segunda etapa consiste en la interaccidn de los metabo-
litos activos de las substancias carcindgenicas con el DNA. El
hecho de que las lesiones en el DNA puedan explicar mds faeil-
mente cambios permanentes y heredables son la basede la hipdtesis

de que la unidn covalente de las substancias quimicas carcinc



genicas a esta molécula es un requisito indiepensable para la
iniciacidén de la carcinogénesis quimica (Sarma y col. 1975; Farber,
1984).

Una tercera etapa en donde una alteracién en los mecanismos
normales de reparacion del DNA, evita la reparacién de la lesidn
producida por el metabolito activo y se incrementa la posibilidad
de inieiacién (Farber, 1984). Adicional a lo anterior un requisito
indispensable es que estos eventos ocurran cuando menos un ciclo
de replicacién celular. Existen ejemplos en modelos"in vitrd'tanto
con rayos X, como con virus y con substancias quimicas en el que
la iniciacidén de lo carcinogéresis se lleva a cabo cuando existe
una etapa de proliferacion celular durante el efecto del agente
earcinogénico (Farber, 1984). Aunade a ésto, existen resultados
experimentales que apovan la aseveracidn de que las células en
"replicacion" s mds susceptibles al efecto de las substancias
quimicas carcinogénicas, tales evidencias son: En animales recién
nacidos © en ratas adultas parcialmente hepatectomizadas la admi-
nistracidén de substancias quimicas carcinogénicas induce a un
gran numero de tumores que en los adultos normales no hepatectomi-
aados (Cradock, 1971; Cradock, 1976).

Y aéin cuando no se conoce el mecanismo por medio del cual
se establece la iniciacién durante la replicacidn celular, se
ha sugerido que durante la sintésis del DNA, existen sitios dispo-
nibles para la interaccidn de los metabolitos en las células que
estdan en replicacién, mientras que en las células en estado
quiescente estarian protegidos por el apareamiento de la doble
cadena. Ademas, si éste se replica antes de que la lesién se repare
se puede esperar que de esta manera se introduzca la lesidn perma-
nente en la cadena recién sintetizada. De acuerdo con lo anterior
se ha propuesto el siguiente esquema que explica el proceso de

inieiacidén por substancias quimicas.
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G % Alteracion por interacecidn en:
Precarcindgeno B

Activacion metabdlica RNA
Reactivo Electrofilico (R+)—#< Proteinas

DNA

Carcinégeno directo Otros componentes celulares

REPARACION

Logidn(es) Bioquimica(s)

PROLIFERACION CELULAR

INICIACION

Ref. Farber, 1981.

Si bien es cierto que se ha obtenido informacidn importante
en cuanto al fenémeno de iniciacidn y de que se va obteniendo
un panorama mas claro en cuanto a los eventesiniciales en carci-
nogénesis, no ocurre lo mismo en la secuencia de eventos poste-

riores a la iniciacién las cuales no estdn bien definidas.



PROMOCION

Con base en modelos experimentales se ha establecido que
existen condiciones y efectos de ciertas substancias, que en si
no son eareinogénicas, pero que promueven la aparicién de los
tumores, a este fendmeno se le ha dado el nombre de promocién.

El cual se considera como la expresién fenotipica maligna de los

cambios genéticos producidos en la Iniciacidn (Mondal, 1980).

En el transcurso de esta etapa ocurren fendmenos que permiten
que una célula iniciada prolifere libremente hasta constituir
un tejido canceroso de caracteristicas bien definidas. Esta etapa
ocurre lentamente en el transcurso de meses o afios, requiere de
repetidas exposiciones y se sabe que hasta cierto momento de su
evolucién puede ser reversible (Farber y Cameron, 1980). Al con-
trario de la inieiacidn, durante la promocién comienzan a apre-
ciarse diferencias morfolégicas entre el tejido en proliferaciin
y el tejido que lo rodea.

Un hecho sobresaliente en carcinogénesis experimental es
que 8i bien durante la promocidn temprana se llegan a desarrollar
varios nédulos, la mayoria de ellos involucionan y sélo unos pocos

progresan hasta constituir un carcinoma (Chosal y col. 1983).

MODELOS IN VIVO.

El modelo mas estudiado en carcinogénesis quimica experimental
ha sido la induceidn de tumores en el higado de roedores, debido
a las innumerables ventajas que presenta en cuanto al conocimiento
de su biologia celular, bioquimica y patologia, ademds de ser
un érgano que se puede manipular en estado de proliferacién célular.

El nimero de carcinégenos que se ha utilizado es bastante

grande y se han podido detectar cambios poblacionales previo al



desarrollo de neoplasias. A los que se les ha dado el nombre de
focos o nédulos hiperplasicos, que son poblaciones focales o nodu-
lares de algunas células hepdticas, alteradas durante la fase
preneopldsica, por lo gue gon concideradas como probables lesiores
precursoras (Farber, 1973). Se ha observado que después del tra-
tamiento con una substancia quimica carcinogénica, las células

de los ndodulos expresan rdpidamente cambics en ciertas actividades
enzimdticas, tales como la rdpida disminucién o pérdida de acti-
vidades de glucosa-6-fosfatasa, nucledtido fosfatasa, serina
deshidratasa, gliecdgeno fosforilasa, ribonucleasa y desoxirribonu-
cleasa (marcadores negativos) (Farber y col., 19789) o la aparicidn
o aumento de alfafetoproteina (Abelev, 1971), antigenos preneopld-
sicos y V-glutamil-transpeptidasa (Fiala, 1972) como marcadores
positivos. Utilizando éstos marcadores como herramienta para la
identificacidén de células iniciadas o preneopldsicas, se ha hecho
uso de modelos™in vivo"para el andlisis secuencial del fendmeno

de produccidén de cancer.

1) Modelo de Peraine (Peraino, 1971).

En este modelo se hace uso de ratas recién nacidas desteta-
das, a las cuales se les administra durante 18 dias una dieta
con el earcindgeno 2-acetilaminofluoreno (2-44F) y después de
una semana de recuperacion se les adiciona fenobarbital al 0.05%
en la dieta, este tratamiento continida por variocs meses. Como
resultado se producen lesiones hiperpldsicas y carcinomas. El
fenobarbital por si mismo no es iniciador pues cuando se le apli-
ca 86lo no produce tumores, pero si ayuda a promoverlos.

2) Modelo de Scherer y Emmelot (Scherer y Emmelot, 1875)

En este modelo se usan hembras adultas que se les da una
sola administracién del carcindgeno iniciador dietilnitrosamina
(DEN) de 20 a 24 hrs después de haber sido hepatectomizadas.



En semanas se pueden observar nédulos bien definidos deficientes

en ATPasa o en glucosa 6-fosfatasa, pero estas lesiones no progre-
san a menos que en la dieta se les de por periodos largos, una
concentracién baja no téxica de dietil-nitrosamina (DEN) de 2

a 4 mg. por dia. Este modelo tiene la ventaja que utiliza una ddsis
unica del carcindgeno iniciador y se pueden cuantificar los nddulos
que tienen deficiencias enzimaticas y que potencialmente son lesio-

nes precursoras de los carcinomas.

3) Modelo de Solt y Farber (Solt y Farber, 1976).

En este modelo, se utilizan ratas adultas que son expuestas
a una désis unica necrogénica del carcindgeno iniciador, después
de un periodo de recuperacidn log animales son expuestos a una
désis baja de 24AF en la dieta por 7 dias para crear un efecto
"mito-inhibitorio" y después son sometidas a una hepatectomia
parcial. En este modelo se ha descrito la aparicidn de nédulos
con deficiencias enzimdticas tan temprano como a los § a 10 dias
después de la hepatectomia parcial. Alrededor del 8o. mes se de-

sarrolla el ecancer.
4) Modelo de Pitot (Pitot y col., 1978).

En este modelo se utilizan ratas jovenes adultas, 24 hrs.
antes de practicarles una hepatectomia parecial, se les administra
una dosis tinica del carcindgeno iniciador. Después de un periodo
de recuperacién de dos meses se les adiciona en la dieta, feno-
barbital al 0.05% por un periodo adicional de 6 meses. Por medio
de marcadores enzimdticos tales como la ATPasa, glucosa-6-fosfa-
tasa y la ¥-glutamil-transpeptidasa, es posible hacer estudios
cuantitativos de la aparicidn de nédulos hiperpldsicos y de los

hepatocarcinomas.



INICITACION IN VITRO

En los sistemas 'in vivo: algunos mecanismos como el creci-
miento autdnomo y el cardeter invasivo de las células neopldsi-
cas son poco entendibles, ademds de presentar ciertas desventajas
como: el costo tan elevado de su produccién , el tiempo de dura-
eidn tan prolongade de cada experimento, las dosis empleadas,
mas altas de aquellas a que le hombre esta expuesto y ademds
de presentar poca sensibilidad para detectar carcindgenos débi-
les (Stick y col. 1975). Esto dio lugar a desarrcllar sistemas
mds sencillos que cubrieran con los requisitos para seguir avan-
zando en el conocimiento del cancer.

Asi se han establecido un buen wimero de sistemas de células
y organos en cultive, que en la actualidad se han clasificado

en:

1) Transformacidn cualitativa con fibroblastos diploides: Se logrd

la transformacidn celular y se caracterizaron algunas propiedades
de estas células transformadas como: pérdida de la inhibicidn

por contacto; aglutinacién celular, cuando se les adieciond aglu-
tinina en el medic de cultivo; formacidn de colonias en agar blando;
y produceién de fibrosarcomas cuando se inocularon en animales.

De estas caracteristicas el crecimiento apilado parece ser un
pardmetro confiable para evaluar transformacién celular

in vitro! La desventaja en este sistema es que no se pueden hacer
medidas cuantitativas (kuroki y Heidelberg, 1972; Kuroki y Sato,
1968; Berwal y Sachs, 1865).

2) Transformacidn cuantitativa con fibroblastos diploides: En

este sistema, después de 8 a 10 dias de tratamiento con el carcind-
geno, se obtuvo la transformacidén de las colonias, lo cual no

se caracterizd por el apilamiento de células. La caracteristica
que se midio, es que las colonias iransformadas aisladas se de-

sarrollaron por subsecuentes cultivos en lineas celulares, que

10



produjeron fibrosarcomas cuandc se inocularon en huéspedes apro-
piados. Este sistema presenta heterogeneidad celular que hace
difieil distinguir las colonias rammles de las transformadas
(huberman y Sachs, 1966; Dipaolo y col. 1969).

3) Transformacién cualitativa con fibroblastos aneuploides: Este

sistema presenta la ventaja que se puede cuantificar la transfor-
macién celular después de semanas de tratamiento, asi como varias
técnicas de cultivo como clonacidn y cultive sincrénico, aplica-
bles a estudios de transformacién por substancias quimicas, sin
embargo el empleo de células aneuploides es un problema por la
dificultad que presentan las células en mantener la capacidad

de pérdida de la inhibicidn del crecimiento por econtacto (Mondal
y Heidelberg, 1970; Marquardt, 1974; Reznikoff y eol. 1973).

4) Transformacidn cualitativa con células epiteliales diploi-

des: Se emplean células epiteliales obtenidas de higado de rata,
pero la transformacidn celular en este sistema tarda mds en mani-
festarse comparado con los  fibroblastos. Estas células trans-
formadas provienen de cultivo secundario, es decir que estas cé-
lulas se han mantenido por varios meses a través de pases o sub-
cultivos y después de cierto tiempo se les han aplicado diferen-
tes carcindgenos (Katsuta y Takaota, 1975 tomada de Kuroki, 1975).
La dificultad que ofrece este sistema es la falta de pardmetros
confiables “in vitro“para evaluar transformacién maligna en estas

células.

&) Tranformacién cualitativa con drgancs en cultivo: Los estudios

en drganos en cultivo se acercan mds a las condiciones "in vivoe,”
ya que se pueden observar cambios morfolégicos tanto en epitelio
como en mesénquima, la malignidad de las eélulas es dificil lo-
grarla en estos sistems (Roller y Heidelberg, 1967; tomada de
Kuroki, 1975).
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Como se puede observar, los cambios ascciados con transfor-
macién maligna incluyen: morfologia (Barker y Sanford, 1970;
Dipaolo y col. 1969), crecimiento en agar blando (Macpherson y
col. 1964; Shin y col. 1975), disminucién er el suero para crecer
(Smith y cvol. 1971), incremento en la densidad de saturacién
(Smith ycol. 1971), y el incremento en el activador del plasminogéno
(Unkeless y col. 1973), provienen en su mayoria de estudios en
cultivos de fibroblastos. A pesar de que la gran mayoria de tumo-
res humanos son carcinomas originados de células epiteliales,
la evolucidn neoplasica de estos tejidos hasido menos estudiada.
Fl cultivo de células epiteliales cfrece muchas ventajas en el
campo de la carcinogénesis quimica, pues se puede obtener una
poblacidn altamente uniforme de células, en un medio completa-
mente definido, que presentan las enzimas necesarias para el

metabolismo de una gran variedad de carcindgenos.

CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS

El modelo de cultivo primario de hepatocitos ha sido materia
de considerables estudios en la dltimo década, para la evaluacidn
de la carcinogénesis quimica, basados en dos rasones principales:
primero la capacidad que tienen para metabolizar una gran variedad
de ecompuestos quimicos (Sims, 1980; Rosales, 1982; Cordero, 1984);
y segundo por el alto nivel de actividad reparadora del DNA,
lo eual es una medida sensible del dano causado por los carcindge-
nog finales. Por tanto, los pasos involucrados en la iniciacidn
de la carcinogénesis, metabolismo, interaceidn y reparacién son
evidentes en el cultiveo y el requisito de que éstos pasos se lleven
a cabo durante un estirulo de proliferaciin celular, se cumple
en los cultivos realizados de hepatocitos provenientes de rata
parcialmente hepatectomizada, puesto que las células que han

entrado en fase de sintesis la terminan.

Ademds este sistema nos properciona las siguientes ventajas:

a) homogeneidad celular; al emplear el método de dispersion
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enzimitica para la obtencién de células aisladas representativas
del higado, se elimina la heterogeneidad celular (Berry y col.
1969); b) funciones especificas del higado™in situ} con pruebas
experimentales se ha comprobado que los cultivos primarios de
hepatocitos (CPH), son capaces de metabolizar substancias carci-
negénicas como lo es el metabolismo de 2-AAF, DMN, DEW, AFB, etc.,
ademds de sintetizar proteinas, DNA y ENA responden a estimuloe
hormonales en forma similar a lo que ocurre"in vivo"fl;effert Y
col. 1976); c¢) ausencia de efectos colaterales; una de las ven-
tajas de este modelo es poder controlar la dosis adicionada al
medio de cultivo, lo cual no se podria hacer"in vivel pues el
earcindgeno se diluiria afectando a otros érganos susceptibles,
ademds intervendrian factores como peso, edad, dieta, nivel de
hormonas, ete. lo cual es diffcil controlarin vivo] d) reprodu-
cibilidad; se ha observado que hay una excelente reproducibilidad
en los datos ya que es posible obtener diferentes muestras de

un sslo lote homoge;lea facilitando a su vez el estudio de las -

diferencias del testigo y la muestra problema.

Aunque el cultivo primario de hepatocitos es un buen modelo
para estudiar los pasos involucrados en la iniciacidn de la car-
cinogénesis quimicain vitro, a diferencia de los modelos"in vivo"
en donde se cuantifica la aparicidn de nédulos hiperpldsicos y
las alteraciones enzimdticas que presenta, en este sistema no
se ha caracterizado este fendmeno. En la literatura existen varios
estudios de transformacién de células epiteliales de higado de
rata en cultivo por carcindgenos quimicos (Montesano y ecol. 1977;
Warren y col. 1978), pero todos estos sistemas presentan las si-
guientes limitaciones: Primera : la transformacidn tiene lugar
en un tiempo mucho mas largo que el requerido por los fibroblastos.
En algunos casos cuando las células se mantienen por mds de 40
semanas en cultivo ocurre transformacidn espontdnea y el tratamiento
quimico unicamente reduce el tiempo requerido. Segumda :la trans-
Fformacién involucra exposiciones repetidas o continuas del carcind-

geno. Tercera . los tumores al inocular las células transformadas
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en animales singénicos, se presentan de dreas mesenquimales y
epiteliales aunque los cultivos originales pareszcan consistir
unicamente de células epiteliaels. Cuarta:@ existen algunos cri-
terios objetivos y reproducibles pera transformacién de células
epiliales en cultivo, como cambios citolégicos, incremento en

la basofilia citoplismica y en relacidn nicleo-citoplasma; incre-
mento en la captacidn de glucosa; crecimiento en agar blande y ¥-
glutamil-transpeptidasa positiva. A la fecha no existe un sistema
cuantitativo simple para la transformacidn "in vitro de células

epiteliales.

CAMBIOS PROGRESIVOS QUE SUFRE UNA CELULA NORMAL A UNA CELULA
NEQPLASICA IN VITRO.

Los cambios que sufre una célulec normal a una célula reopl-
eatén basadoe en mwuitmere grande de pruebas crperi-
mentales ( Barret y col. 1984). De ecta maera se ha pedido demos-

trar que para que una célula normal progrese a una célula neoplda-

e i A P Tl - e - T T -y ; R 7 £
siéa se réquicren cugvide mevcs doe ctzpas cualitativamente difs-

rentes.
ESTADO PRENEOPLASICO

1)  Puede ser inducido por virus o por substancias quimicas.

2)  Puede ser inducido por substancias quimicas eon dosis pequeras
no téxicas, con una curva lineal dosis/respuesta.

2)  La frecueneia de cambios prercopldsicos tante en fibroblactos
como con células epiteliales es alta.

4)  La induccidn del estado prenecpldsico por la aceidn de subs-
tancias quimicas, puede ocurrir en ausencia de una mutacidn
genética detectable. Concomitante en la misma célula, por
substancias quimicas que producen mutaciones eromosdmicas.

5)  ILos resultados con células humanas no son claros. Un eambio

medido como la capacidad de erecer en agar blando después
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del tratamiento con un carcindgeno, puede ser un cambio prenco
plasico, pero no es concluyente.

6) Una alteracién en la habilidad de responder a la diferencia-
cidn inducida es la base de una alteracidn preneopldsica
en células epidermicas de raton.

7}  Células epidermicas traqueales de rata son inducidas a crecer
por el tratamiento con carcindgenos por una dosis/respuesta,
y una alta frecuencia, similar a los resultados con fibro-

blastos.
ESTADU NEOPLASICO

En el presente la transformacidn neoplasica de células epitelia-
les por accidn de substancias quimicas es muy limitado. La mayor
purte de los estudios de transformacion neoplasica se derivan
de [ibroblastos. Lus fenotipcs que son usadss para detcetar trans-

formacién después del tratamiento con carcindgencs gon:

1 Colonius individucles de cé
i/ LOLORLUE Lriubv tuhlres e Co

ficie de plastico.
2} Colonias discretas en medic semisdlido.

3)  Focos de células alteradas, scbre una capa confluente de

células.

Con base en la informacién obienida Barret y col (1981),
propronen la hipdtesis, en donde la primera etapa o preneopldsica
ocurre con una alta probabilidad, mientras que la segunda etapa
o neopldsica hay una transformacidn espontanea al azar de células
activadas, que se manifiesta por su crecimiento. De tal manera
que se define a la transformacidn celular "in vitm: como la induc-
cion de alteraciones fenotipicas en las células en cultivo. Y

por ultimo cabe mencionar que hay dos puntos esenciales qu~ pucden
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ser enfatizados en el proceso de multiestados en carcinogénesis

con respecto a los estudios de transformaciéon”in vitro!

Primero es importante en los sistemas de transformacién celu-
lar, considerar si uno estd estudiando la transformaciin celular
de una célula normal a una preneopldsica o si estd considerando

una célula prenecpldsica a una neopldsica.

Segundo, los mecanismos de transformacidn de un estado a
otro, pueden variar dependiendo del punto de partida de las célu-
las. Asi los mecanismos de transformacidn pueden ser diferentes
de una célula normal a una preneopldsica y de una preneopldsica

a una neopldsica.

MEDIO DE CULTIVO EN AGAR BLANDO

El crecimiento de células en agar blando como una prueba
de transformacidn celular, se describid en 1964 por Macpherson
y Montagnier, el principio de esta prueba estd basado en la inde-
pendencia de anclaje que presentan las células transformadas,
es decir, su capacidad para proliferar en suspensidn o en geles
semisolidos. Una manera de explicar el uso de geles semisélidos
esta basado en las propiedades que exhiben ciertas células neo-
pldsicas en crecer en medios en suspensidn y sustituir la agita-
cidn mecdnica que de alguna manera deteriora a la célula, por
una malla que las contenga. El método de suspensidon de células
sin agitacidn mecdnica puede ser el uso de una matriz semisdlida
que en este caso es el agar blando (Tucker y col. 1977). Como
se menciond anteriormente algunas células neopldsicas pueden
crecer en suspensidén adoptando una forma redonda o esférica
(Sandord y col. 1970). Sin embargo, el por qué crecen y que mecanis
mos regulan su crecimiento, es sin duda un problema interesante.
De los mecanismos que controlan el crecimiento celular podemos

mencionar: factores de erecimiento en el suero, nucledtidos

16



ciclicos celulares, gradientes de oxigeno, u en muchas ingtancias
la geometria de una célula individual o la configuracidn geomé-
trica de una poblacidn celular, ejercen gran influencia sobre

el crecimiento y diferenciacidn celular.

De los estudios in vitro, que se han llevado a eabo para
observar el efecto que tiene la geometria de la célula, en el

erecimiento celular, la mayoria procede de fibroblastos de raton.

Se ha observado que la forma redonda que adoptan las célu-
las en un medio en suspension, en donde las células normales no
erecen, mientras que las transformadas si lo hacen, se debe prin-

eipalmente a:

1) Las células transformadas no dependen de anclaje para poder
erecer (Macpherson y Montagnier, 1964; Neuguth y Weinstein,
1979; Maraudas, 1972).

2) Los componentes de membrana plasmatica en células transfor-
madas (microvellosidades y vejigas), se ven aumentados
(Allen e Iepe, 1976).

3) Eficiencia incrementada de los mecanismos de transporte de
membrana (Holley, 1972).

4] Los cables de actina estdn ausentes en la mayoria de célu-
las transformadas (Polleek y Rifkin, 1975).

5)  Independencia de un componente liso, que influya en la dife-

renciacidn celular (Paranipe y col. 1975).

6) Mayor tensidn superficial, en células de forma esférica,
distribuida en toda la membrana plasmdtieca, que en aquellas
de forma comprimida y extendida (Folkman y Greenspan, 1975).
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1)

2)

3)

al

bJ

Mientras que las células transformadas escapan a la restric-
eidn impuesta por la gecmetria de las células normales en
suspensién, las células transformadas igual crecen en forma
comprimida (crecimiento en monocapa), que en forma esferoidal
(erecimiento en suspensidn). Sin embargo, este crecimiento
no es indefinido, las colonias estan sujetas a un control

de crecimiento dado por la geometria que adoptan, a este
control de crecimiento, se le llama control de crecimiento
de poblaciones celulares (Folkman y Greenspan, 1975). Depen-
diendo de la configuracion geométrica que adopte la colonia
se ha podido clasificar en dos tipos: a) crecimiento en dos

dimensiones y L) crecimiento tri-dimensional.

El crecimiento en dos dimensiones no es autoregulado y la
colonia muestra un apilamiento de células con crecimiento
ilimitado.

Se ha propuesto el esquema general para el crecimiento en
tres dimensiones, en presencia de espacio y nutrientes dispo-
nibles, siendo este autoregulado:

Fase linear de crecimiento, con una aparente necrdsis central.
Fagse linear de crecimiento, con una necrdsis central.

Fase durmiente, que comienza cuando la colonia deja de crecer
{se establece un equilibrio entre el nimero de mitosis y célu-

las muertas).

Del esquema anteriormente propuesto se sacd en conclusidn

que el tamaiio de la colonia estd en funcién de la eficiencia de

la colonia en mantener en equilibrio la fase durmiente, y de la

capacidad de la colonia en eliminar catabolitos y absorber nutrien-

tes (Folkman y Greenspan, 1975).
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4 la fecha el cultivo en agar blando parece ser el parametro
mas real para medir la transformacidn de cé.ulas, en este caso
epiteliales (Tucket y col. 1977) y principalimente por que ofrece
la posibilidad de detectar células malignas en una poblacidn ce-
lular mixta. Ademis, este sistema de cultive ha gido utilizado
eficientemente como medida para predecir quimiosensibilidad "in
vive"(Courtenay, 1976; Hamburger y Salmon, 1377), y también ha
sido utilizado para monitorear el efecto de drogas en tumores huma-
nos (Kormblith y col 1981; Browman y col 1982; Greenberg y Salmon,
1984), para el estudio de nuevos compuestos anticancerigenos
(Salmon y col. 1981) y para el andlisis citogenético (Trent y
Salmon, 198C), interferones (Ludwin y col 1583), oxigeno (Fan y
col. 1985), vitaminas (Meyskens y col. 1983} en células de origen
tumoral.,

Y -GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA

La ¥-glutamil transpeptidasa (GGT) es uno de los marcadores
de eélulas preneopldsicas mas usados en estudios cuantitativos
durante el desarrollo de cancer de higado. Esta enzima ge asocid
con carcinogénesis quimica en 1972 por Fiala y col. quienes descu-
brieron un incremento en los riveles enzimdticos, en el higado
de ratas en el ultimo estado de hepatocarcinogénesis con 3"Me-DAB
y en hepatomas quimicos transplantables. Usando una tineién his-
toquimica para la GGT, Kalegayi y col. (1975), encontraron que los
niveles aumentados de 1~ enzima durante la administraciin del car-
eindgeno se debid a un incremento en la actividad de la GGT en
dreas focales hiperpldsicas de hepatocitos, los niveles aumenta-
dos de la GGT durante hepatocarcinogénesis se encuentran también
en otras especies como el ratén, después de la induccidn de tumores
de higado con safrole (Lipsky y col. 1980) o con o-aminoazotolueno
(Jolanko y Rouslahti (1979). En los carcinomas hepatocelulares
humanos, también se encuentran niveles elevados de la GGT (Sawabu,
y col. 1978). En estudios realizados en cultivos de células epite-
liales hepdticas, relacionados con transformacién maligna, la
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actividad de la GGT determinada eitoquimicamente, se detect® en

3 de 5 lineas celulares tumorales, pero en ninguna de las lIneas
celulares epiteliales no tumorales. Fstos resultados sugieren que
la tineidn histoquimica de la GGT, puede ser itil en la determina-
cién de la transformacién maligna de células epiteliales hezdti-

cas en cultivo.

DIMETIL NITROSAMINA

La dimetilnitrosamina (DMN) es un cancerigeno hepdtico (Magee
y Barnes, 1856) que tiene gran importancia como cancerigeno ambien-
ta ya que puede producirse"in situ,” en el tracto digestivo humano
al reaccionar las aminas alifédticas secundarias con el nitrito
de sodio, componente que se encuentra en un gran nimero de alimen-
tos (Heidelberg, 1975). La DMN y algunas nitrosaminas superiores
asi como sus precursores, estin presentes en muchos alimentcs pro-
cesados, en el tabaco y en el humo de éste, en sustancias quimicas
de uso agricola, en cosméticos, en el aire de las ciudades y en
el agua potable (Lai y col. 1978).

Su efecto hepatotirico fue dado por Magee y Vandekar (1858),
estudiando el efecto de lo DMN, de un higado dadado. En la cotua-
lidad se ha probado en varios sistemas de transformacion y se
ha podido observar su efecto carcindgenico "in vivd. (Pienta, 1977b).
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OBJETYIVD

Como se ha descrito uno de los problemzs que existen en el
estudio de la transformacién neopldsica'in vitrd, es la carencia
de alteraciones fenotipicas constantes, que 7os puedan servir como
marcadores medibles de malignidad, tal es el caso del cultive pri-
mario de hepatocitos utilizado como sistema ce transformacidn por
substancias quimicas carcinogénicas. Por medio de estudios compa-
rativos entre los cultivos de hepatocitos de rata intacta y de
rata parcialmente hepatectomizada, se ha carceterizado ampliamentz
este sistema en cuanto a los pasos imvolucrcdos en la iniciacidn
de la earcinogénesis quimica.

Como parte del objetivo general del laboratoric en "Desarrollar
un Sistema in vitro" para el estudio de la secuencia de cambios
moleculares durante la transformacidén neoplésica. Nuestro objetive
particular en este trabajo, fue determinar si la "iniciaeidn" como
estado temprano de transformacién por substancias carcinogénicas,
podia ser detectado por medio del crecimiento en agar blando y
de la ¥-glutamil transpeptidasa como marcador enzimdtico de célu-
las preneopldsicas. Para cumplir con este objetivo se planteo el

siguiente esquema general de trabajo:

1) Establecer las condiciones dptimas de crecimiento en agar
blando utilizando como control positivo la linea de célu-
las leucémicas de ratén L5178-Y.

2) Encontrar el tiempo de tratamiento con la DKEN, de los hepato-
eitos de rata intacta y pareialménte hepatectomizada, en cul-

tivo primario.

3) Establecer las condiciones dptimas para la transferencia de
los hepatocitos en cultive primario en ambas condiciones,

al cultivo en agar blando.
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4) Aislar hepatocitos de nédulos heperpldsicos hepdticos de rata,
después de un tratamiento "in vivo" con DMN y fenobarbital,

para su cultivo en agar blando.

5) Analizar en cada uno de los cultivos anteriores en agar blando,
su evolucidn y morfologia durante 14 dias de cultivo Yy tincidn
histoquimica con la Y-glutamil-transpeptidasa a los 7 y 14

dias.
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METODOS

a) MEM (Medio Minimo Esencial de Fagle).
1)  Solucién salina balanceada (SSB) de Eagle.

a) laCl 6.80 g 116.0 (mM)
:(o0) .40 5.4
h‘a2HP04 .14 1.1

Agua bidestilada hasta 800 ml

b) Ca(.'lg 1.00 1.8

Agua bidestilada hasta 1000 ml

c) Mgso, . 7HO 1.0

Agua bidestilada hasta 100 ml

Se ajustd el pH a 7.2; porciones de 64 ml de la solucion a
gse colocaron en botellas , y todas las soluciones se esterili--
zaron en autoclave (15 mn. a 20 lb escape lento) por separadoe. Se
afladieron asépticamente a cada botella eon solucidn a (tempera-
tura ambiente), 8 ml de b y 8 ml de ¢c_ inmediatamente antes de

afadir el resto de los componentes del medio.

2) Solucidn de aminodeidos esenciales (100 X)

L-arginina-HC1 1.27 g 0.6 (mM)
L-histidina HCL. 520 7.38 0.2
L-leucna 0.52 0.4
L-isoleucina 0.52 2.4
L-metionina 0.15 0.1
L-fenilalanina 0.32 7.2
L-treonina 0.48 0.4
L-triptofanc 0.10 0,05
L-valina 0. 46 0.4
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Se disolvieron los componentes en 100 ml de SSB calentando
a 86°C. La solucidn se esterilizd por filtracidn y se almacend
(10 ml por tubo) a 075°C en tubos Pyrex (16x24 mm) con tapon de

rosea.
3) Solucidn de aminodeidos poeco solubles (100 X).

L-tirosina 0.36 g
L—eisteina—CﬁZ.Hgo 0.3

T~ 1
~ Do

Se disolvieron el 100 ml de HCI 0.1 N con calentamiento 1i-
gero. La solucidn se esterilizd por filtracidn y se almacend a
-0.5°, 10 ml, por tubo.

4) Solucidn de vitaminas (1000 X).

Clorurc de colina 2.10 g 0.607 (mM)
Hicotinamida . 0. 10 0.008
Pantotenato de caleio 0.10 7.004
Piridoxal-HC1 ¢. 10 0.008
Tiamina-CHL 0. 10 0.003
Riboflavina 0.01 0. 0003
l-inositol 7. 20 0.011

Se disolvieron todos los componentes en 100 ml de SSB por
calentamiento a 50°C. La solucién se esterilizd por filtracién
y se almacend a 0-5°C en tubos protegidos de la luz con papel alu-
mminio 10 ml por tubo.
8olueion de dcido falicw (109 X
deido félico 0.01 g 0.002 (mM)

Se dizelvid en 107 4l S0 wwlante la adicion de 1 a 2
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gotas de Na OH 0.5 N, hasta pH neutro. La solucidn se esterilizd

por filtracién y se almacend a 0-5°C en tubos cubiertos con papel

aluminio (10 ml por tubo).

6)

Solucién de glucosa (100 X)

D-glucosa 20.00 g

11.1 (mM)

Se disolvic en 100 ml de SSB. La solucidn se esterilizd por

filtracidn y se almacend a 0-5°C en tubos (10 ml por tubo).

7)

8)

8}

T

Solucidn de bicarbonato de Sodio (3 X).

- NaHCO 5 2.80 g

Rojo fenol al 1% .15 ml
Agua bidestilada, hasta 100 ml

Solueidn de antibidticos (100 X)

Penicilina G sddica 200,000 U. T

sulfato de estreptomicina 0.50 g

Agua bidestilada hasta 100 ml se almaceno a -20°C

Solueién de L-glutamina (100 X)

L-glutamina 2.29 g

Se disolvio en 100 ml de SSB.

Soluecidn de aminocdeidcs no esenciales (100 X).

L-alanina 0.085 g
L-aspargina. H ,0 0.150
ieido L-aspartico 0. 133
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deido L-glutamico 0.147 0.1

L-prolina 0.115 0.1
L-serina 0.105 0.1
glicina 0.075 01

Se disolvieron todos los componentes en 100 ml de agua bides-
tilada.

11)  Suero de ternera neonata.

Se descongeld en un bario a 73°C y se calentd en un bavio a
56°C durante 30 min. con agitacén suave cadr 5 min. Se transfirio
agépticamente a tubos recién esterilizados (7 ml por tubo) y
se incubd a 37°C durante una semana para prueba de esterilidad,
se almacenaron a -20°C.

PREPARACION PARA LA MEZCLA PARA BOTELLAS CON 93 ml DE MEM.

A los 80 ml de la solucién 1, se les ariade 1 ml. de la solu-
cién 2 1 ml. de la solucién 3, .1 ml. de la solucién 4, 1 ml.
de la solucién 6, 1 ml. de la solucién 6, 7.15 ml. de la solu-
eién 7, 1 ml. de la solueidn 8, ml. de la solucidn 9 y 1 ml.
de la solucién 10. '

La mezcla se esteriliad por filtracién, en botellas de rosca
permanentemente esterilizadas. Las botellas se incubaron a 37°C
durante § dias como prueba de ecterilidad y se almacenarin a
490, -

PREPARACION DEL MEM COMPLETO

4 cada una de las botellua con MEM se les afiadio inmediata-
mente antes de utilizarlos 180 ml. de suero de bobino neonato

y 15U de insulina.
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b) PREPARACION DEL TD SALINO

TD salino 10 X: NaCl 80.00g
xcl 37.55
P-'QZHP04 1.0
Trizma base 30.00
Rojo fenol 1% 10 ml

Se disolvieron todos los componentes en un matraz de un
litro en 800 ml. de agua bidestilada. Se repartid en botellas
con tapén de rosca (100 ml. por botella) que se esterilizaron
en el autoclave (15 min. a 15 lb y escape lento) y se guardaron
a temperatura ambiente.

TD Saslino 1 X:

Se diluyd el contenido de una botella de TD 10 X en 800
ml de agua bidestilada. La solucidn se ajustd a pH 7.4-7.5 con
Na OH N. a 37°C. Se aforo a un litro con agua bidestilada y
se almacenc y se esterilizd como se indica para el TD salino
10 X.

Las concentraciones finales fueron:

NaCL 137 (mM)
KCl 50
N62HP04 0.4
trizma base 25
rojo fenol .001%

¢) PREPARACION DE COLORANTES

1)  Azul de tirpano al &% (p/v). Cinco gramos del colorante
se disolvieron en 100 ml de una solueidén isoténica (NaCl 0.9%,
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p/v y pH neutro). La solucidn se filtro con papel Whatman No.1

y se guardo en un frasco dmbar a temperatura ambiente.

2) Roje fenol al 1% (p/v). Un gramo del colorante se disolvio
en 100 ml de HCl 0.06 N. La solucén se guardo congelada a -20°C.

d) PREPARACION DE LAS ENZIMAS

1)  Solueidn de tripsina al 0.1%:

NaCl 8.0 g

KCl 0.2

Hazﬂmd 1.15

KH2P04 0.2

glucosa 1.0

tripsina 1.0
estreptomicina 0.1

rojo fenol al 1% 1.5 ml
penicilina 400,000 U.I.

Se ajustd a un pH de 7.35 y se aforo a un litro con agua
bidestilada. Se almacend a -20°C en tubos de rosca con 10 ml
cada tubo.

2) Solucién de tripsina al 0.05%: Se diluyd” la solucidn de

tripsina al 0.1% con TD salino 1 X a 37°C en una relacién 1:1

3)  Solucidn de colagenasa: Se preparé inmediantamente antes

de utilizarla, disolviendo la cantidad de enzima necesaria para
tener 100 U/ml. de TD salino 1X estéril a 37°C en un volumen
final de 70 ml.
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e) HEPATECTOMIA PARCIAL

La hepatectomia se realizé eliminando [cs [dbulos medio
e izquierdo mediante cirugia.. Segin método Zezscrito por Higgins
y Anderson (1931) 24 hrs antes del aislamiento de hepatocitos
y ayuno por 16 hrs.

f) CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS

Aislamiento de los hepatocitos: El aislamiento de los hepato-
citos tanto de rata intacta como de rata parcialmente hepatectomi-
zada se baso en el método descrito por Berry y Friend (1969),
modificado por Mendoza y Figueroa (1978), los animales con 18-

20 hrs de ayuno, se anesteciaron con éter etilico. Se realizd

la hepatectomia en condiciones asépticas, se aesplazaron los
intestinos hacia la derecha del animal para dejar al descubierto
la vena porta, que se canulé con una aguja calibre 18 conectada
a una bomba peristdltica. La perfusidn se inicid pasando la solu-
eidén TD salina 1 X a 37°C durante dos minutcs a una velocidad

de 15 ml/min. Al inicio de la perfusidn se corto la vena cava
inferior a la altura de los rifiones para eliminar la sangre del
higado, posteriormente se pasaron 70 ml de la solucidn de colagena-
sa con un flujo de 9 ml/min. Al término de la perfusidn se escin-
dié el higado y se colocé en una caja de petri. En condiciones

de esterilidad se aiadieron 4.50 ml de medic MEM completo. Se
hizo una dilucién 1:10 de esta suspensidn con TD salino 1 X,
para determinar el nimero de células/ml en un hematocitdmetro.

g) VIABILIDAD CELULAR

Se tomaron varias muestras en el transcurso del aislamiento
de hepatocitos para determinar su viabilidad, utilizando el eri-
terio de exclusién del azul de tripano al 0.05%. En todos los
experimentos la viabilidad de las células al momento de sembrar

fue mayor del 85%.
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h) INOCULO Y CONDICIONES DEL CULTIVO

Alicuotas de 3 ml de la suspensién celular con una concentra-
eidén final de 1x10° cél/ml de MEM completo se incubaron en una
atmésfera himeda con 5% de €0, a 37°C. Después de 1 hora de
incubacién se retird el sobrenadante con las células que no se
adhi=ieron a la caja de cultivo y se procedid al tratamiento
de’los hepatocitos.

i) TRATAMIENTO DE LOS HEPATOCITOS EN CULTIVO PRIMARIO

3M en agua

Se prepard una solucién madre de DMN 1.35x10
bidestilada 30 min antes de utilizarse y las soluciones de traba-

Jjo se obtuvieron mediante diluciones en MEM completo.

El tratamiento se realizd con una dosis de DMN a una concentra-
. i -5
eidn de 10

transfirieron al medio en agar blando.

M a diferentes tiempos, después de los cuales se

J) RECOLECCION Y SEMBRADO EN AGAR BLANDO

Para desprender las células de las cajas de cultivo a 3,
6, 9 y 12 hrs de tratamiento, se retird elmedio de cultivo, se
lavaron las cajas con TD salino 1X y se ahadié 1 ml por caja
de la solucidn de tripsina 0.05%. Después de 2 a 3 min se inac-
tivo la accién de la tripsina por la adicidn de 1 ml de MEM
completo y se resuspendieron las células hasta formar una suspen-
aidn homogénea. De la suspensién obtenida se midid viabilidad
eon azul de tripano, se contd el numero de células y se hicieron
diluciones para obtener 1210% cel/ml.

El agar blando se prepard de acuerdo al método deserito
por Macpherson y Montagnier (1964) con las siguientes modifica-

ciones.
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Para la primera capade agar se prepararcn soluciones al
3 y 5% de agarosa en agua bidestilada y se esterilizaron en auto-
elave. Inmediantamente después se diluyeron en una relacidn de
1:10 con HEM completo a una temperatura de 46°C, para evitar
la formacién de grumos. Se utilizaron cajas de cultivo de 30x10 mm
con ambas concentraciones. En el caso de la concentracién final
de 0.3% se utilizo wivolumen de 1.7 ml y con la de 0.5% el volumen
empleado fue de 1.2 ml. Una vez gelificada la primera capa, se
procedio a preparar la segunda capa en tubos de ensaye de 12x75
mm estériles, para obtener una concentracién final de agarosa
de 0.125%, con un inéculo de 50210° cel/caja, ajustando con MEM
completo a un volumen final de 1.2 ml. Se vertid este volumen
gobre la primera capa se incubaron las cajas a 37°C en atmésfera
himeda de C0, al 5% durante 15 dias.

k) AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS TUMORALES

El aislamiento de los hepatocitos provenientes de rata la
cual fue tratada in vivo de acuerdo al esquema de Iniciacidn-
Promocidn descrito por Pitot y col. (1978), con una dosis de
carcinigeno  iniciador y fenobarbital en la dieta durante 8 meses,
se realizd después de poner en ayuno al animal de 18-20 hrs antes
de la perfusidn. Se anestesid ala rata bajo éter etilico y se
canuld la vena porta con una aguja de calibre 20, concectada
a una bomba peristdlitica. La perfusidn se realizd como se descri-
bié anteriormente, pero aumentando el volumen y concentracidn
de la solucién de colagenasa, siendo 150 ml a 200 U/ml.

Al término de la perfusién se resectaron los ndduloe que
aparecian en el relieve del higado y se transfirieron a un vasc
de precipitado que contenia una solucidn de tripsina al 0.1%

y mediante agitacion magnética se obtuvo una suspensién de hepa-
tocitos a los que llamamos hepatocitos tumorales. Del resto del
higado se desprendieron los hepatocitos mediante agitacidn mecd-

nica y se obtuvé otra suspensidn de hepatocitos a los que 1lamamos
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hepatocitos periféricos. Ambos tipos de células se sembraron

en el agar blando como se deseribid anteriormente.

1) AISLAMIENTO DE LAS CELULAS LEUCEMICAS L5178Y

Las células leucémicas de ratén, L5178Y, mantenidas en tumor
ascitico de raton BALB/c, se extraen de la siguiente manera:
se sujeta al ratén y se coloca en posicién ventral para limpiar
asépticamente con etanol al 1%. Se punsiona la cavidad abdominal
con una jeringa hipoedérmica para extraer las células. Después
de quitar la aguja, se coloca en un tubo de ensaye zstéril y
se lavan con solucién salina mediante centrifugacién a 1000 rpm,
5 min. Se retira el sobrenadante y la pastilla celular se resus-
penden en MEM completo ajustando a una concentracidn de 1x10°
cel/ml. Se mide viabilidad mediante el azul de tripano y se siem-
bran en el agar blando, como se describe anteriormente con un
inéeculo de 50:1:103 ecel/eaja.

m) TINCION HISTOQUIMICA DE LA GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA (GGT).

La tineién histoquimica de la GGT, se realizo”de acuerdo
al método descrito por Rutenburg ycol. (1969), utilizando
¥-glutamil-4-metoxi-2-naftilamida como substrato y glicil-glicina
como aceptor, con las siguientes modificaciones, para las prepara-
ciones en agar blando.

Se disolvieron 2.5 mg de ¥ -glutamil-4-metoxi-2-naftilamida
en 0.05 ml de DMS0 (dimetil-sulfoxido). Se ariadieron 0.05% ml
de NaOH 1N; 5 ml de tris-HCl 0.1 M, pH 7.4 a 37°C; 14 ml de la
solueidn salina al 0. 855.,10 mg de gliecil-glicina y 10 mg de la
sal diazdénica se filtré el medio inmediatamerte, La incubacidn
deberd empezar tan pronto como sea posible porque la adicidn
de este compuesto produce turbidez en el medio en muy corto tiem-

po. Obteniéndose una coloracién rojo en el sitio de la actividad
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enzimdtica. Se suprimid el uso del sulfato cirrico, que queda
al compuesto azo resultante, haciendolo inszluble, pues preci-

pita a las proteinas del suero presentes en el medio de cultivo.

33



RESULYTYADOS

CONDICIONES DEL CULTIVO EN AGAR BLANDO DE LAS CELULAS LEUCEMICAS
(L5178Y).

Para caracterizar el cultivo de las células leucémicas (L5178Y)
en agar blando tomando como base el método descrito por MacPherson
y Montagnier, (1964), se experimentd con el veolumen y con la concen-
tracidn de las capas de agar, todo esto en cajas de cultive de
35 mm de diametro. Adicionalmente, se ensayaron diferentes cantida-
des de células en los indculos, se probaron diferentes sueros y
por ultimo se determiné histoquimicamente la Y -glutamil-transpepti-
dasa (GGT).

La capa inferior del medio de cultive, se definié despues de
probar volunenes de 1.7 y 1.2 ml y concentraciones de agarcsa de
0.5% y 0.3% respectivamente. En cuanto a estas condiciones no hubo
diferencia en cuanto al crecimiento de las células L5178Y. Para
la capa superior los volumenes probados fueron de 0.51 ml y 1.2
ml Con el primero, se observé crecimiento limitado en el desarrollo
celular, pero con 1.2 ml el volumen fue adecuado para la formacién
de colonias. También se probaron concentraciones de agarosa de
0.3%; 0.25%; 0.20% y 0.15%. La tabla I, muestra que para las concen-
traciones de 0.3% y 0.25% no se observaron diferencias ya que la
formacion de mancuernas de células por campo sdlo fue de 2 a las
24 hrs de cultivo. Con 0.20% de agarcsa la presencia de mancuernas
por campo fue de 5 y los mejores resultados se obtuvieron en la
concentracién de 0.15%, con esta ultima, la presencia de mancuer-
nas por campo al primer dia de cultivo fue de 8.

En relacidn al nimero de células en los indculos, se probaron
concentraciones celulares de 25210° Y 5-‘3:::16’3, el segundo indculo

fue el mejor, ya que las colonias de células se desarrollaron en
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mayor proporeidn y a los 7 dias de cultive aleanzaban un didmetro

de aproxzimadamente 1 mm (Figura 1).

Con el fin de seleccionar el suero mds apropiade para el
erecimiento de las colonias, se utilizaron: suero fetal de bovino,
suero de caballo y suero neonato de bovino. Con los dos primeros
26lo hubo presencia de mancuernas al segundia dia de sembrados
y muerte celular en los dias posteriores; los resultados con estos
dos sueros fueron negativos. El suero neonato de bovino fue el

unico que promoviéd el crecimiento y desarrollo de las colonias.

Con base en estos resultados, establecimos las siguientes
condiciones de volumen final y eoncentracidn de agarosa: para la
capa inferior se utilizaron las dos condiciones mencionadas ante-
riormente de 1.7n ml con 0.5% de agarosa y 1.2 ml con 0.3% de
agarosa. Para la eapa superior se establecid un volumen de 1.2
ml con una concentracién de agarosa de 0.15%. El indculo selec-
cionado fue de 50210° células por caja y el suero utilizado fue
el de neonato de bovino.

2) TRATAMIENTO DE LUS HEPATOCITOS EN CULTIVO PRIMARIO.

Con el fin de establecer el tiempo de tratamiento con el car-
cindgeno iniciador, de los hepatocitos en cultivo primario, para
su posterior transferencia al agar blando, se ensayaron periddos
de tratamiento a 3, 6, 9 y 12 hrs. utilizando una dosis de DMN
de 1x10"°M. Es importante senalar que los hepatocitos para ser
transferidos al agar blando, necesitan ser desprendidos de las
cajas de cultivo, utilizando para esto tripsina, por lo que fue
necesario determinar el efecto de dicha enzima sobre los hepato-
citos, en cada uno de los tiempos analizados.

Los primeros experimentos mostraron que los hepatocitos a
las 12 hrs de cultivo dismingeron considerablemente su viabilidad
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después del tratamiento con la tripsina a valores menores del 50%,

por lo que se opté por eliminar dicho tiempo de cultivo.

Los resultados obtenidos del cultivo de hepatoeitos de rata
intacta (HRI), (Tabla II), mostraron una disminucion en la viabili-
dad eonforme transcurre el tiempo de cultivo, la cual no es debiba
al tratamiento de la DMN puesto que los valores de los cultivos
tratados son iguales a los controles, en los tres tiempos analiza-
dos. Dicha disminucidhn . fue mds marcada en los hepatocitos tripsini-
zados, obteniendo valores alrededor del 51% a los § hrs de cultive
los cuales son estadisticamente significativos con respecto a los

controles correspondientes sin tripsina.

Los resultados obtenidos del cultivo de hepatocitos provenien-
tes de rata parcialmente hepatectomizada (HRP), (Tabla III), mos-
traron que la DMN no afecta la viabilidad de los hepatocitos en ninguno
de los tiempos analizados, con respecto a sus testigos correspondien-
tes. Al analizar el efecto de la tripsina, los datos no son estadis-
ticamente significatives, por la gran variacién de viabilidad obteni-
da en los hepatocitos tripsinizados; no obstante después de las
8 hre de tratamiento se observd una disminucidn en la viabilidad
a valores del 65-70%.

Con base en estos resultadoe, se dieidid trabajar unicamente
con los tratamientos de 3 y 6 hrs en cultivo primario tanto en

HRI como de HRP para su transferencia al agar blando.

3) CONDICIONES DEL CULTIVO EN AGAR BLANDO D@ LOS HEPATOCITOS

Se utilizaron lag concentraciones y volumenes que se estable-
cieron para el cultivo de células L5178Y. Después de ensayar, se
varid la concentracion de la eapa de agar superior ya que, los
hepatocitos se veian poco birrefringentes al tercer dia de cultive,

se encontrd que a la concentracién minima a la que gelifica el

36



agar, era la mejor condicién para el cultivs. En estas condiciones
con las células leucémicas se desarrollaron wn buen nimero de colo-

nias positivas a la GGT a los 7 y 14 dias de cultivo.

Debido al tiempo que transcurre entre la tripsinizacidn de
los hepatocitos provenientes del cultivo primario y la manipulaeién
de los mismos, hasta el momento de ser sembrados en el agar blando
la viabilidad podria verse afectada. Con tal propdsito se midid
la viabilidad de los hepatocitos de la suspensidn celular de la

cual fueron tomadas las alicuotas.

Los resultados de los hepatocitos de rcte intacta (HRI) después
de ser transferidos al agar blando (Tabla V) mostraron viabilidades
similares a las obtenidas inmediatamente después de tripsinizarlos
(Tabla II) después de las 3 hrs de cultivo, tanto en los controles
como en los tratados; a las 6 hrs de cultiveo se observo una disminu-
cién en la viabilidad de 91.2 £ 1.9 a 84.7 % 2.9 en los cultivos
controles y de 93.6 20,46 a 83.9% 3.5 en los tratados pero
esta disminucidén no fue estadisticamente significativa. En el caso
de los hepatocitos provenientes de rata parcialmente hepatectomiza-
da (HRP) después de transferidos al agar blando (Tabla IV), hubo
una disminucidn en la viabilidad tanto en los cultivos controles
como en los tratados a las 3 y 6 hrs comparados con los valores
obtenidos inmediatamente después de tripsinizar (Tabla III), pero
dicha disminucidn no fue estadisticamente significativa en ninguno
de los casos.

Al seguir la cinética de viabilidad de los hepatocitos confor-
me transcurre el tiempo de cultivo en agar blando, los resultados
de los HRI (Tabla VI) mostraron una disminucién paulatina hasta
los 4 dias de cultivo, tiempo en el cual los hepatacitos tanto
controles como tratados, transferidos al agar blando, después de
3 y 6 hrs de cultivo primario, presentaron una viabilidad del 20

y 10% respectivamente.
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En el caso de los HRP (Tabla VII) partiendo de viabilidades
al tiempo de transferirlos al agar blando (tiempo 0), del 5:i%,
la disminucidn en la viabilidad alcanzo valores a los 4 dias de
alrededor del 15%, tanto en los provenientes de 3 hrs. comc en
los de 6 hrs. de cultivo primario.

Al seguir las caracteristicas morfolégicas de los hepatoci-
tos (Pigura 2) desde el momento de ser transferidos al agar blando,
observamos durante las primeras 24 hrs. en ambos tipos de cultivo,
HARI y HRP, la presencia de células de 4 a 5 veces nis grandes que
los hepatocitos, a las que llamamos "células grandes". Dichas
células no presentaron siempre las mismas caracteristicas, en oca-
ciones su apariencia fue segmentada (Figura 3) y en otras ccaciones
mostraron un relieve topogrdfice arrugado (Figura 4). Su tamafio
fue variable y menos birrefringentes que los hepatocitos. Algunas
veces al cuarto dia de cultivo se observé la presencia de células

mas pequefias asociadas a las células grandes.

A pesar de que la viabilidad de los HRI y los HRP a los
4 dias de cultivo en el agar blando disminuyd considerablemente,
a partir de este dia la aparieién de otro tipo de células, de tama-
fio mds pequefio que los hepatocitos a las que llamamos "células
pequefias” las cuales presentaron capacidad para proliferar en
estas condiciones, encontrandose de manera aislada o asociadas
a las células grandes, decidiendo seguir los cultivos hasta los
7 y 14 dias. Al realizar la tineidn histoquimica de la GGR en dichos
cultivos, a los 7 dias las colonias aisladas de 6 a 8 células peque
fias fueron negativas a la enzima. A los 12 dias de cultive se
formaron colonias de més de 12 células, que fueron negativas
a la GGT (Figura 5). Cuando las células pequefias se encontraban
formando colonias de mds de 30 células asociadas a las células

grandes, presentaron una tincidn positiva a la GGT (Figura 6).

Los resultados del aislamiento de las células tumorales median-
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te las dos condiciones ensaycdas, la diges:ziin econ agitaciin mecd-
nica utilizando una solucién de colagenasa = una solucidn de trip-
sina, no fueron satisfactorias ya que a peszr de que con la trip-
sina se obtuvo un mayor rendimiento de las zélulas de los nédulos
no fue suficiente y la viabilidad fue de ur 50%. En estas condi-
ciones, el cultivo en agar blando tante ce los hepctocitoe tumora-
lee, como ce los hepatocitos periféricos ~Zzeznidos como se deseri-
bio en métodos fue negativo en cuanto al crecimiento en agar blando
de hepatocitos transformados y por consiguizsnte a la tincidn posi-

tiva del marcador enzimdtico de células prenecpldsicas utilizado.
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TABLA 1. DIFERENTES CONCENTRACIONES DE AGAROSA PARA L4 CAPA
SUPERIOR DEL CULTIVO EN AGAR BLANDO DE CELULAS

LEUCEMICAS®.
AGAROSA NUMERO DE
CONCENTRACION (%) MANCUERNAS/C AMPOP
0.15 8
0.20 5
0.25 2
0. 30 2

%células leucemicas de ratén, L5178Y, mantenidas en tumor

aseitico.

bLa cuantificacidén se realizé a las 24 hrs., de cultivo y los

valores representan el promedio de dos cultives.
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TABLA II. TIEMPO DE TRATAMIENTCO CON DMN EN CULTIVG PRIMARIO
DE HEPATOCITOS DE RATA INTACTA.

TIEMO B % IE VIABILCD
CULTIVO (HR) SIN TRIFSINA CON TRIFSINA
CONTROL TRATADO ONTROL TRATADF
3 5.0t 0.8 9a.0% 1.5 92.2% 6.0 94.6% 1.0
6 92.0% 2.2, 92.7% 1.1 91.:% 19 93.6 L 0.46
" *
+ A% ++
9 82.5% 1.5 84.9% 2.3 5122 1y s1.1% 5.9

oy

9ra dosis de DMN fue de 1x10”
+ Fl andlisis estadistico se hizo mediante una prueba de t para
datos pareados, encontrandose los siguientes valores de signi-

ficacién: con respecto al tiempo de cultivo de 3 h.

+ p>0.01; +p 7 0.01; 1“;}7{}'.195. Y al comparar tripsinzados con
no tripsinzados a las 9h de cultivo los valores fueron para los
L
controles p70.005 y tratados “940.01.
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TABLA III. TIEMPO DE TRATAMIENTO DON DMN EN CULTIVO PRIMARIO DE
HEPATOCITOS PROVENIENTES DE RATA PARCIALMENTE HEPA--
TECTOMIZADA.

TIEMFO DE % DE VIABILIDAD
CULTIVO (HR) SIN TRIPSINA CON TRIPSINA
CONTROL TRATADO CONTROL TRATADO
3 90.7 ¥ 0.68 .52 84| 0t 45 Pl i3
6 83.5 L 0.7 81.1 ¥ 3.0 9.7 % a7 63735 4.9
9 89.5 ¥ 3.1 s1.47 L o301 67,8t 19.1 9.6t 158

@ La dosis de DMN fue de 107°H

- El andlisis estadistico se hizo mediante una prueba de t

para datos pareados no encontrandose diferencias signifi-

cativas en ninguna de las condiciones de tiempos analizados.
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TABLA IV. % VIABILIDAD DE LOS ZEPATOCITOS PROVENIENTES E RATA
PARCIALMENTE HEPATECTCMIZADA DESPUES DE SER TRANSFE-
RIDOS AL AGAR BLANDO.

TIEMPO DE % VIABILIDAD
TRATAMIENTO
(HR) 1 2 3 4 5 z
T
3 Cg4.2 |°84.0 84.5 Fs6.9 [s1.8 [Fse.27? 1.8
|
tge. 9 *ao.o[ tgo.1| tad.2| tgs.2(tss.o t 2.6
6 C71.9 |%4.0 {°75.1 [Pri.9 [Pre.z2 Fra.0? 1.4
“26.6) tra.1| trs.1| tra.gl| trz.zltre.nt sz

x  Representa el promedio de 5 experimentos realizados por
separado.

e  Hepatocitos sin tratamiento provenientes de cultivo primario.

t  Hepatocitos provenientes de cultivo primario tratados con

DM¥ a una concentracién de 1z10™°M.
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TABLA V. % VIABILIDAD DE LOS HEPATOCITOS DE RATA INTACTA DESPUES
DE SER TRANSFERIDOS AL AGAR BLANDO.
TIEMPO DE % VIABILIDAD
CULTIVO
(HR) 1 2 3 x
3 C98.53 8. 95 90. 5 C92.9% 4.8
t9s.76 %9, 94 %89.5 Yo1.7 L 5.2
6 €g8.0 %4.0 2.2 Cgq.7 1 2.9
ter.7 %2.0 %1.8 toy.0 Lx.s
T  Representa el promedio de 3 experimentos realizados por separado.

¢ Hepatocitos sin tratamiento provenientes de cultivo primario.

t  Hepatocitos provenientes de cultivo primario tratados con DMV a

una concentracién de sza'san
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TABLA VI. VIABILIDAD DEL CULTIVO DE HEPATOCITOS DE RATA INTACTA
EN AGAR BLANDO.

TIEMPO DE % DE VIABILIDAD®
CULTIVO (DIAS) DMF 3 HRS DMN 6 HRS
CONTROL ~ TRATADO CONTROL TRATADO
0 95.5 95.7 94.1 89.0
1 78.4 83.3 84.0 75.5
2 61.5 60.6 53.1 54.2
3 52.1 55.1 39.0 39.0
4 20.0 19.0 10.0 10.0

La cuantificacién se realizé diariamente, y los valores repre-

sentan el promedic de dos cultivos.
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TABLA VII. VIABILIDAD DEL CULTIVO DE HEPATOCITOS DE RATA PARCIAL-
MENTE HEPATECTOMIZADA EN AGAR BLANDO.

TIEMPO DE % DE VIABILIDAD®
CUTIVO (DIAS) DMN 3 HRS DMN 6 HRS
CONTROL ~ TRATADO CONTROL TRATADO
0 89.2 87.9 84.0 82.0
1 73.1 72.2 ?71.0 70.0
2 60.2 54.0 61.0 59.1
3 46.0 45.0 42.0 40.2
4 15.0 14.0 18.0 12.0

representan el promedio de dos cultivos.
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FIGURA 1
Colonia de células leucémicas (L5178Y), después de 12 dias de cultive

en agar blando. Tomada con microsccpio invertido de luz con una reso-
lucion de 40X.
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FIGURA 2
Cultivo de hepatocitos de rata intacta (HRI), a los 4 dias de cultivo

en agar blando. Tomada con microscopio de luz invertida, con objetivo
16X.

48



FIGURA 3
Cultivo de hepatocitos provenientes de rata parcialmente hepatecto-
mizada tratados con DMN, después de 4 dias de cultivo en agar blando.
La fotografia muestra una célula grande segmentada. Tomada con micros
copio de lua invertida con objetivo 40X.
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FIGURA 4
Cultivo de hepatocitos provenientes de rata parcialmente hepatecto-
mizada, después de 4 ;diaa de cultivo en agar blando. La fotografia
muestra ‘células grandes”de relicve topogrdfico arrugado, tomadas con

microscopio de luz invertida con objetive 16z.
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FIGURA &
Colonia de células pequedias, de un cultivo de hepatocitos de rata
pareialmente hepatectomizada, después de 12 dias de cultivo en agar
blando, tomadas con microscopio de luz invertida, con objetivo de

16X.
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FIGURA 6
Cultive de hepatocitos provenientes de rata parcialmente hepatectomi-
gzada tratados con DMN, después de 12 dias de cultive en agar blando.

La fotografia muestra una célula gmnde,‘ de donde emergen eélulas peque

- " - - - . . - .
vas, tomadas con miercecopic de lua invertida con objetivo 16X.
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DISCUSIOSN

Uno de los problemas que se tiene en la actualidad en el
estudio de los cambios que sufre una célula normal durante el
proceso carcinogénico, es la falta de pardmetros confiables para
medir malignidad de las células en cultive. La bisqueda de estas
caracteristicas es intensa, y en las ultimas décadas se ha podi-
do correlacionar el estado transformado con el crecimiento en

agar blando (MacPherson y Montagnier, 1964).

El cultive primario de hepatocitos ha sido ampliamente carac-
terizado en el laboratorio en lo que se refiere a los pasos involu-
crados en la etapa de iniciacidn del proceso carcinogénico, al
comparar los efectos causados por substancias quimicas carcinogé-
nicas en hepatocitos en este estado quiescente, provenientes de
rata intacta, con los causados en hepatocitos en sintesia activa
de DN4, provenientes de ratas parcialmente hepatectomizadas 24
hrs. antez,en los cugles en teoria se cumplen todos los requisitos
para que se lleve a cabo la inieciacidn. Las diferencias encontra-
das en ambos tipos de hepatocitos en cultivo (Mendoza, 1981;
Rosales, 1982; Gareia, 1983; Talamds, 1983; Corderc, 1984; Génzalesz,
1687), en cuanto al metabolismo, la interaceidn de sus metcbolitos
activos con el DNA y a la reparacién de las bases conjugadas,
apoyan la hipdtesis de que éste, es un buen modelo de carcinogzéne-
sis experimental, pues cumple con los requisitos indispensables

para que ccurra el primer pasc del proceso carcinogénico.

En el caso especifico de la DMN, utilizada en este trabajo,
la dosis empleada de Ixiﬂ_sﬂ, es considerada no téxica (Talamis
Rohana, 1983) y concuerda con la dosis empleada para la induceidn
de transformacion "in vitro" (Pienta, 1977, tomada de Heidelherg

y col 1983).
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En cuanto a los tiempos de tratamiento de los hepatocitos
en cultivo primario, se establecid trabajar a 5 y 6 hrs. para
los cultivos de hepatocitos provenientes de rata intacta (HRI),
y de rata parcialmente hepatectomizada (HRE). Los periodos de
9 y 12 hrs. de cultivo fueron excluidos debido a que presenta-
ron una disminucién significativa en la viabilidad de los hepato-
citos y la formacidn de grumos que implica poca dispercidn celular.
Esto se puede explicar, por la secuencia de cambics morfolégicos
que sufren los hepatocitos en cultive primario, ya que durante
las 3 primeras horas: su morfologia se mantiene redonda y confor-
me transcurre el tiempo de cultivo, la morfologia de los hepatoci-
tos cambia de tal manera que a mds de 9 hrs. de cultivo, las
células se presentan totalmente extendidas y adheridas a las cajas
de cultivo con una morfologia poliédrica y formando una monoeapa,
de acuerde a lo descrito por Bonney (1974).Por lo que en los
primeros tiempos de cultivo, las uniones intercelulares que se
establecen, son mds [dciles de romper, por la cccién de la tripsina
que las uniones intercelulares a mayor tiempo de cultive, por
tal motive la tripsinizacidn y la manipulacidn mecdnica realizada
para cobtener una suspensién celular lo mas diegregade posible,
cauga la disminueidn en la viabilidad y la formacidn de grumos
a las 9 y 12 hrs. de cultivo.

Una vez establecidos los periodos de tratamientc de los hepa-
tocitos en cultivo primario, para su posterior transferencia al
agar blando, surgié la inquietud de medir la viabilidad de éstos
después de sembrados en el agar blando, tomando en cuenta que
hay wun tiempo considerable desde que son tripsinizados, hasta

1,

¢l momentec de ser scmbi

‘ados al agar. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas, al comparar los hepatocitos recién
tripsinizados y después de sembrades, en ambos tipos de cultivos
(HRI, HRP).

Al tratar de establecer las condiciones del cultiveo en agar

blando para los hepatocitos, fue necesario encontrar inicialmente
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las condiciones de cultivo de las células lewcémica L5178Y, determi-
ndndose primero la concentracién y el volumer para la primera
capa. Se llegé a la conclusidn de que dichas variables no son
determinantes en la formacidn de colonias, ya gue solo intervienen
en la formacidn de una cama, para mnantener en interfase a las
células, evitando que se adhieran a la caja de cultivo, dicho

en otras palabras impiden el anclaje. Sin emtzrgo para la capa
superior, la concentracion de agarosa y el volumen utilizado fueron
limitantes para el desarrollo de las colonias. Para el primer
easo, la concentracidn final que se establecid de 0.12% concuer-
da eon lo descrito en la bibliografia para las células L5178Y
(Folkman y Hochberg, 1973). El volumen, por otro lado, limita

el crecimiento de las colonias probablemente por la falta de
nutrientes, debido a que el agar blando por ser un medio semi-~
sélido, no puede ser reabastecido (Folkman y col. 1975). Por
iltime, el suero utilizado, también fue un factor limitante para
el crecimiento de las colonias ya que a pesar de que se ha des-
erito que el suerc de caballo y el suero fetal de bovino estimulan
el erecimiento de esta linea y de otras lineas celulares

(Folkman y Hochberg, 1973; Kuroki y col. 1975; Nakamura e Ichihara,
1985), en nuestras condiciones de cultivo no tuvieron el efecto
esperado; el suero neonato de bovino fue el unico que estimuléd

el crecimiento celular, lo que puede ser atribuide a la calidad

de los sueros empleados o a los factores séricos presentes.

Una vez encontradas las condiciones del cultivo en agar
blando de las células leucémicas, bajo estas mismas condicio-
nes se trabajd el cultivo de los hepatocitos provenientes del
eultive primario. Como lo muestran los resultadoso (Tablas VI,
v11) la viabilidad de éctos disminuyé considerablemente hasta el
4° dia a valores entre 10 y 20% en el cultvio de HRI y para HRP

la viabilidad alcanzé valores alrededor del 15%
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Sin embargo la presencia de otro tipo de células, a las que
1lamamos "células pequerias” determind seguir el cultivo por mds
de 4 dias.

Estas células que aparecen al cabo de este tiempo, tienen
la particularidad de presentarse en forma aislada o emergiendo
de "células grandes", formande colonias de mds de 12 células a
los 12 dias de cultivo. La presencia de estas células puede jus-
tificarse con base en lo reportado por Nakamura e Ichihara (1985),
quienes describen la aparicién de estas células en los cultivos
primarios en un percentaje muy reducido como resultado de ser
contaminantes de la suspensidn original de hepatccitos, los cuales
aparecen en un lapso de aproximadamente 5 dias, asociadas a restos
celulares de hepatocitos, caracteritica que se podria relacionar
con nuestras ocabservaciones de la presencia de células pequeras
que emergen de células grandes. Tomando en cuenta la morfologia
caracteristica que presentan las células de Ito y el método de
cocultive con hepatocitos (Mendoza-Figueroa y col. 1986}, consi-
deramos a las células pequedas, como células almacenadoras de
grasa o células de Ito. La funeidén que realizan estas células
en el higado, es el almacenamientoc y metabolisme de la vitamina
4, asi como la sintesis de componentes del tejido conectivo, en
condiciones normales y durante fibrogénesis (Hendriks y col. 1985;
Senzoo y col. 1984; Blomhoff y col. 1985).

En cuanto a las "células grandes", no encontramos informa-
eién al respecto, suponemos que se trata de la fusidn de varios
hepatocitos. Estas células se presentan asociadas a células pe-
quenias formando colonias o bien aisladas, su tamafio es 4 a 5 veces
mayor al de los hepatocitos parenquimales y morfologicamente se
observaron como células segmentadas, en las cuales en cada seg-
mento se presentan 1 o 2 nicleos, lo cual nos hizo pensar en
esta posibilidad. En cuanto al cultivo de hepatocitos tumorales

sembrados directamente en el agar, por las dificultades de aisla-
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miento de estas células y por la escasez de material vivo con
nédulos inducidos por carcindgenos y fenobarbital, no fue posi-

ble tener resultados concluyentes.

En la bibliografia reportan problemas para el aislamiento
de este tipo de células, sobre todo cuando provienen de tumores
gélidos (Courtenay, y col. 1978; Pavelic y col. 1983). Es impor-
tante en este caso implementar la téecnica de aislamiento de estas
células mejorando sobre tode la dispersién celular. Utilizamos
el doble de la concentracidn de colagenasa estandar, para la per-
fusidn de un higado normal o parcialmente hepatectomizado. Sin
embargo no fue suficientemente eficaz para disgregar las células
que conformaban los nédulos.

Para finalizar, los resultados obtenidos con [ -glutamil
transpeptidasa, estan fuera de discusién ya que en principio no
hubo preoliferacidn de los hepatocitos, aunque se encontraron célu-
las aigladas positives a la enzima GGT, en los hepatocitos prove-
nientes de ambos cultives, (HRI, HRP). Pero aun asi no se puede
hacer una inferencia légica que esté apoyada en datos concluyentes
solamente hubo expresién de esta enzima exitosamente en las colo-
nias de células leucémicas L5178Y, que en este caso estan en un
estado mds avanzado de transformacidn
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COFCLUSIOPRNES

Las condiciones del cultivo en agar blando de las células
L5178Y. Se definieron en base al mejor desarrollo de las colonias
ast para la primera capa determinamos 1.7 ml a 0.5% y 1.2 ml a
0.3% agarcsa y para la eapa superior un volumen de 1.2 ml a 0.125%.
Las colonias de mas de 1.0 mm de didmetro a los 7 dias de cultive

fueron positivas a la GGT.

Una vez que probamos que nuestro control positivo funeciona-
ba establecimos los periodos de tratamiento de los hepatocitos
en cultivo primario, a 3 y 6 hre con la DMN a una dosis de
1::10_5
intacta como de rata parcialmente hepatectomizada mostraron via-

M. En estas condiciones los hepatocitos tanto de rata

bilidades arriba del 75% y una buena dispersién celular cuando

fueron tripsinizados para ser transferides al agar blando.

Al medir la cinética de viabilidad de los hepatocitos de
rata intacta y de rata parcialmente hepatectomizada en el agar
blando encontramos que su viabilidad disminufia a valores de alre-
dedor del 15% al 4 dia de cultive, y tunicamente algunas células
aisladas,presentaron una tineidn positiva haeia la GGT, en ambos
tipos de hepatocitos, A partir del 4° dia de cultivo, apareciecron
otros tipos de células a las que llamamos "células pequenas”,
las cuales formaron colonias mde de 12 células a los 12 dias de
cultive, y que mostraron ser negativas con la tincidén de la enzima.
Estas mismas células, en ocasiones se observarcn agsociadas a "eélu-
las grandes™ las cuales se presentarcn con un relieve topogrdfico
arrugado y también segmentadas. Con base en esta iltima caracteris-
tica, consideramos que estas células grandes podrian ser el producto
de la fusidn de varios hepatoeitos, ya que cada compartimiento
tenia une o dos nicleos. For ultimo, las condiciones de aislamiento

de las células provenientes de los nddulos tumorales, no fueron

58



encontradas debido a que la colagenasa del doble de la utilizada
para disgregar los hepatocitos de un higado normal o parcialmente
hepatectomizado solo logrd disgregar los hepatocitos que eircundaban
los nédulos hiperpldsicos transferidos al agar blando, contrario,

a lo que se esperaba, no manifestaron ninguna diferencia con los
hepatocitos provenientes de rata intacta, pero surge la posibili-
dad de que el tiempo que permanecen viables en el cultivo sea

determinante para que se exprese su caracter transformado.
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