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ABREVIATURAS

cAMP = AMP cíclico.

ATP = Adenosin 5’-trifosfato.

ESA Albúmina de suero bovino (Bovine Serum Albumine).

CDNB = l-cloro-2 , 4 -dinitrobenceno.

DMEM= Dulbecc&s modified Eagle mediuin.

DMSO= Dimetil sulfóxido.

DTNB = Acido 5,5’—ditiobis 2—nitrobenzoico.

DTT = Ditiotreitol.

EDTA = Acido etilen—diamino—tetracético.

EGF = Factor de crecimiento epidérmico.

ECTA = Acido etilen—glicol—bis (8—amino etil eter

N,N’tetracético)

Fru(2,6)P2 = Fructosa 2,6-blsfostato.

GSH = Glutation reducido.

GSSG = Glutation oxidado.

HEPES = Anido N-2-hidroxietil piperazln—N’ —2—etanosulfónico.

HGF = Factor de crecimiento de hepatocitos.

NAD~ = Nicotinamida adenina dinucleátido.

NADP~ = Nicotinamida adenina dinucleótido fosforilado.

PBS = Tampón fosfato salino <Phosphate Buffer Salme)

Pi = Fosfato inorgánico <~o$j.

PIPES = Acido 1,4—piperazin—dietil—sultónico.

PiCA = Proteína quinasa A.

PiCO = Proteína quinasa O.

FHA = Forbol 12-miristato—12—acetato.

PPi = Pirofosfato inorgánico <P207
4j

SDS = Docecil sulfato sódico.

TAM = Tioacetamida.

TBA = Acido tiobarbitúrico.

TCA = Acido tricloroacético.

TNB = Acido 5-tio 2—nitrobenzoico.



ENZIMAS

GGT = Gamma-glutamil transterasa <gamna-glutamil-péptido:

aminoácido ganima-glutamil transferasa, EC 2.3.2.2.>.

OK = Glucoquinasa <ATP: D-glucosa 6—fosfotransferasa, EC

2.7.1.2.).

GOrI. = Glutamato oxalacetato transaminasa, EC 2.6.1.1.

GPa = Glucógeno fosforilasa a <alfa—1,4-glucan. ortofosfato

glucosil transterasa, EC 2.4.1.1.).

GPT = Glutamato piruvato transaminasa, EC 2.6.1.2.

GST = Glutation 5-transterasa, EC 2.5.1.18.

lCD = Isocitrato deshidrogenasa, EC 1.1.1.42.

HK = Hexoquinasa (ATP: D—hexosa 6—fosfotransterasa, EC 2.7.1.1.).

LDH = Lactato deshidrogenasa (L—lactato: NAD+ oxidorreductasa,

EC 1.1.1.27.).

PFIC-l = 6-fosfofructo 1—quinasa (ATP: D—fructosa 6—fosfato 1-

fosfotransterasa, EC 2.7.1.11.>.

PFK-2 = 6-fosfofructo 2-quinasa (ATP: D—fructosa 6-fosfato 2-

fosfotransferasa, EC 2.7.1.105.).

PK = Piruvato quinasa (ATP: piruvato 2—O—fosfotransferasa, EC

2.7.1.40.)
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1.- INTRODUCCION

La destrucción selectiva de células hepáticas en la necrosis

producida por una dosis subletal del hepatotóxico tioacetamida

a ratas (6,6 mmoles/Kg> y el proceso regenerativo que tiene lugar

inmediatamente después, ha permitido estudiar en este modelo

experimental las fases de muerte celular y regeneración. La

iniciación de la serie de reacciones celulares que conducen a la

necrosis hepática inducida por xenobióticos se debe principal-

mente a las especiesquímicas reactivas derivadas de la biotrans-

formación de agentesquímicos (Hunter y col, 1977; Dyroff y I’Jeal,

1983). La necrosis hepatocelular producida por la tioacetamida

se asocia con una serie de alteraciones debidas a la formación

de metabolitos reactivos derivados de la tioacetamida y de la

ticacetamida 8-óxido (Chieli y Mavaldi, 1984>. La formación

masiva de estas especies químicas reactivas trae consigo, entre

otras, las siguientes alteraciones: el estrás oxidativo, la

oxidación y depleción del glutation (Vos y Bladeren 1991), la

oxidación de los tioles proteicos (Nicotera y col, 1985) , la

peroxidación lipidica, la elevación del calcio intracelular

<Landon y col, 1986; Orrenius y col, 1987 y 1988) y la necrosis.

La respuesta regenerativa que se desencadena inmediatamente

después del proceso necrótico, está siendo objeto de

investigaciones para esclarecer los mecanismos que regulan ti

vivo la regeneración hepática y los cambios en el perfil de

isoenzimas específicos del metabolismo de carbohidratos (Obaseki

y col, 1983)

Para establecer un diagnóstico de la lesión hepática inducida

por la administración de tioacetamida se han determinado una

serie de actividades enzimáticas en suero (aminotransferasas GOT

y GPT e isocitrato deshidrogenasa>, que proporcionan índices

relativos a la necrosis hepatocelular (Cascales y col 1990a) , los

cuales, unidos al estudio histopatológico en cortes de hígado
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nos han permitido establecer un cuadro de necrosis perivenosa

masiva. Los enzimas relacionados con la utilización del glutation

se consideran también indicativos de desequilibrio hepático en

modelos de hepatotoxicidad (Cascales y col, 1991) . Las activi-

dades enzimáticas de la gamma—glutamil transferasa sérica y la

glutation S-transferasa hepática se elevaron notablemente a la

vez que se observó una brusca disminución en la concentración

hepatocelular de glutation. Estas alteraciones unidas al incre-

mento en la concentración de ¡nalondialdehido y a las alteraciones

en la homeostasis del calcio intracelular, son indices de lesión

hepática (Mehendale, 1991), en la que se encuentra involucrada

la peroxidación lipidica y la destrucción de las membranas

celulares. Todas estas determinaciones nos han llevado a proponer

que el punto máximo de necrosis hepatocelular, originado por una

dosis de tioacetaniida a ratas, se detecta a las 24 horas de la

administración del tóxico y que el periodo de regeneración

fluctua entre las 36 y las 72 horas.

Por citometria de flujo se han determinado, en suspensiones de

hepatocitos de rata tratadas con tioacetamida, propiedades

físicas tales como tamaño relativo y emisión de fluorescencia

a 530 nm, porque estos parámetros pueden ser también utilizados

como criterio del grado de lesi6n hepática producido por

xenobióticos (Thorell 1981 y 1983; Dallas y Evans, 1990). El

contenido del DNA genómico es de gran utilidad para determinar

en hepatocitos en regeneración, la proporción de células

comprometidas en el proceso reproductivo a través del ciclo

celular (Videlov y col, 1983; Vielh y col, 1991>. Por ello, en

hepatocitos aislados durante las fases de necrosis y regeneración

se ha evaluado la ploidia así como su distribución en cada fase

del ciclo de división celular: Ci, S y 02 + M. La comparación de

estos resultados con poblaciones de hepatocitos adultos normales

y fetales nos ha proporcionado pruebas del grado de desdiferen-

ciación alcanzado durante el proceso regenerativo. Otra de las
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características de los procesos post—necróticos es la aparición

de factores de crecimiento séricos desencadenantesdel proceso

regenerativo (Michalopoulos y col, 1982; Andus y col, 1991). La

capacidadmitogénica del suero de ratas tratadas con tioacetamida

se ha evaluado, por incorporación de timidina tritiada, sobre

cultivos secundarios de fibroblastos aislados de embrión de

pollo, comprobándose, que la capacidad activadora de la mitosis

en estos cultivos alcanzó su máximo cuando se adicionó a). medio

suero obtenido a las 12 horas de la intoxicación.

Trabajos recientes de nuestro grupo (Cascales y col, 1992b; Diez-

Fernández y col, 1992) han podido demostrar que la respuesta

de los hepatocitos fetales a la acción estimuladora del forbol

12-miristato 13-acetato (éster de forbol, PMA) es opuesta a la

de los adultos, como también lo es la respuesta de los hepato-

citos fetales frente a la acción inhibidora del glucagón (Hue y

Rider 1987). Esta diferente respuesta a un promotor tumoral, como

el FHA, puede estar relacionada con los mecanismos de

señalización celular, movilización del calcio y proliferación

celular en hígado en regeneración como modelo de tejido en

proliferación isocrona (Tsukaxuoto y iCojo, 1987). La diferente

respuesta al glucagón de los enzimas glucoliticos dependientes

de la protefha quinasa A en hepatocitos en regeneración post

necrótica (Cascales y col, 1992a) , prueba la existencia de

isoenzimas que exhiben un comportamiento similar al del enzima

fetal <Rosa y col, 1990)
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1.1.- Regeneración hepática

Una de las características de los organismos vivos es su capaci-

dad para superar las lesiones producidas por agentes fisicos o

químicos y para ello han generado una serie de mecanismos de

defensa que, a grandes rasgos, pueden clasificarse en dos

categorías: la primera, comprende todos aquellos procesos de los

que se vale la célula para prevenir la lesión despuésdel ataque

nocivo, la segunda engloba los mecanismos de respuesta para

superar la lesión una vez producida, mediante la renovación y

cicatrización del tejido. El. estudio de los procesos que

participan en la prevención de la lesión celular o tisular, ha

ocupado la atención de los investigadores durante mucho tiempo

y ha sido sólo hace poco cuando, aquellos sistemas encargados de

la regeneración celular y la restauración tisular han empezado

a interesar de manera especial.

1.2.- circulación hepática

El estudio y conocimiento de la circulación hepática es absoluta-

mente indispensable para interpretar cualquier investigación que

tenga como base el hígado o sus células. Puntos importantes que

conviene tener en cuenta se refieren a: la significación fisio-

lógica del doble suministro sanguíneo (vena porta y arteria

hepática) , la regulación del flujo portal, y la desorganización

circulatoria en procesos de lesión hepática.

La configuración anatómica hepática separa el hígado en dos

lóbulos iguales y subdivide cada lóbulo en dos serentos. La

sangre llega al hígado por dos vias independientes: una arterial

con elevada presión, a través de la arteria hepática (AH) y otra

venosa con menor presión, a través de la vena porta <VP). El

eflujo de la sangre se verifica a través de una vena común, la

vena hepática <VE). La arteria hepática (AH) asciende directa-
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mente del eje celiaco y se divide en dos ramales gástrico y gas—

troduodenal siguiendo a través del ligamento hepatoduodenal ya

como propia arteria hepática, antes de bifurcarse e introducirse

en los segmentos del hígado. La vena porta drena el efluente

venoso del tracto digestivo (VMS) y del bazo (VE) . En los

mamíferos, la vena porta representa el único canal venoso que

atraviesa otro órgano, el hígado, antes de retornar al corazón.

Al igual que la arteria hepática, la vena porta se bifurca en

ramales que se distribuyen en los segmentos hepáticos. Por

último, la sangre arterial y la venosa portal se encuentran en

el sinusoide (S) y de ahí drenan, vía vena hepática, en el

interior de la vena cava inferior (Esquema 1)

La arquitectura hepática se encuentra organizada en modelos

lobulillares o acinares y la sangre aferente arterial (AH) y

venosa (VP) viajan separadamente dentro de]. tejido conjuntivo

interlobular o interacinar antes de mezcíarse completamente en

la región perivenosa. Las arteriolas terminales se vacían tanto

en el interior de los capilares venosos, como en el interior de

los sinuosoides (8) hepáticos. Observaciones directas de las

oscilaciones en el flujo de la circulación sinusoidal sugieren

que el intercambio (entrada y salida) del flujo sanguíneo

sinusoidal se regula mediante esfínteres <Esquema 1).

El sinusoide hepático (8> es un capilar recubierto por un

endotelio que posee poros o fenestras a través de los cuales

circula el plasma sanguíneo. Las células de Kupffer o fagocitos

especializados se distribuyen entre las células endoteliales. En

algunas especies, las paredes de las venas hepáticas poseen

esfínteres musculares potentes, pero en humanos las paredes de

estos canales vasculares son muy finas (Witte y Witte, 1974>. Una

porción del flujo hepático arterial pasa a través de una fina red

capilar que encierra conductos biliares antes de mezcíarse con

la sangre venosa portal.

A

1
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1.3.- Proliferación hepática post—nearótica

El hepatocito de los mamíferos es una célula que posee una amplia

capacidad funcional y a pesar de su elevado grado de especializa-

ción, conserva la capacidad de proliferar en determinadas cir-

cunstancias. El estimulo más común para la división, que afecta

al parénquima hepático, es la pérdida de las propias células del

hígado; esta pérdida puede deberse a tres causas: infección,

intoxicación química o hepatectonia parcial. La respuesta celular

es aparentemente la misma en cualquiera de estos tres casos. El

modelo de regeneración hepática más utilizado para el estudio de

la respuesta proliferativa sincrónoma se consigue en ratas por

hepatectomia de porciones de hígado que pueden superar hasta un

70 % del total. La regeneración hepática puede lograrse también

mediante la administración de agentes químicos hepatotóxicos que

producen, según la dosis administrada, diversos grados de

necrosis.

En condiciones normales el hepatocito se encuentra en la fase

GO/Gí del ciclo de división celular, lo cual no impide que el

hígado sea uno de los tejidos del organismo transaripcionalmente

más activo. La baja incorporación de precursores metabólicos en

la molécula de DNA, se debe a que un porcentaje muy bajo (< 2. %>
de los hepatocitos se encuentran en la fase 5. En condiciones

normales, el DNA mitocondrial muestra también, un mínimo recambio

metabólico (Cascales y Martin—Sanz, 1990b; Mehendale, 1991>

El hígado, mediante hepatectonila parcial, se convierte en un

modelo experimental de proliferación celular. La síntesis del DNA

se inicia unas 18 horas después de la amputación quirúrgica y

alcanza su máximo entre las 24 y las 48 horas. Ensayos con pre-

cursores metabólicos radioactivos han mostrado que los máximos

de incorporación se alcanzan primero en los hepatocitos y después

en las células epiteliales y en las de Kupffer. La proliferación
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del parénquima hepático comienza en las zonas periportales y se

desplaza posteriormente hacia las áreas perivenosas. De esta

manera, en un plazo de 2 a 3 semanas el segmento hepático rema-

nente, recupera tanto el número de células como el peso origi-

nario del hígado. En el curso de esta hiperpíasia compensatoria,

el 90 % de los hepatocitos se divide entre las 24 y las 48 horas

después de la hepatectomía (Bucher y col, 1976).

Para comprender la regulación del crecimiento hepático después

de la hepatectomia parcial es fundamental conocer los cambios que

tienen lugar en la función del hepatocito. Durante las transi-

ciones proliferativas se verifica la desdiferenciación celular,

proceso que implica una regresión de las células adultas hacia

un estado más primitivo. Sin embargo, este estado desdiferenciado

es distinto al correspondiente al desarrollo ontogénico o carci—

nogénico. Como ejemplo pueden citarse los isoenzimas de la aldo—

lasa y la piruvato quinasa en hepatocitos fetales, en hepatocitos

regenerantes y en hepatocitos procedentes de ratas tratadas con

2 acetilamino-fluoreno (Dybing y col, 1979). Este estudio revela

que los hepatocitos comienzan a producir isoenzimas fetales antes

de dividirse y que los hepatocitos normales y los de hígado

adulto tratado con carcinógenos, presentan la misma capacidad de

proliferar en cultivos primarios. Los isoenzimas de la piruvato

quinasa proporcionan una prueba más clara de la desdiferenciación

que los de la aldolasa, y con ellos se demuestran las diferencias

de los procesos reguladores de la expresión enzimática durante

la ontogénesis, regeneración y hepatocarcinogénesis (Guguen—

Guillouzo y col, 1988>

Después de la administración de una dosis elevada de un hepato-

tóxico, el hígado sufre necrosis hepatocelular infligida por el

mecanismo de bioactivación de la toxina. Por mecanismos aún no

completamente esclarecidos, el hígado responde estimulando la

proliferación y con ello la regeneración hepatocelular. A dosis
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débiles del hepatotóxico, la necrosis afecta sólo a pocas células

y la regeneración tiende a iniciarse aproximadamente a las 6

horas, desapareciendoa las 24 horas los síntomas de lesión. Es

frecuente que reaparezca con posterioridad alguna muestra de

lesión remanentey que entre las 36 y las 48 horas tenga lugar

una segunda fase de división celular <Mehendale, 1991>

El extraordinario fenómeno de la regeneración hepática va unido

a otro fenómeno no menos notable. Las células recién divididas

son resistentes a la acción citotóxica de agentes químicos. Por

tanto, además de la reposición de las células y de la restau-

ración de la morfología hepatolobular, merced a la propiedad de

resistencia que poseen las nuevas células, el tejido hepático se

encuentra capacitado para superar la inminencia de una agresión

tóxica en las fases posteriores, evitando, por una parte, la

expansión de la lesión y por otra, acelerando el proceso de la

recuperación total <Diez—Fernández y col, 1992>

1.4.- Respuesta mitótica de los hepatocitos

El conocimiento de los cambios en la función del hepatocito, que

tienen lugar después de una hepatectomia parcial, es fundamental

para comprender la regulación del crecimiento visceral. Durante

las transiciones proliferativas, tiene lugar un proceso tal como

la desdiferenciación o retrodiferenciación, que implica una

regresión transitoria de las células adultas hacia un estado más

primitivo y se considera un paso obligado en la regeneración

hepática. La desdiferenciación se sabe que tiene lugar durante

la ontogénesis, la regeneración y la carcinogénesis.

Trabajos de Huerta-Bahena y col <1983) pueden servir para

explicar experimentalmente la regresión o desdiferenciación que

tiene lugar en la regeneración hepatocelular. En hígado fetal de

rata se sabe que la acción de las catecolaminas se regula
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principalmente por receptores 3—adrenérgicos, mientras que en

hepatocitos de animal adulto son los receptores cc—adrenérgicos

los que median la acción metabólica de la adrenalina. Estos

autores han investigado sobre el papel de los receptores oC y 8

adrenérgicos después de la hepatectomia parcial. Se ha demostrado

que el efecto estimulador de la adrenalina sobre la glucoge—

nolisis, la gluconeogénesis y la ureogénesis, dirigido por

receptores o¿-adrenérgicos al cabo de tres días, pasó a ser

mediado por receptores B—adrenérgicos y al séptimo día retornó

al estado normal primitivo. El bloqueante B—adrenérgico, el d-1

propanolol, previno en gran proporción la regeneración de las

células hepáticas de rata, impidiendo la entrada de dichas

células en la fase mitótica de su primer ciclo celular sin

afectar la replicación del DNA. Este compuesto fue más efectivo

cuando se administró 1-2 horas después de la hepatectomia

parcial. El propanolol inhibió el incremento pre—replicativo del

AMP cíclico y no inhibió la mitosis. La expresión de enzimas

fetales y antígenos fetales, tales como la fetoproteina durante

la regeneración hepática y la hepatocarcinogénesis se ha

demostrado que es el resultado de la retrodiferenciación de los

hepatocitos maduros. El grupo de Fausto ha examinado el grado de

homología entre poblaciones de RNA en hígado de rata durante el

desarrollo, la regeneración y la neoplasia y ha observado que la

expresión enzimática es diferente en estos tres casos de

proliferación celular <Petropoulos y col, 1985)

En lo que respecta al efecto de la sobrecarga metabólica, origi-

nada por la hepatectomía, sobre la iniciación de la síntesis de

DNA <Ngala-Kenda y col, 1984), se han estudiado los cambios en

la carga energética del ATP (CE = ATP + 0,5 ADP/ATP + ADP AMP)

como expresión de la sobrecarga metabólica y de la fosforilación

oxidativa. Los niveles de ATP disminuyeron significativamente,

mientras que la fosforilación oxidativa mitocondrial se incre—

mentó a las 24 horas. La infusión de glucosa previno la caída del



—11—

ATP, retrasó la iniciación de la síntesis del DNA y modificó el

mecanismode respuesta. Parece ser que la sobrecarga metabólica

es la que se encuentra involucrada en la iniciación de la rege-

neración hepática.

Se ha descrito un método (Gaub e Iversen, 1984) que permite a las

ratas sobrevivir a la hepatectomia del 90 por 100, sobre la base

de los experimentos anteriormente indicados. La mortalidad del

100 por 100 se redujo a un 14 por 100, permitiendo a las ratas

un libre acceso a un fluido de bebida con glucosa. En estas

ratas, la síntesis del DNA y el indice mitótico reveló una

respuesta proliferativa desmesurada, con un poderoso estimulo

regenerador.

Existen dos cuestiones aún sin resolver que permitirán el escla-

recimiento de los cambios en la expresión genética durante el

proceso de regeneración: diferencias en cantidad y calidad del

niRNA, e interrelaciones entre el modelo de expresión genética y

desarrollo hepático. Las respuestas a estas preguntas han de

estar basadas en la cantidad de DNA que se transcribe, en la

abundancia y complejidad del TnRNA y en los datos comparativos de

homología de los mRNAs para la albúmina, ~c.—fetoproteina y

fibrinógeno en hígado en desarrollo normal y en regeneración

<Fausto, 1984)

El hígado normal contiene la mayoria de las especies del RNA que

se encuentranen la regeneración, antes y después de la inicia-

ción de la síntesis del DNA. Las variaciones en mRNA hepático,

contenido en las poblaciones de RNA, son suficientes para permi-

tir la transición de los hepatocitos de un estado de reposo a

otro de división. Finalmente, el análisis de la expresión de

genes específicos sugiere que existe poca similitud entre los

modelos de expresión genética entre un hígado en regeneración y

otro en desarrollo. Un grupo de investigadores (Friedman y col,
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1984), al examinar la concentración de diversos ENAs durante la

regeneraciónhepática han encontrado que la mayor parte no expe—

rimenta apenasvariaciones, tanto en su concentración como en su

grado de transcripción. Por el contrario, la concentración de los

mRNAs de la actina y de la tubulina se incrernentó unas diez veces

sin que aumentara su transcripción. Tampoco hay mayor velocidad

de síntesis de RNA necesario para hacer pre—rRNA y niRNA para

proteínas ribosómicas. La principal conclusión de estos estudios

ha sido el hallazgo de que muchos de los constituyentes necesa-

nos para el incremento o utilización de la masa celular, pueden

ser suplementados por una mayor conservación del RNA transcrito.

1.5.- Reguladores de la proliferacián celular

Muchos investigadores han utilizado la regeneración hepática como

uno de los modelos más interesantes para investigar los mecanis-

mos reguladores de la proliferación celular y los que gobiernan

la entrada de las células en la fase de replicación del DNA. En

los últimos aflos se ha demostrado la existencia de síntesis

replicativa del DNA en hepatocitos aislados de ratas adultas,

mantenidas en cultivo de monocapa durante varios días. Es un

hecho conocido que una serie de biocatalizadores desempeñan una

misión destacada o son esenciales para la replicación del DNA en

tales cultivos. Entre estos agentes cabe citar las hormonas

(Bucher, 1982) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF), así

como otras sustancias como el piruvato, el calcio y aminoácidos,

además de otros factores de crecimiento no definidos aún

completamente<Jirtie y Michalopoulos, 1982; Enat y col, 1984).

Existen pruebas evidentes que atribuyen un papel importante al

EGF en la proliferación de los hepatocitos de rata In vivo

(Nakamura y col, 1984a) e In vitro <Enat y col, 1984) . Otras

investigaciones confirman que el EGF se une a receptores

específicos y estimula la síntesis del DHA en hepatocitos en

cultivo de rata adulta (Michalopoulos y col, 1984). Otro grupo

1>
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de sustancias, las poliaminas, se han considerado desde hace

tiempo implicadas en los procesos de proliferación celular,

debido a que la ornitina descarboxilasa, enzima responsable de

su síntesis, aparece enormemente incrementada en tejidos en

proliferación.

1.5.1.- Hormonas

Se ha descrito que una serie de hormonas actúan como reguladores

de la regeneración hepática: insulina, glucagón, hormona para—

tiroidea, calcitonina, yodotironina, glucocorticoides, etc.

(Starzl y col, 1977). El hígado de los mamíferos tiene capacidad

de regeneraciónen respuesta a numerososestímulos y se sabe que

despuésde la hepatectomia parcial la síntesis del DNA se incre—

menta bruscamentea las pocas horas seguida de la mitosis, que

alcanza un máximo entre las 24 y 48 horas. De esta manera a las

48 horas el hígado remanente ha duplicado su tamaño y a los 7

días ha recuperado su peso normal. En este momento, el creci-

miento cesa tan bruscamente cono empezó. Los mecanismos respon-

sables de la iniciación, promoci6n e inhibición del crecimiento

no están aún del todo claros.

Se ha sugerido, que la síntesis del DNA en hígado en regeneración

se encuentra regulada, en primer lugar, por las catecolaminas

que, segregadas por los nervios esplénicos, funcionan a través

de los receptores v% hepáticos <Nakata y col, 1986). Por otro

lado, las observaciones de Nishizuka (1984), ponen de manifiesto

que la proteína quinasa O, activada por el éster de forbol, FHA

<forbol 12 miristato 13-acetato) interfiere con la transducción

de señales de los receptores &~ (García—Sainz y Hernández—

Sotomayor, 1987>. Tsukamoto y Kojo <1987) han observado que el

FHA previene el proceso de regeneración hepática que tiene lugar

despuésde la hepatectomía parcial. Esta acción negativa puede

explicarse sobre la base de que la proteína quinasa O, activada
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por el PMA, fosforila y desensibiliza a los receptores ~, los

cuales regulan primariamente la síntesis del DNA en la regene-

ración hepática (Rosler y Schoner, 1990). Es un hecho bien

establecido que la estimulación de estos receptores por un

agonista o4~, da lugar a un incremento en el turnover de los

inositoles con la consiguiente formación de inositol trifosfato

(agente movilizador del calcio) y diacilglícerol (activador

fisiológico de la proteína quinasa C). Así, la proteína quinasa

C puede jugar un papel fundamental como mensajeronegativo a modo

de control inmediato, frente a una respuesta excesiva, a través

del receptor ~ Estos resultados, los primeros que se han

realizado en animal completo, están en total desacuerdo con los

experimentos ti vitro de otro grupo de investigadores (Boynton

y Whitfield, 1980), quienes demostraronno hacemucho, que el PMA

actúa como un promotor tumoral típico que induce la síntesis del

DNA en células hepáticas. Esta aparente contradicción entre el

diferente comportamientode las células hepáticas nativas o cul-

tivadas, frente a un mismo promotor tumoral, necesita de poste—

riores investigaciones, ya que al contrastar estos resultados con

los obtenidos con el fenobarbital, también clasificado como

promotor tumoral, no se ha observado actuación negativa sobre la

regeneración hepática. El PMA parece que actúa sobre las células

en las fases Gí y/o E, ya que los agonistas «~ regulan la sín-

tesis del DNA 12 horas despuésde la hepatectomia parcial, que

es cuando los hepatocitos entran en la fase Gí y S y se encuen-

tran a la espera de la señal del nervio esplénico para continuar

el proceso. En este momento es cuando el efecto negativo del PMA

se pone de manifiesto. Aunqueestos resultados indican que la in-

hibición de la regeneración hepática por PMA se establece de una

manera un tanto ambigua si la proteína quinasa O ejerce su efecto

a través de la desensibilización sólo de los receptores o&.~, se

sabe que este enzima desensibiliza también otros receptores

hormonalesmovilizadores de calcio como el factor de crecimiento

epidérmico <EGF), vasopresina y angiotensina II, cuyas contribu—
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ciones en la regeneraciónhepática no están aún bien establecidas

(Lynch y col, 1985>.

Tomando como punto de referencia el incremento en el contenido

de DNA en hígado en regeneración como un reflejo de la cantidad

total de células hepáticas y el incremento en la velocidad de

eliminación de la antipirina como una consecuenciadel incremento

en la masa funcional hepática, Petersen y col <1987> han estu—

diado la regeneración hepática en función de). tiempo en ratas

hepatectomizadas después de la supresión de la respuesta humoral

al glucagón por pretratamiento durante 14 días con 20 p¿g de cinc—

glucagón. En estas condiciones se ha visto que existe un adelanto

cronológico y más pronunciado en las dos variables ensayadas

(contenido de DNA y velocidad de eliminación de la antipirina),

en las ratas pretratadas con cinc—glucagón. Esto indica que esta

hormona actúa produciendo una aceleración en la regeneración

hepática.

También se han estudiado las relaciones del estrógeno y su

receptor frente a la regeneración y crecimiento del hígado de

rata, encontrando un descenso notable en la concentración del

receptor de estrógenoy en el número de células que lo contienen.

La caída comienza a las 3 horas de la hepatectomia parcial y

continúa hasta las 72 horas. paralelamente se registra un mayor

número de células que exhiben receptor de estrógeno en sus

núcleos. La administración de 17 8—estradiol, en el momento de

la extirpación hepática, eleva la translocación del receptor de

estrógeno hacia el núcleo y acelera la velocidad de síntesis del

DNA. Todo parece indicar que el estrógeno y su receptor se en-

cuentran involucrados en la promoción de la regeneración hepática

<Fisher, 1984)
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1.5.2.— poliaminas

Las poliaminas han interesado a los investigadores en el campo

de la regeneración hepática, a partir del hallazgo de una gran

concentración de putrescina en tejidos con rápido crecimiento

como el hígado de rata despuésde la hepatectomia parcial (Tabor

y Tabor, 1976 y 1984)

Se sabe que durante las primeras horas despuésde la hepatectomía

parcial, el incremento en putrescina es paralelo a la actividad

de la diamina oxidasa <Sessa y col, 1981>, enzima que cataliza

la oxidación de putrescina a gamma-aminobutiraldehido. Dando por

sentado que la diaminooxidación parece que es el paso limitante

en el metabolismo oxidativo de la putrescina, se ha investigado

su síntesis y degradación tratando de esclarecer el mecanismo

responsable de esta elevada actividad enzimática en hígado en

regeneración (Sessay col, 1982). Con inhibidores de la síntesis

proteica se ha demostradoque el incremento se debe a una mayor

capacidadde síntesis de la proteína enzimática y no a un cambio

en la vida media del enzima.

Se ha estudiado también (Rupniak y col, 1982) los efectos In vivo

de un análogo de las poliaminas, el 1,3 diaminopropanol (DAP),

sobre la regeneración hepática. El DAP es un análogo estructural

de la putrescina y se cree que bloquea la formación de poliaminas

por supresión de la actividad de la ornitina descarboxilasa,

enzima limitante de la síntesis. La infusión de DAP en ratas par-

cialmente hepatectomizadas, previno los consiguientes fenómenos

de síntesis de espermidina y DNA en hígado en regeneración. La

reducción de la biosíntesis del DNA reflej6 un bloqueo en la

entrada de los hepatocitos en la fase 8.

Se ha demostrado que un número de agentes, que frenan la biosín-

tesis de poliaminas, producen la inhibición del crecimiento
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celular en cultivos. Estos agentes son casi todos los inhibidores

de la ornitina descarboxilasa, el único enzima que forma putres—

cina en las células de mamíferos. La comparación de los inhibi-

dores irreversibles de la ornitina descarboxilasa con los

inhibidores competitivos, ha dado importancia a los primeros. El

único compuesto que interfiere con la producción de poliaminas

es el metilglioxal, el cual es un inhibidor muy potente e irre-

versible de la 5-adenosil metionina descarboxilasa, cuyo pro-

ducto actúa como fuente de grupos propilamina necesarios para

convertir la putrescina en espermidina y espermina (Pegg y col,

1981)

También la ornitina descarboxilasa ha generado un gran interés

desde que se descubrió su implicación en el crecimiento celular.

Este enzima, dependiente del piridoxal fosfato, controla el paso

limitante de la biosíntesis de poliaminas. Se ha establecido una

relación estrecha entre la actividad de la ornitina descarboxí—

lasa y la velocidad de crecimiento en un gran número de sistemas.

El incremento en su actividad enzimática, que se registra en

células transformadas, es consecuencia de una mayor síntesis cJe

novo de la proteína enziirática (Weiss y col, 1981).

1.5.3.- Factores de crecimiento humorales.

Una vez establecido que frente a la pérdida de células hepáticas

por hepatectomia parcial o por lesión química o infecciosa, el

hígado posee una capacidad inmensa para regenerarse, es obvio

preguntarse acerca de los mecanismos que controlan este proceso.

La regeneración hepática se regula mediante la acción de hormonas

y factores de crecimiento (Andus y col, 1991). El factor de

crecimiento epidérmico <epidemial growth factor, EGF) es uno de

los responsables clave de la proliferaci6n celular en hígado

durante el desarrollo fetal y después de la hepatectomia parcial

o lesión tóxica <Slack, 1989; Luetteke y Michalopaulos, 1985>.
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La acción del EGF se encuentra modulada por una serie de hormonas

que intervienen modificando las interacciones entre este factor

y su receptor. El EGE actúa sinérgicarnente con la insulina y el

glucagón en el estimulo de la regeneración hepática (Skov Olsen

y col, 1988). Se ha comprobado que el número de receptores EGF

hepáticos se regula de manera específica según el diferente ritmo

en la secreción de la hormona pituitaria (Jaiso, 1988> La libe--

ración al plasma de la hormona pituitaria de manera intermitente

en ratones macho, es más efectiva en el estimulo de la expresión

del receptor EGF que la liberación continua de esta hormona en

el caso de las hembras (Rashimata y col, 1988; Ekberg y col,

1989). En cultivos primarios de hepatocitos de rata, se ha obser-

vado que los estrógenos antagonizan la unión de]. EGF a su recep-

tor inhibiendo por ello el efecto mitogénico del EGF <FrancaVilla

y col, 1987). Los glucocorticoides, por otro lado, actuan modu-

lando la fostorilación de la tirosina del receptor EGF inducida

por el propio factor EGF <Karasik y col, 1988)

El factor transformante del crecimiento oC (TGFoC) y el EGF se unen

al mismo receptor y ambos promueven la síntesis del DNA en hepa—

tocitos de rata. A pesar de que el TGF’~-4 se une al receptor EGF

con una afinidad cuatro veces menor que el EGE, su actividad

biológica es más efectiva. Durante la regeneración hepática indu-

cida por hepatectoTnia parcial, la síntesis de TGF~4 aumenta en

hepatocitos y alcanza su máximo en el momento de mayor síntesis

del DNA <Brenner y col, 1989). La elevación del TGFO¿ durante las

primeras 24 horas que siguen a la hepatectomia parcial coincide

con una disminución en el número de receptores de EGF debida a

su mayor internalización y es paralela a un incremento en el niRNA

de este receptor (Gruppusso y col, 1990>. También, durante el

desarrollo fetal del hígado en los últimos estadios de la

gestación se registra un incremento en la expresión del receptor

del EGF (Gruppusso, 1989)
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El TGFB, al contrario que el TGF«., es un regulador negativo muy

potente de la proliferación de los hepatocitos, tanto en condi-

ciones normales en las que la proliferación celular es muy baja,

como en estados de regeneración post—necrótica, preneoplásicos

y neoplásicos (Wollemberg y col, 1987; Carr y col, 1986; Strain

y col, 1987), antagonizando el crecimiento hepático inducido por

el ¶VGFOL <Mead y Fausto, 1989). La administración in vivo de TGFB

a ratas hepatectomizadas inhibe la síntesis del DNA en hígado en

regeneración (Russel y col, 1988>. Durante el proceso regenera—

tivo originado por hepatectomia parcial se eleva notablemente la

expresión del TOES en hígado, pero el punto máximo de expresión

del TGFI3 es posterior al del TGE04 (Braun y col, 1988)

El factor de crecimiento de fibroblastos <FGE) participa también

en el desarrollo del hígado fetal <Presta y col, 1989) y en la

regeneración hepática post hepatectomía y post necrótica <Kan y

col, 1989). A concentraciones l&2 M el FGF estimula la síntesis

del DNA en hepatocitos. Sin embargo, a concentraciones i0’ M este

factor inhibe el crecimiento inducido por el EGF. Después de la

hepatectomia parcial la elevación en la expresión genética del

FGF hepático es anterior a las del TGF~L y TGFS (Presta y col,

1989). De esta manera, la proliferación de los hepatocitos que

se inicia inmediatamente después de la necrosis hepática, puede

continuar mientras los niveles de TGF~sean bajos (1042 14). Más

tarde, la elevación en las concentraciones del FGF y del TOES

pone limite a la proliferación de los hepatocitos.

Otro factor especifico del crecimiento de hepatocitos, desen-

cadenante de la regeneración hepática en respuesta de la pérdida

de hepatocitos es el HGF <hepatocyte growth factor) <Miyazawa y

col, 1989; Nakamura y col, 1986, 1987 y 1989) . El HGF aparece en

suero de rata después de la hepatectomia parcial y en suero

humano después de una hepatitis fulminante. Este factor se ha

manifestado como el mitógeno con actividad más potente en
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cultivos primarios de hepatocitos (Feingold y col, 1988). El HGF

también denominado hepatopoyatina fue identificado en suero de

ratas parcialmente hepatectomizadas <Nakamura y col, 1984;

Michalopoulos y col, 1984>. Más tarde se purificó a partir de

plaquetas <Nakamura y col 1986>, plasna humano <Gohda y col,

1988) e hígado de rata (Asami y col, 1991) y su secuentzia de

aminoácidos se ha deducido por clonaje de su DNA complementario

<Nakamura, 1989; Miyazawa, 1989). Hasta hace poco, el HGF se

consideró que poseía una estrecha especificidad actuando

principalmente como mediador humoral de la regeneración hepática

después de hepatectomía parcial o lesión hepática <Gohda y col,

1988). Sin embargo las investigaciones más recientes han

demostrado que el HGF es un polipéptido funcional que actua de

forma paracrina sobre una amplia variedad de tipos celulares, ya

que se expresa en diversos órganos, se libera por fibroblastos

en cultivo (Rubin, 1991) y estimula la proliferación de un amplio

espectro de células. Estudios de Montesano y col (1991> han

revelado una propiedad adicional del HGF, la capacidad de

transmitir información para determinar el reordenamiento espacial

de las células epiteliales. Es interesante destacar que entre un

número de citoquinas bien caracterizado por Montesano y col

<1991>, sólo el HGF indujó la tubulogénesis en fibroblastos lo

que le atribuye una función morforegulatoria específica. Se ha

demostrado la existencia de elevados niveles de HGF en suero de

ratas después de la necrosis inducida por hepatotoxinas tales

como el 0014 o la D—galactosamina (Andus y col, 1991>.

Otros factores, como el factor de necrosis tumoral a. (TNFo&) y

las interleuquinas 1 y 6 <IL—]. e IL-6), actuan activando o inhi-

biendo la proliferación de los hepatocitos, por mecanismos aún

no bien determinados (Nakamura y col, 1988; Kunia y col, 1990).

En conclusión, EGF, TGFoL, FGE y HGF funcionan como inductores

fisiológicos de la síntesis del DNA en hepatocitos durante la
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regeneración hepática. Todos ellos actuan a través de mecanismos

autocrinos y pracrinos. El estimulo del crecimiento hepático por

el EGF y el TGF~Cse modula por el TGFB, el cual se induce un poco

después que el TGFoC, previniendo así una proliferación celular

incontrolada <Braun y col, 1988). El destacado papel que juegan

estos factores en la regeneración hepática se ha visto reforzado

por un interesante descubrimiento: la regeneración hepática

inducida por hepatectomía parcial se encuentra muy retrasada en

ratones atimicos mantenidos en esterilidad <libres de gérmenes>

y, por tanto, sin contacto con componentes bacterianos, tales

como el lipopolisacárido <LPS>. Estos ratones fueron asimismo

resistentes al LPS, por una deficiencia en tejido linfoide

(Cornelí y col, 1990). El retraso en la iniciación de la regene-

ración hepática puede ser debido a la incapacidad de estos anima-

les para liberar factores de crecimiento en respuestas a toxinas

alimentarias o ambientales.

El cultivo primario de hepatocitos de animal adulto está convir—

tiéndose, cada vez con más frecuencia, en un bioensayo para la

detección de factores de crecimiento hepáticos. Nakamura y col

(1983a y b>, han enfocado su atención hacia la influencia de la

densidad celular sobre el crecimiento de hepatocitos de rata

adulta en cultivo primario y han sido capaces de demostrar, con

bastante claridad, que las células hepáticas tendían a crecer

mejor a bajas densidades, lo que hizo pensar en que la

interacción celular desempeñaba una misión destacada en la

regeneración.

Trabajos de Nakamura y col <1983a y b> ponen de manifiesto la

existencia de un mecanismo modulador de la síntesis del DNA en

hepatocitos de rata incubados con insulina y EGF. Este factor

ubicado en la membrana plasmática celular era el responsable de

la dependencia que existía entre la síntesis del DNA y la densi-

dad celular. Este factor modulador se ha descrito como una
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proteína de 670 kDa lábil al calor. El papel de esta proteína in

vivo es aún incierto y es necesario demostrar si su efecto modu-

lador se verifica en las etapas iniciales del ciclo celular, ya

que los hepatocítos normales se encuentran, prácticamente en su

totalidad, en fase GO. Yamada y col (1987) han estudiado el papel

de este modulador en relación con la regeneración hepática, en

hepatocitos aislados 24 horas después de la hepatectomia par-

cial. Se ha observado que la adición a estos cultivos de membra-

nas plasmáticas, tanto de hígado normal como de hígado en regene-

ración, daba lugar a una inhibición de la síntesis del DNA. El

hecho de que este modulador no obstaculice la unión del EGF con

los hepatocitos cultivados, ha hecho pensar que la inhibición de

la proliferación de los hepatocitos en la fase Gí del ciclo

celular por este modulador, puede estar controlada también por

otros factores en el proceso de la regeneración.

Los hepatocitos de rata adulta en cultivo primario mostraron una

síntesis inducida del DNA cuando se adicionó al medio suero

sanguíneo procedente de ratas 48 horas después de haber sufrido

la hepatectomia parcial. Estos fenómenos se han atribuido a una

disminución de los inhibidores del crecimiento preexistentes en

suero, lo cual permite actuar a los de carácter estimulador de

forma opuesta, favoreciendo el crecimiento celular. La adición

de hormonas a estos sistemas, ha puesto de manifiesto que la

sustancia estimuladora del crecimiento no coincide con el EGF,

ni con el factor derivado de las plaquetas <PDGF), ni con la

tiroxina, glucagón o hidrocortisona <Michalopoulos y col, 1982).

También se ha investigado sobre un factor producido en hígado en

regeneración, que estimula la incorporación de timidina marcada

en el DNA. Esta sustancia es específica del órgano e ¿½ vivo

también de la especie (La Brecque, 1982 y La Brecque y col,

1984>. Se ha demostrado que es termostable y precipita, aunque

no se inactiva, por etanol. Otros autores (Starzl y col, 1977>
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están de acuerdo con los resultados anteriores y sugieren, la

existencia de un factor sérico que estimula a los hepatocitos

quiescentes a entrar en el ciclo celular. Sin embargo, estos

autores, no pudieron identificar este factor debido a las

complejas interacciones in vivo.

Los hepatocitos de rata adulta en cultivo primario retienen

muchasde las funciones hepáticas y respondena diversas hormonas

igual que in vivo. Además estos hepatocitos pueden proliferar en

cultivo cuando la densidad celular es baja y cuando se añade al

cultivo EGE e insulina. En 1976 Richian y col, describieron por

vez primera, que la insulina y el EGF eran potentes activadores

de la síntesis del DNA en cultivos primarios de hepatocitos de

rata madura y desde entonces son muchas las investigaciones que

han confirmado estos resultados. Sin embargo, no existe ninguna

descripción in vivo, de que estos factores experimenten un

incremento en suero después de la hepatectomia parcial, y por el

contrario, existen pruebas de la rápida disminución de los

niveles de insulina en sangre portal y periférica después de la

hepatectoinía parcial. Por otro lado, la concentración de LOE

normal es del orden de 1 ng/mí, lo cual supone sólo una décima

parte de la dosis efectiva para la síntesis del DNA en hepato-

citos cultivados.

Se sabe poco acerca del mecanismo mediante el cual el LOE

estimula la proliferación celular. El receptor situado en la

superficie celular necesario para la acción del EGF contiene una

porción amino que se une al EGF, un dominio trasmembrana y un

dominio quinasa. Estos dos dominios son homólogos al producto

proteico del oncogen viral erb B. El número de receptores del LOE

se encuentra a menudo incrementado en lineas celulares malignas

derivadas de cánceres humanos, La cantidad de iRNA que codifica

el receptor EGF se encuentra frecuentemente elevada en tumores

y en lineas celulares derivadas de tumores, Por otra parte, si
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se incrementa el número de receptores celulares EGF en células

NIH/STS utilizando un retrovirus portador del gen del receptor

EGF se llega a un fenotipo transformado que depende de la

presencia del EGF. Se ha descrito que el EGE disminuye (down

regulation) el número de sus receptores sobre la superficie

celular e incrementa la expresión del mRNAde su receptor. Como

el EGF juega un papel importante en la proliferación celular es

probable que la regulación del receptor EGF en un sistema de

elevada capacidad proliferativa como el hígado en regeneración,

sea muy importante. No ha sido aún demostrado directamente que

el EGF juegue un papel primordial en la regeneración hepática in

vivo, pero existen pruebas experimentales que así lo apoyan. Para

determinar si existen cambios durante la regeneración hepática,

en la cantidad de niRNA del receptor del EGF, Johnson y col (1988>

han aislado los mENAs en diferentes momentos después de la hepa—

tectomia parcial y los han analizado mediante hibridación con dos

sondas diferentes de cDNA de gen humano. Estas sondas, pE7 y pEG2

se hibridaron con especies de RNA de 10 y 6 kbases. En las prime-

ras 12 horas después de la hepatectomia, se observó que ambas

especies disxwinu=an mientras que en las muestras tomadas a las

24 y 72 horas se incrementaban muy significativamente sobre los

controles. Estos resultados hacen pensar que existe un mecanismo

regulador transcripcional y/o post-transcripcional, en el hígado

en regeneración con respecto a la expresión genética de los

receptores del EGF.

La entrada de tas células en el ciclo proliferativo se acompaña

de un incremento en la velocidad de síntesis proteica. Los

mecanismos moleculares responsables de este incremento se

encuentran en estudio. Experimentos in vitre con células en

cultivo como linfocitos o fibroblastos han demostrado que al

menos alguna de las variaciones en la síntesis proteica se deben

a alteraciones de compuestos preexistentes del sistema

transíacional. Uno de los principales factores implicados en el
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control de la velocidad de síntesis proteica es el factor de

iniciación eIF-2 (eukaryotic iniciation factor—2). Para estudiar

el papel de estos factores sobre la síntesis proteica a nivel

ribosómico durante la regeneración hepática, se ha establecido

un sistema in vitre con polisomas de hígado normal, como fuente

de mRNA y ribosomas, y con fracción citosólica de hígado en

diferentes estadios de regeneración después de hepatectomia

parcial (Bommer y col, 1987>. Para detectar cambios en la

actividad de factores solubles durante la regeneración hepática,

independientes de los cambios en el mRNAy ribosomas, han usado

un sistema con polisomas de hígado normal que no mostraba

actividad endógena de incorporación de aminoácidos. La actividad

de las fracciones citosólica y microsomal obtenidas después de

hepatectomia parcial estimuló de manera notable la incorporación

de aminoácidos por estos polisomas.

En cultivos primarios de hepatocitos de ratas adultas a diversos

tiempos (4, 8 y 10 horas> después de hepatectomia parcial del 70

por 100 del hígado, se sintetizan cantidades de DNA, comparadas

con las de rata normal. Sin embargo, a las 24 horas, la

biosíntesis del DNA en hepatocitos aislados, es tres veces

superior a la considerada normal. La adición de insulina al medio

ejerce un efecto mínimo sobre la síntesis del DNA en todos los

hepatocitos ensayados. La incorporación del factor de crecimiento

epidérmico, sólo o en combinación con insulina, produce un

incremento notorio en la síntesis del DNA en hepatocitos en

regeneración, que se pone de manifiesto a las 4 horas de la

hepatectomia, y alcanza su máximo a las 24 horas de la operación

(Francavilla y col, 1986)

Estos resultados muestran claramente que los hepatocitos sinte-

tizan DNA inmediatamente después de la hepatectomia parcial. La

activación de la síntesis del DNA por el EGF puede resultar muy

útil para el conocimiento de este mecanismo celular. De la
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misma manera que ocurre en los fibroblastos, el factor de

crecimiento epidérmico puede que ejerza también su actividad

mitogénica en hepatocitos. Los hepatocitos en cultivo, aislados

a tiempos diferentes después de la hepatectomia parcial, repre-

sentan un sistema óptimo para estudiar las interrelaciones del

factor de crecimiento epidérmico con la actividad mitogénica y

con el estado de los receptores. Estos mismos autores han

determinado la unión del factor de crecimiento epidérmico a los

hepatocitos, y han comprobado que los resultadas conseguidos en

hepatocitos aislados de ratas, a las 4 horas después de la

hepatectomia, son los mismos que para los hepatocitos normales,

pero son casi insignificantes en los hepatocitos aislados 12 y

24 horas después de la operación. Se ha demostrado en muchos

ejemplos, que cuando la proliferación celular está estimulada,

la unión del EGF disminuye (Brown y col, 1984; Rozengurt y col,

1981; Shoyab y Todaro, 1980; Wharton y col, 1982>

1.6.- Regeneracióny función hepática

El hígado, ya hemos visto, es un árgano notable, que responde a

una agresión tóxica que causa necrosis hepatocelular, mediante

la inducción de la proliferación de los hepatocitos remanentes;

y después de un periodo de tiempo, no superior a las dos semanas,

es capaz de recuperar su masa y celularidad inicial (Fausto,

1990; Michalopoulos, 1990). Experimentos con timidina tritiada

han puesto de manifiesto un elevado porcentaje de núcleos

marcados con tritio en hígado en regeneración en comparación con

hígado control. También en hígado en regeneración, se ha

observado una mayor proporción de núcleos hepáticos con un

contenido tetraploide u octaploide de DNAya que, los hepatocitos

con núcleos poliploides son prueba de un estado de proliferación

rápida típico de regeneración hepática. El desarrollo de la masa

total hepática después de un proceso necrótico o de amputación

quirúrgica es una prueba de la enorme capacidad regenerativa de
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las células hepáticas. Sin embargo, aún no se ha resuelto una

cuestión importante concerniente a la identidad de las células

progenitoras implicadas en el proceso regenerador. Se ha descrito

que una clase de células hepáticas progenitoras existentes en los

conductos biliares terminales o intermedios, puede proliferar en

respuesta a un recambio normal hepatocelular o a cualquier forma

de lesión hepática (Selí, 1991). Sin embargo, existen evidencias

que sugieren que son los hepatocitos maduros los que son capaces

de llevar a cabo la regeneración y que, tanto durante el

desarrollo del hígado normal, como durante la regeneración hepá-

tica, los nuevos hepatocitos surgen de los hepatocitos preexis-

tentes <Fausto, 1990; Michalopoulos, 1990). Por tanto, existe un

pool de células maduras con potencial regenerativo que hace que

las células progenitoras sean innecesarias en el proceso regene-

rativo. Durante mucho tiempo se ha creido que la deficiencia en

la masa hepatocelular era el agente que desencadenaba la expan-

sión de las células remanentes, pero en caso de hígados de

ratones transgénicos con una supresión somática (Sandgren y col,

1991), se inicia la regeneración sin que existan cambios en el

peso o en el número de células hepáticas, lo que indica que el

agente desencadenante tiene que ser algún indicador de la función

hepática y que solo cuando la masa hepática satisface la demanda

de funcionalidad es cuando la proliferación celular cesa en

respuesta a la señal que indica que la regeneración está

completa. El fenotipo hepático demuestra el notable potencial

proliferativo de las células hepáticas, ya que sólo unos pocos

hepatocitos podrían efectivamente repoblar el órgano completo.

El modelo de ratones transgénicos puede ser utilizado para el

estudio de las señales implícitas en la regeneración hepática y

en la naturaleza de la respuesta celular.
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1.7.— Muerte celular. Apoptosis versus necrosis

Aunque durante mucho tiempo se ha considerado que la muerte

celular surge como consecuencia de procesos patológicos (Trump

y Mergner, 1974>, ahora se sabe que la muerte de algunas células

supone un fenómeno fisiológico necesario para el desarrollo

normal y la renovación celular (Saunders, 1966>. El estudio de

la morfología de las células que mueren, ha revelado dos modelos

diferentes de muerte celular, denominados necrosis y apoptosis

(Wyllie, 1981)

La necrosis tiene lugar, generalmente, en condiciones patol5-

gicas. Las células que sufren necrosis se hinchan y muestran una

disrupción de las membranas externas e internas, con prominencias

en la membrana plasmática. Puede observarse una fase prenecró—

tica, conocida como hinchamiento hidrópico. En esta fase, el

retículo endoplásmico se dilata y las mitocondrias aparecen

también hinchadas. Las alteraciones necróticas irreversibles se

manifiestan, a menudo, por expansiones en el volumen de las

mitocondrias que van acompañadas por disrupción de la estructura

mitocondrial <HcConkey y Orrenius, 1991).

Al contrario que las células necróticas, las células apoptóticas

pierden el contacto con las células adyacentes y sufren conden—

sación y fragmentación. Los orgánulos citoplasmáticos de las

células apoptóticas se hacen más compactos, aunque las mito-

condrias, en apariencia, continuan intactas. A veces, aparecen

prominencias en la membrana nuclear. Existe una concentración

característica de la cromatina, la cual se ha relacionado con

la actividad de nucleasas endógenas. Estas endonucleasas pueden

activarse por una elevación de la concenjración citosólica de

calcio (Boobis y col, 1989>.

Las perturbaciones en la homeostasis intracelular del Ca2+, que
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se caracterizan por elevaciones sostenidas del calcio citosólico,

parece que juegan un papel critico en la muerte celular inducida

por sustancias tóxicas (Orrenius y Bellomo, 1986>. Los efectos

citotóxicos inducidos por ese incremento originan alteraciones

en el citoesqueleto que se asocian con la aparición de prominen-

cias en la membrana plasmática (Jewell y col, 1982>, la activa-

ción de las fosfolipasas dependientes de calcio que lesionan la

membrana (Chien y col, 1977) y la activación de proteasas

neutras, también dependientes del calcio <Nicotera y col, 1986>.

En núcleos de hepatocitos de rata se ha demostrado la existencia

de endonucleasas que necesitan calcio a nivel Tnilimolar para ser

estimuladas (¿fones y col, 1989) . McConkey y col, (1989> han en-

contrado que una elevación sostenida del calcio citosólico <desde

50—loo nM a 300—700 nM) precede a la fragmentación del DNA

característica de la muerte de timocitos inmaduros inducida por

glucocorticoides <Wyllie y col, 1980>. El tratamiento previo de

los timocitos con quelantes del calcio, tales como el quin—2-AM,

o la incubación de estas células en medio sin calcio, evitó la

elevación del calcio, la fragmentación del DNA y la muerte

celular. La rotura de la cromatina se bloquea también con inhibi-

dores de la calmodulina, sugiriéndose que la calmodulina inter-

viene en la apoptosis de los timocitos (Nicotera y col, 1986).

En estudios con diversos agentes tóxicos se pone de manifiesto

que procesos análogos a éstos, en los que interviene la elevación

sostenida del calcio citosólico asociada con una activación de

la fragmentación del DNA, pueden presentar un enorme interés a

nivel toxicológico <Orrenius y Bellomo, 1986>.

Numerosos agentes químicos, así como otros estímulos tóxicos,

pueden lesionar las células y originar en ellas una secuencia

compleja de reacciones que culminen en la muerte celular. La

lesión celular originada por xenobióticos conduce a menudo a la

necrosis donde la muerte celular se debe al fallo de sistemas

endógenos necesarios para mantener el equilibrio, pero otras
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veces puede conducir a que se inicie un proceso activo que lleve

a la apoptosis.

El estudio de los mecanismos bioquímicos que se encuentran implí-

citos en la muerte celular tiene una importancia fundamental para

conseguir medios efectivos frente a los numerosos agentes cito—

tóxicos. Hasta la fecha, los intentos para la identificación de

las reacciones celulares que tienen lugar en caso de intoxicación

celular, se han encontrado entorpecidos por las limitaciones de

los sistemas experimentales disponibles y por la gran variedad

de alteraciones que tienen lugar en el interior de la célula

cuando se lesionan los mecanismos reguladores de la homeostasis.

Muchas de estas alteraciones van unidas a una pérdida de la

viabilidad sin que sean ellas mismas la causa de la muerte

celular. Actualmente, mediante el uso de células aisladas se ha

progresado mucho en la identificación de aquellas reacciones

bioquímicas directamente relacionadas con la muerte celular.

Inmediatamente después de la agresión tóxica, las células sufren

una serie de cambios bioquímicos y morfológicos. Una de las

primeras respuestas de los hepatocitos frente al ataque de una

gran variedad de hepatotoxinas, es la aparición de prominencias

en la superficie de la membrana plasmática <Mesland y col, 1981>.

Este fenómeno surge antes de que se observe cambio alguno en la

permeabilidad celular y es irreversible. Se cree que la muerte

celular sobreviene, en sus últimas consecuencias, por la rotura

de estas prominencias con la consiguiente pérdida del contenido

celular (Lemasters y col, 1987)

A pesar de los esfuerzos realizados por numerosos grupos de

investigadores, no están aún definidos los mecanismos mediante

los cuales los tóxicos matan las células. Se sabe que muchos

compuestos muestran su toxicidad a través de metabolitos

reactivos, bien directamente o como resultado de la generación
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de especies activas de oxigeno. Cada vez son más evidentes las

pruebas que llevan a considerar que la perturbación de la

homeostasis del calcio se asocia a la toxicidad de muchos

compuestos. Sin embargo, no se sabe con certeza, cuales son las

reacciones que, una vez iniciadas por tal perturbación, propagan

la lesión. Parece que podrían encontrarse involucrados en este

proceso fenómenos tales como la disrupción del citoesqueleto, la

activación de enzimas degradativos, como proteasas y la

fosfolipasa A2 y la estimulación de la endonucleasa y la poil-

(ADF-ribosa) polimerasa.

1.7.- Papel del calcio en la hepatotoxicidad producida por

agentes químicos

Los trabajos realizados en los últimos años, en particular por

el grupo de Orrenius <1987, 1988>, hacen suponer que un aumento

prolongado de calcio ionizado en el citoplasma, es uno de los

elementos que intervienen en la sucesión de reacciones que

sobrevienen entre la introducción de la toxina y la muerte del

hepatocito. El estado actual de los conocimientos permite

proponer el siguiente esquema: a> formación de especies químicas

reactivas, b) depleción del glutation y modificación de los

tioles proteicos y a) aumento del calcio citosólico.

a) La hepatotoxicidad de los agentes químicos se debe, en gene-

ral, a la formación de especies químicas reactivas, capaces de

reaccionar con los constituyentes celulares hepáticos (Pessayre,

1987). Estas especies reactivas, pueden ser metabolitos electro-

filicos y/o radicales libres. Estos últimos pueden actuar direc-

tamente o a través de la formación de un radical superóxido u

otras especies reactivas de oxígeno.

b) Por mecanismos diferentes, los metabolitos electrofilicos y

los radicales libres producen una depleción del glutation
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hepatocelular y una alteración de los grupos tioles de las

proteínas. Los metabolitos reactivos electrofilicos reaccionan

con el grupo tiol, nucleófilo, del glutation y también con los

grupos -5H2 de las proteínas con lo cual desaparece el GSH y se

origina una arilación o alquilación de las proteínas celulares.

En las reacciones catalizadas por las glutation S—transferasas,

el átomo de azufre del OS?! proporciona los electrones para el

ataque del sustrato electrofilico. El conjugado así formado se

hidroliza eliminando el residuo glutamilo por acción de la gamma-

glutamil transferasa y el residuo glicocola por acción de la

hidrolasa específica y se excreta como mercapturato, el derivado

acetilado del conjugado de cisteina <Anderson y col, 1980>

Por otro lado, los radicales libres actuan atrapando un átomo de

H~ de un lípido insaturado dando lugar a un radical lipidico, que

fija oxígeno y forma un radical lipo peróxido.

02

lípido—?! > lipido~ > lipido—00

El lípido peróxido reacciona con un segundo lípido insaturado y

origina un lipo hidroperóxido y un segundo radical lipidico,

responsable de la propagación del proceso de peroxidación:

lipido1—OO~ + l1.pido2-H > llpidocOOW + lipidog

La glutation peroxidasa transforma el hidroperóxidp lipidico en

alcohol (lípido-OH) con la oxidación concomitante del OS en 0550:

glutation peroxidasa
lipido-OOW + 205?! > lípido—OH + GSSG+ H20

El GSSG formado se reduce mediante la acción de la glutation

reductasa y se regenera el GSH:
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glutation reductasa
GSSG + 2NADPH > 2GSH + NADP~

La actividad de la glutation reductasa consume NADPH, coenzima

suministrado por las deshidrogenasas, dependientes del NADP~, del

ciclo de los pentosa fosfatos, principalmente la glucosa

6—fosfato deshidrogenasa.

Cuando el hepatocito se encuentra sometido a un estrés oxidativo

importante, se produce GSSGa una mayor velocidad, lo cual altera

el equilibrio del par GSH/GSSG. Esto entraña un rechazo hacia el

GSSG formado en exceso que tiene que salir del hepatocito. La

extrusión del GSSG origina consecuentemente un descenso en la

concentración de GSH hepático. El aumento del cociente GSSH/GSH

va acompañado de una oxidación de los grupos —8H2 de las

proteínas <Orrenius y col, 1987>

c) Las condiciones citadas anteriormente confluyen para desem-

bocar en un aumento del calcio intracelular. La membrana plasmá-

tica, alterada por peroxidación lipidica o fijación covalente,

deja entrar calcio en grandes cantidades (Lauterburg, 1981>. La

disminución de NAD(P)H, observada en ciertas situaciones de

estrés oxidativo, aminora la capacidad mitocondrial para acumular

calcio <Bellomo y col, 1982>. La oxidación de los tioles pro—

teicos disminuye la actividad de las ATPasas dependientes del

calcio del retículo endoplásmico y de la membrana (Nicotera y

col, 1990), lo cual permite que el calcio penetre libremente en

el citosol, que no se acumule en la mitocondria ni en el retículo

endoplásmico y que no encuentre rechazo suficiente que le obligue

a salir del hepatocito. El resultado es un aumento importante y

prolongado del calcio en el espacio citoplasmático del hepa-

tocito (McConkey y col, 198 9b).

Para determinar si el aumento del calcio intracelular se encuen-

tra implicado en la citotoxicidad, numerosos autores han compa—
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rado la toxicidad de diversos agentesquímicos sobre hepatocitos

incubados en presencia y en ausencia de calcio. Los resultados

han sido absolutamente contradictorios. Trabajos de Reed <Pascoe

y Reed, 1989) han demostrado que la ausencia de calcio y de

vitamina E en cultivos de hepatocitos, puede por si misma ser

hepatotóxica. Por un mecanismo todavía mal conocido, tales

incubaciones entrañan una sobrecarga oxidativa con peroxidación

lipídica, oxidación y disminución del GSH, agotamiento de la

vitamina E del hepatocito, oxidación de los tioles proteicos,

alteraciones mitocondriales y mortalidad celular (Farris y col,

1985; Thomas y Reed, 1988a y 198Gb>. Por tanto, una incubación

sin calcio y sin vitamina E podría a prevenir el aumento prolon-

gado de calcio intracelular, pero por otro lado introducirla un

efecto tóxico propio. Este doble efecto explica los resultados

confusos de las experiencias que comparan la toxicidad de

moléculas extrañas en presencia o en ausencia de calcio.

1.8.1.- Medida de la concentración de calcio intracelular

La metodología reciente permite evaluar las variaciones del

calcio intracelular inducidas por hormonas en hepatocitos indivi-

dualizados. Por medio de la microscopia de fluorescencia puede

detectarse el calcio en células cargadas con indicadores fluores-

centes <fura2, indol) o bioluminiscentes <acuorina) (Rooney y

col, 1989; Tsien, 1988>. La acuorina es una fotoproteina que se

extrae de la medusa Aquora y una vez inyectada en la célula emite

una luz cuya intensidad depende del calcio. Otro método consiste

en medir las variaciones del calcio intracelular a partir del

potasio sensible al calcio en hepatocitos individualizados

(Capiod y col, 1987>. Con esta técnicas se ha observado que las

hormonas o los neurotransinisores originan oscilaciones en la

señal del calcio. Debido a la asincronia inevitable de las

respuestas celulares, estas oscilaciones han podido observarse

sólo en células individuales y no en suspensiones celulares
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<Jacob, 1990). Se han detectado también oscilaciones del calcio

intracelular en hígado perfundido (Graft y col4 1967). Además,

parece que la frecuencia, no la amplitud, de las oscilaciones

depende de la concentración de las hormonas estimulantes (Woods

y col, 1987). Estas observaciones han llevado a sugerir que las

señales repetitivas podrían ser un modo general de codificar la

información de las respuestas hormonales Se han propuesto

diferentes modelos para explicar la génesis de estas respuestas

especialmente en el hígado. Por un lado, se atribuye a los
e.pertodos de síntesis y degradación del IP3 la liberación y

reacumulación secuencial del calcio por el retículo endoplásmico

<Meyer y Stryer, 1986), y por otro se ha propuesto la existencia

de secuencias periódicas de activación/desensibilización del

canal-receptor del IP3 <Pietrí y col, 1990). Una tercera teor<a

imagina liberaciones repetidas de calcio desde los diferentes

reservorios mediante un mecanismo denominado “liberación de

calcio inducida por calcio
t’ (Rooney y cols, 1989) . Si los

reservorios se situan en lugares diferentes de la célula, este

último modelo puede explicar las oleadas de calcio y su

redistribución no homogenea en la célula <Berridge e Irvine,

1989)

1.8.2.- Efectos tóxicos del calcio

En muchos modelos de estrés oxidativo se ha observado que existe

una estrecha correlación entre el grado de elevación del calcio

intracelular y la citotoxicidad, como una posible relación de

causa efecto. Esta idea encuentra apoyo en el efecto protector

de diversas sustancias bloqueantes de los canales de calcio

<nifedipina, verapamil, clorpromazina, etc.), frente a la acción

de diversos hepatotóxicos conocidos (cloroformo, dimetil—

nitrosoamina, paracetamol, tetracloruro de carbono y tioacetamida

in vivo) <Landon y col, 1986). Xn vitro se ha podido demostrar,

que una elevación prolongada del calcio intracelular permite
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conseguir aumentos prolongados de calcio de manera específica.

Esto se ha conseguido mediante la adición de maitotoxina <Kutty

y col, 1989), sustancia que se comporta como un agonista de los

canales de calcio y hace entrar el calcio extracelular en el

hepatocito o también añadiendo un ionóf oro del calcio, el A23187

(Costa y col, 1987) que hace entrar el calcio extracelular en el

hepatocito y amplía, por otro lado, el calcio acumulado en el

retículo endoplásmico y en las mitocondrias. Se puede igualmente

aumentar el calcio intracelular inhibiendo la extrusión del

calcio del hepatocito. Esto último puede lograrse adicionando ATO

al medio de incubación (Nagelkerke y col, 1989) o también afta—

diendo cistamina que forma disulfuros mixtos con los tioles pro—

teicos inhibiendo así la actividad de las translocasas depen—

dientes del calcio de la membrana plasmática <Nicotera y col,

1989). Estos tratamientos acarrean un aumento prolongado del

calcio intracelular y una posterior formación de vejigas cito—

plasmáticas, aumento de enzimas proteoliticos intracelulares y

la muerte celular.

El aumento prolongado de calcio intracelular activa las proteasas

citosólicas que dependen del calcio. Estas proteasas digieren las

proteínas celulares, especialmente aquellas que aseguran el

enganche de los microfilamentos sobre las proteínas de la

membrana plasmática <Orrenius y col, 1988>. La desorganización

de esta red mícrofilamentaria bajo la membrana, permite la

formación de protuberancias o vejigas cuya ruptura acarreará la

muerte celular.

Es importante destacar que la formación de estas vejigas puede

originarse por mecanismos independientes de la concentración de

calcio intracelular. El monómero de la actina posee muchos grupos

—5W. En el caso de una sobrecarga oxidativa numerosas moléculas

de actina se unirán por puentes disulfuro formando voluminosos

agregados macromoleculares no funcionales <Mirabelli y col,
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1988). La hipótesis es que se produce una alteración de la red

microfilamentaria que dará lugar a las vejigas citoplasmáticas

<Thor y col, 1988) . En el caso de sobrecarga oxidativa es

probable que también tenga lugar la formación de disulfuros

mixtos, actina—glutation. Se ha demostrado que estos disulfuros

mixtos no impiden la polimerización normal de la actina mono—

mérica (actina G> en microfilamentos <actina E>, pero las

fibrillas formadas presentan una estabilidad mecánica muy débil

(Stournara y col, 1990). De esta manera, la oxidación de los

grupos tiol proteicos puede alterar el sistema microfilamentario

por dos mecanismos: uno directo, que oxida los grupos tiol de la

molécula de actina, y otro indirecto, a través de la elevación

del calcio intracelular, activación de las proteasas y alteración

secundaria de la red microfilamentaria.

1.9.- Hepatotoxicidad de la ticacetamida

Muchos de los compuestos, o sus metabolitos, que pueden causar

lesión letal a los hepatocitos, son compuestos con una elevada

reactividad química. Estas especies electrofílicas tienen

capacidad de unirse covalentemente a las macromoléculas

celulares. Existe una estrecha correlación entre la cantidad de

estas uniones covalentes y la necrosis celular (Gillette, 1974).

La hipótesis de que la lesión y muerte celular son consecuencia

directa de la interacción de especies electrofilicas reactivas

con lugares celulares críticos, ha sido la base de la mayoría de

los avances en el estudio de los mecanismos de la muerte celular

inducida por agentes tóxicos.

La mayor parte de las sustancias que son tóxicas mediante su

biotransformación en intermediarios reactivos, afectan la

concentración celular del glutation. Inicialmente, la atención

de los investigadores se concentró en el papel de la formación

de aductos entre la especie reactiva y el glutation, con el
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consiguiente agotamiento del GSH celular, pero se reconoce ahora

que la oxidación del GSH a GSSG supone también un mecanismo

importante comprometido en la defensa (Vos y Bladeren, 1990).

La tioacetamida se metaboliza rápidamente en hígado de rata dando

lugar a la tioacetamida E—óxido que se considera el compuesto

electrofilico capaz de formar aductos N—B—acetil lisina y ejercer

así sus efectos necrogénicos <Dyroff y Neal, 1983).

La tioacetamida, al igual que muchos otros agentes hepatotóxicos,

se metaboliza en el retículo endoplásmico dando lugar a metabo—

litos reactivos que interaccionan con componentes de la célula

e inician una cadena de reacciones que conducen a una lesión

hepática que se manifiesta por diversos grados de necrosis cen—

trilobular (Dyroff y Neal, 1983). La necrosis hepática inducida

por tioacetamida se asocia con un incremento en el contenido

hepático de calcio <Landon y col, 1986; Anghileri y col, 1986>.

El sistema mono~-oxigenasa microsómico, dependiente de flavina,

el N,N—dimetil anilina N—oxidante (LO 1.14.13.8), es el sistema

enzimático responsable del metabolismo de la tioacetamida E—óxido

en microsomas de hígado de rata y de la formación de aductos N-~—

acetil lisina con proteínas microsómicas <Dyroff y Neal, 1983;

Chieli y Mavaldi, 1984)

Se han utilizado modelos experimentales de disfunciones hepátí—

cas, inducidas por administración de tioacetamida a ratas, para

estudiar parámetros bioquímicos relacionados con la funcionalidad

hepática <Martin-Sanz y col, 1987b; Cascales y col, 1990a) ¿ así

como reacciones bioquímicas involucradas en la biotransformaciófl

de esta sustancia hepatotóxica <Chielí y Mavaldi, 1984)

El modelo utilizado por nuestro grupo en estudios de intoxicación

crónica se obtuvo en ratas por administración intraperitoneal

diaria de tioacetamida en dosis de 50—100 mg/Kg durante ocho
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semanas. Este tratamiento continuado dió lugar a hígados con un

elevado grado de desarrollo nodular y con una colestasis

hepatobiliar crónica. AL final de las 8 semanas los numerosos

nódulos en la superficie hepática revelaron un grado severo de

cirrosis portal con nódulos hiperplásicos (Cerdán, 1978) . Estos

nódulos son proliferaciones focales de hepatocitos alterados que

pueden observarse en la mayor parte de los modelos de tumores

hepáticos inducidos por sustancias químicas (Solt y Farber,

1976). Recientemente, estos nódulos han sido definidos histológi-

camente como “nódulos atipicos adenomatosos hiperplásicos” y se

supone que representan un primer estadio del carcinoma hepato—

celular (Nakanuma y col, 1990)

El desequilibrio metabólico en hígado es una de las consecuencias

del metabolismo de agentes hepatotóxicos, y así en caso de into-

xicación crónica con tioacetamida, se han descrito alteraciones

significativas en los enzimas del ciclo de la urea, como también

en los sistemas enzimáticos relacionados con el ácido glutámico,

que ocasionan un incremento en las concentraciones de amonio,

tanto en el interior del hepatocita como en plasma sanguíneo

(Cascales y ccl, 1979 y 1982). También los enzimas generadores

de NADPHde la vía de los pentosa fosfatos se encuentran notable-

mente afectados en hígado de rata tratada cronicamente con

tioacetamida (Cerdán y col, 1981)

De acuerdo con estas sugerencias se iniciaron con posterioridad

investigaciones en relación con la lipogénesis de novo en hígado

por efecto de la administración aguda y crónica de tioacetamida

(Martin-Sanz y col, 1989b), así como otras relacionadas con los

mecanismos de peroxidación <Cascales y col, 1990a y 1991> . Las

actividades enzimáticas relacionadas con la síntesis de ácidos

grasos, disminuían progresivamente a lo largo de las ocho semanas

de administración de tioacetamida. Sin embargo, las actividades

de otros enzimas lipogénicos, dependientes del NADP, como el
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enzima málico y la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, <Cerdán y

col, 1981> experimentaron incrementos muy notables. Estos

incrementos pueden relacionarse con un mayor requerimiento del

NADPHnecesario para la destoxificación y no para la lipogénesis.

En el curso de investigaciones concernientes a alteraciones en

el metabolismo de los lípidos en tumores hepáticos inducidos por

administración continuada de tioacetamida, nuestro grupo ha rea-

lizado estudios sobre la translocación de la fosfatidato fosfo—

hidrolasa <EC 3.1.3.4.) y su modulación por una serie de sustan-

cias <Cascales y col, 1989). La fosfatidato fosfohidrolasa es un

enzima que se encuentra en la encrucijada de la biosíntesis de

triacilglicéridos y fosfolípidos y su actividad depende de su

transíacación desde el citosol, donde es inactivo, a las membra-

nas del retículo endoplásmico, donde es activo.

Entre las sustancias moduladoras de la translocación/actividad

de la fosfatidato fosfohidrolasa se encuentran algunas, como la

espermina y el PMA, que están involucradas en el mecanismo de

proliferación celular y en la promoción tumoral y otras, como la

clorpromazina, que al actuar como antagonistas del calcio dismi-

nuyen la acumulación de este elemento y la necrosis centrilobular

asociadas con la administración de TAl.! (Landon y col, 1986). La

ornitina descarboxilasa se eleva considerablemente en hígado de

ratas en caso de intoxicación aguda o crónica con tioacetamida

(Cascales y col, 1986). La relación entre la actividad de esta

enzima y la capacidad moduladora de la espermina, hace suponer

que la actividad enzimática de la fosfatidato fosfohidrolasa se

encuentra relacionada estrechamente con mecanismos de prolife—

ración celular.

A partir de aqui, nuestras investigaciones se encaminaron a

estudiar los mecanismos de dextoxificación hepática relacionados

con la peroxidación (Cascales y col, 1991), concentrándose en
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sistemas enzimáticos involucrados en el ciclo redox de peroxi—

dación del glutation glutation reductasa, glutation peroxidasa

y otros como la catalasa y la superóxido dismutasa, los cuales

unidos a los generadores de NADPH y a los relacionados con el

sistema monooxigenasa del citocromo P—450, podían dar cuenta de

las vías utilizadas por este hepatotóxico en su degradación

microsómica. La intoxicación crónica con tioacetamida produjo un

desequilibrio entre las actividades de los enzimas acoplados al

glutation. La actividad de la glutation reductasa increTnentó

progresivamente con la intoxicación, mientras que la glutation

peroxidasa mostró un comportamiento totalmente opuesto. Las

alteraciones en la actividad de la glutation peroxidasa de la

fracción soluble fueron paralelas a las de la actividad catalasa.

Estos resultados, junto con las actividades disminuidas de los

enzimas relacionados con el sistema monooxigenasa citocromo P-450

(NADPH citocromo P—450 reductasa y NADE citocromo b5 reductasa>

sugieren que las células hepáticas no están protegidas frente al

estrés oxidativo producido por la administración crónica de

tioacetamida.

1.10.- Mecanismos reguladores del metabolismo hepático de

carbohidratos

La regulación hormonal de procesos metabólicos, tales como la

gluconeogénesis,glucólisis y metabolismo del glucógeno, ha sido

un área activa de intestigación durante mucho tiempo. Esta

regulación se puede dividir en efectos a corto y a largo plazo.

Los efectos a corto plazo, que ocurren en segundos o minutos,

comprendenlas alteraciones en la actividad de enzimas realizadas

por cambios en efectores alostéricos y/o en el estado de fosfori—

lación de enzimas mientras que, los efectos a largo plazo

engloban las variaciones en la expresión de los genes, un proceso

que normalmente tarda horas o días.
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La regulación hormonal del metabolismo hepático tiene lugar por

dos mecanismos generales. El primer mecanismo incluye aquellas

hormonas <glucagón, agonistas 8—adrenérgicos) que interaccionan

con un receptor de la membranaplasmática que se asocia con la

activación de la adenilato ciclasa, dando como resultado una

elevación de los niveles de cAMP intracelular. Esto conduce a la

activación de protellna quinasas dependientes de cAMP que catali-

zan la fosforilación de sustratos proteicos, dando lugar a una

respuesta fisiológica que estinula la gluconeogénesis e inhibe

la glucólisis.

El segundo mecanismo incluye aquellas hormonas que actuan a

través de variaciones en la concentración intracelular de Ca2+

generadas por dos mensajeros intracelulares: el inositol 1,4,5—

trifosfato y l,2—diacilglicerol. El cambio en los niveles de Ca2~

intracelular, en combinación con calmodulina y/u otros efectores,

activa las prote=nas quinasas dependientes del Ca2~. En la

gluconeogénesis y la glucólisis, tanto la fosforilación depen-

diente del cAMP <PICA> como la que depende del Oa2~ <PICO> producen

cambios similares en el flujo de estas vías. La acción de la

insulina, por otro lado, es contraria a la de las hormonas que

aumentan los niveles de cAMP, probablemente por su capacidad de

activar la cAMP fosfodiesterasa y disminuir con ello la concen-

tración de cAMP. Se conoce poco acerca del efecto en la fosf o—

diesterasa, al igual que tampoco se sabe del mecanismo mediante

el cual la acción de la insulina es opuesta a la de las hormonas

que actuan vía cambios en los niveles de 0a2+, Los efectos de la

insulina pueden, por tanto
1 representar un mecanismo adicional

en la regulación de los procesos metabólicos en el hígado.

En el hígado, el control a corto plazo de la glucólisis y la

gluconeogénesis posee una serie de mecanismos reguladores inte—

resantes. El hecho de que enzimas específicos para la gluconeo—

génesis, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, frutosa 1,6—blsfosfa—
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tasa y glucosa 6—fosfatasa, actuen de manera inversa a los

enzimas glucoliticos, piruvato quinasa, 6—fosfofructo 1-quinasa

y glucoquinasa, respectivamente, incorpora la posibilidad de

ciclos entre los sustratos y productos de los enzimas. La opera-

ción simultanea de reaciones opuestas hace posible un sistema de

control sensible en el cual, tanto la proporción como la direc-

ción del flujo pueden regularse por pequeños cambios en la con-

centración de efectores de uno o más de los enzimas involucrados

en el ciclo y/o por modificación covalente de estas enzimas.

1.10.1.-Regulación hormonal de la vía glucolítica

Nuestro interés en el metabolismo de carbohidratos se ha centrado

en las siguientes enzimas glucoliticos: hexoquinasas, 6—fosfo—

fructo 2-quinasa/fructosa 2,6—bisfosfatasa, 6—fosfofructo 1—

quinasa/fructosa 1,6-bisfosfatasa y piruvato quinasa.

Todas las células que pueden metabolizar la glucosa contienen

alguna forma de la hexoquinasa, formada por dos subunidades

idénticas, que catalizan la reacción:

Mg2+

hexosa + ATP > hexosa 6—fosfato + ADP

La mayoría de las hexoquinasas no son especificas, siendo capaces

de catalizar la formación de ésteres fosfato en posición E en

manosa, fructosa y galactosa. Los tejidos animales contienen una

familia de hexoquinasas, facilmente distinguible en la mayoría

de los casos por sus Km para la glucosa. Una característica

importante de la hexoquinasa es su inhibición por el producto

hexosa 6-fosfato. Un segundo enzima que cataliza esta reacción

es la glucoquinasa, este enzima no es inhibido por la glucosa

E-fosfato y tiene una Km para la glucosa superior. La gluco-

quinasa es el enzima que predomina en el hígado adulto.
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La actividad de la glucoquinasa no se altera por modificación

covalente; así, los cambios en su actividad se deben totalmente

a la cantidad de la proteína. Cuando la insulina es baja, la

actividad de la glucoquinasa está disminuida al igual que los

niveles de mRNA. El glucagón (o el cAMP, su mensajero intra-

celular) inhibe la transcripción del gen de la glucoquinasa. El

estudio del mecanismo de acción del glucagón en la gluconeogé—

nesis hepática ha permitido el descubrimiento de la fructosa

2,6-bisfosfato <Van Schaftingen y col, 1980a). Este metabolito

es un potente estimulador de la 6-fosfofructo 1—quinasa <PFK—1>

(Van Schaftingen y col, 198Db) y un inhibidor de la fructosa

1, 6—difosfatasa (FBPasa—1)

La unión del glucagón a la membrana celular estimula a la adeni—

lato ciclasa, la cual cataliza la síntesis de cMW a partir de

ATP. El incremento del nivel de cAMP intracelular activa la

proteína quinasa A, que es inactiva en ausencia de cAMP. Dicha

proteína fosforila dos enzimas: la PFK—2 y la FBPasa-2. La PFK—2

fosforilada es inactiva, mientras que es activa la FBPasa—2

fosforilada <Esquema 2)



-45-

Glucaganae
ATP AMPo

o

1o
ATP I ADP

FBPasa—2 ___________FBPosa—2P
Inactivo ~ activa

o

PKA

o
ATF~¡ ADF’a

) PFK— 1 .ctiI
Frul,6P2

PFK—2
activa

PFK— 2 P
inactivo

Esquema 2



—46—

La presencia de fructosa 2,6-bisfosfato en el medio activa a otro

enzima la PFK-l, que cataliza la conversión de fructosa 6—fosfato

en fructosa 1,6-tisfosfato e inhibe la FBPasa—1 que cataliza la

reacción en sentido contrario.

Después de la hepatectomia parcial, en los hepatocitos remanentes

tiene lugar una serie de cambios hormonales, metabólicos y

energéticos que son los que han de condicionar la respuesta

mitótica regenerativa. Durante la fase de proliferación celular

rápida, la homeostasis de la glucosa tiende a mantenerse mediante

una gluconeogénesis incrementada, unida a una glucólisis

disminuida (Leffert y col, 1979; Katz, 1979) . Los cambios

hormonales traen consigo elevaciones en el glucagón, en la

corticosterona <Leffer y col, 1979) y en las catecolaminas

(Cruise y col, 1987) . Recientemente, Rosa y col (1990> han

demostrado que tanto el glucógeno como la fructosa 2,6—tlsfosfato

disminuyen rápidamente después de la hepatectomía parcial y que

ambos niveles se normalizan a los 7 días. La forma “activa” <no

fosforilada) de la PFK—2 experimenta variaciones paralelas a las

de la Fru<2,6)P2, mientras que la actividad “total” de la PFK—2

disminuye sólo después de 24 horas.

Se ha descrito recientemente que los hepatocitos fetales contie-

nen una forma de 6—fosfofructo 2—quinasa (PFK—2) que no muestra

respuesta alguna a la inactivación, dependiente del glucagón,

típica de los hepatocitos adultos (Hue y Rider, 1987>. Además,

en cultivos primarios de hepatocitos fetales a término (feto de

22 dlas) se ha observado que la inhibición inducida por glucagón

necesita al menos 45 minutos para alcanzar la mitad de su efecto

máximo, lo que hace pensar que la forma adulta de este enzima se

induce rápidamente después del nacimiento <Martin—Sanz y col,

1987a y 1989a). Estos resultados están de acuerdo con los obteni-

dos por Petersen y col <1987> quienes han sugerido que uno de los

estímulos de la regeneración hepática son los elevados niveles
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de glucagón, similares a los encontrados en hígado fetal.

La piruvato quinasa cataliza la última reacción de la glucólisis

en la cual el fosfoenolpiruvato transfiere su fosfato al ADP.

Mg2+

Fosfoenolpiruvato + H~ + AD? > Piruvato + ATP

La piruvato quinasa hepática es activada por fructosa 1,6-bisfos—

fato e inhibida por alanina y ATP. La fosforilación de la piru—

vato quinasa puede ser catalizada por proteína quinasa depen-

diente de cAMP o por proteína quinasa dependiente de Ca’~—calmo—

dulina; esta fosforilación da lugar a una inhibición de la

actividad, caracterizada por una disminución de la afinidad por

el fosfoenolpiruvato (Pilkis y Claus, 1991)

1.10.2.—Regulación deL metabolismo del glucógeno

Tanto la epinefrina cono el glucagón tienen el efecto de inhibir

la síntesis del glucógeno al mismo tiempo que promueven la gluco-

genolisis; ambos efectos son mediados por el cAMP.

En la glucogenolisis, la movilización del glucógeno involucra un

enzima: la glucógeno fosforilasa; este enzima existe en dos

formas interconvertibles: la fosfarilasa a y la fosforilasa b.

Un residuo de serma en la posición 14 de cada cadena polipep—

tidica está fosforilado en la forma activa, La fosforilasa a,

mientras que residuos de serma no modificados están presentes

en la forma menos activa, la fosforilasa b.

La movilización del glucógeno hepático se estimula enormemente

por efecto del glucagón, hormona que al unirse a la membrana,

estimula la adenilato ciclasa que cataliza la s<ntesis del cAMP;

el cAMP activa la proteína quinasa. Esta enzima cataliza la
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fosforilación de fosforilasa b a fosforilasa a, dando lugar a la

descomposición del glucógeno.

Una de la subunidades de la fosforilasa b quinasa es una proteína

llamada calmodulina o proteína modulada por calcio. En el caso

de la fosforilasa b quinasa, la unión del Cal+ a la calmodulina

es esencial para la actividad catalítica del enzima. Así, la

cascada del glucógeno es dependiente tanto de la concentración

intracelular de calcio como de los niveles de cAMP (Esquema 3).
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1.11.— Citometria de flujo

La citometrl.a de flujo constituye una metodología de desarrollo

relativamente reciente, principio de los 70, que cada día revela

mayor capacidad en cuanto a sus posibilidades de aplicación. El

fundamento de un proceso de citometria de flujo es análogo al de

medida de fluorescencia de células marcadas con anticuerpos

conjugados con fluorocromo. El proceso básico de medición por

citometria de flujo, para un parámetro biológico cuantificado por

emisión de fluorescencia, se recoge en el esquema siguiente:

Proceso Resultado

Parámetro biológico

Marcaje fluorescente >1
Emisión de fuorescencia

Detección y amplificación *
Pulsos de voltaje

Digitalización

Histograma de clasificación

1.11.1.-Estructura de un citómetro de flujo

Un equipo de citometrlla de flujo se puede dividir en los

siguientes componentes:

1. Un sistema de emisión de luz para producir la excitación de

los fluorocromos utilizados como marcadores. Esto se logra con

lámparas de mercurio o xenón o con el laser. Este último produce

un rayo de luz coherente, plano polarizado, intenso y

monocromático. El tipo de laser condiciona el tipo de

fluorocromos utilizables, siendo el más usual el argón iónico,

2. Un módulo de análisis donde se recogerá tanto la luz
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dispersada por las células como la fluorescencia emitida por los

fluorocromos. Cada rango de longitudes de onda correspondiente

a cada uno de los tipos de emisión es convenientemente dirigida

a los detectores apropiados, células fotovoltaicas y fotomul—

tiplicadores, mediante filtros. Los elementos centrales del

módulo de análisis son: la cámara de flujo y el bloque óptico.

La cámara de flulo: en ella tiene lugar la irradiación de las

células. Estas son arrastradas mediante un liquido de transporte

que las hace circular en régimen laminar y de forma secuencial

a través del haz del laser, reduciendo el diámetro de la

corriente de 50 a 100 ~m, orden de magnitud del taniafto de las

partículas para ser analizadas. Al pasar una célula por el punto

focal del haz, se producen los fenómenos de dispersión frontal

y ortogonal de la luz, así como la excitación y emisión de

fluorescencia correspondiente a los fluorocromos que lleva dicha

célula.

El bloaue óntico: cada uno de los tipos de emisión es recogido

por un emisor de luz; uno colocado frontalmente que mide la

dispersión frontal y otros tres situados ortogonalmente respecto

al flujo de células y a la dirección de iluminación del haz que

miden la dispersión ortogonal y dos tipos de fluorescencia. La

capacidad de medir simultaneamente dos fluorescencias en cada

célula individualmente, pone de manifiesto las importantes

características de la citometria de flujo: el análisis

multiparamétrico.

3. Un módulo de amijlificación electrónica y dictitalización de la

serial obtenida en los detectores. Esto conduce a la obtención de

los histogramas y a su representación gráfica en un terminal de

ordenador <Esquema 4>
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1.11.2.- Aplicaciones de la citometría de flujo

El tipo de parámetros a medir y la capacidad de análisis multí—

paramétrico proporcionan un amplio abanico de aplicaciones de la

citometria de flujo a diversos campos, tanto clínicos como de

investigación básica. Podemos clasificar los parámetros a medir

en dos grandes grupos:

- parámetros intrínsecos: aquellos que no requieren marcar

fluorescentemente a las células, y

- parámetros extrínsecos: aquellos que si necesitan hacerlo.

Como ejemplo de parámetros intrínsecos podemos citar el tamaño

celular, la estructura externa, la granularidad o el contenido

en pigmentos, mientras que, el contenido en DNA, la relación de

bases y la estructura de la cromatina son algunos ejemplos de

parámetros extrínsecos.

Dada la gran variedad de fluorocromos existentes y las posibí—

lidades de combinación que ofrecen, se puede obtener una amplia

información tanto estructural como funcional de las poblaciones

celulares.

1.12.— Ciclo de división celular

Para conseguir la multiplicación por división, las células de

cualquier tejido abandonanel estado quiescente (GO) para entrar

y proceder a través del ciclo celular. Esto supone una serie de

pasos consecutivos que culminan en la división mitótica. El ciclo

celular se divide en cuatro fases: G1, 8, G2 y M.

Cl es una fase de latencia que precede a la replicación del DNA,

y las células en Gí tienen el mismo contenido en DNA que las GO.

Durante la fase 5 <síntesis) del ciclo celular, se verifica la
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duplicación del DNA. En un momento dado de muestreo de una

población tumoral celular, algunas células se encuentran al

comienzo y otras finalizando la replicación del DNA, de manera

que la distribución de las células respecto a su contenido en DNA

varía desde el contenido 2c de la fase 00/01 hasta dos veces este

contenido (4c> de la fase G2M. La fase 02 con dos veces el

contenido GO/Gí de DNA es de nuevo una fase de latencia que

precede a la mitosis sin cambios en el contenido de DNA. Esta

preparación para la división incluye la reparación de las

lesiones de DNA causadas por replicación defectuosa o por agentes

genotóxicos. Finalmente, las células entran en división en la

fase mitótica <M) y las células hijas vuelven a la fase GO <fase

quiescente> o a la fase Cl (Vielh y col, 1991)

Desde el punto de vista clínico o toxicológico, el ciclo celular

puede ser analizado bajo tres aspectos: por medida estadística

de la proporción de células en fase 5 (contenido en DNA); por

medida funcional de la fracción de células que puede incorporar

precursores del DNA <síntesis del DNA); y por medida cinética de

la duración del ciclo celular completo o de sus diferentes fases.
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1.12.1.— Análisis del DNA por citonietría de flujo

Para el análisis del DNA se emplean fluorocromos intercalantes

o fluorocromos no intercalantes. Los fluorocromos intercalantes,

tales como el yoduro de propidio o el bromuro de etidio, forman

complejos con la doble hélice de DNApor intercalación entre los

pares de bases. Para los complejos formados con el yoduro de

propidio, las longitudes de onda de máxima excitación y emisión

son 545 y 623 nm, respectivamente.

Entre los numerosos métodos descritos para la tinción del DNA

(Crissman y col, 1979>. en el presente trabajo se ha utilizado

la técnica de Vindelov y col (1983>, que utiliza el yoduro de

propidio. Este fluorocromo presenta, sobre otros, las propiedades

siguientes:

1.- Es muy estable y puede ser excitado por un laser de argón

standard.

2.- Produce histogramas con un coeficiente de variación bajo y

permite el cálculo de la actividad proliferativa.

3.- Emite en la región naranja—roja del espectro, permitiendo así

el análisis simultaneo del DNA y de antígenos celulares con

anticuerpos marcados con isotiocianato—fluoresceina.
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1.13.— Objetivos del trabajo

En hepatocitos aislados de rata después de la administración de

una dosis de 6,6 mmoles/Kg de ticacetamida se ha estudiado el

proceso de regeneración hepática inducida por xenobióticos. La

proliferación de los hepatocitos surge inmediatamente después de

la iniciación de la necrosis y alcanza su máximo a las 48 horas

de la administración del hepatotóxico (Cascales y col, 1992a)

Como se han descrito recientemente cambios en la expresión de

algunos enzimas glucolíticos en hepatomas <Loiseau y col, 1988>

y durante la regeneración post hepatectomia <Rosa y col, 1990),

uno de los objetivos de esta Memoria Doctoral ha sido determinar

el comportamiento de los hepatocitos post necróticos aislados

de ratas a las 48 horas de la administración del hepatotóxico

tioacetamida, frente a sustancias hormonales (glucagón e

insulina) y agentes mitogénicos (PMIA y bombesina>.

Trabajos recientes (Martin—Sanz y col, l9E7a y 1989a) han

demostrado que los hepatocitos fetales contienen una forma de

PFK-2 que no responde a la inactivación dependiente del glucagón,

típica de los hepatocitos adultos (Hue y Rider, 1987) . Los

hepatocitos fetales necesitaron al menos 45 minutos para que el

efecto inhibidor del glucagón sobre la PFK—2 alcanzara la mitad

de su efecto máximo, lo que indica que la forma adulta de este

enzima se induce rapidamente después del nacimiento. Petersen y

col (1987> , han sugerido que uno de los estimulas de la

regeneración hepática son los elevados niveles de glucagón

similares a los encontrados en hígado fetal.

La unión del glucagón a su receptor estimula la actividad de la

adenilato ciclasa, enzima ligado a la membrana, que forma AMP

cíclico <cAMP), metabolito que activa la proteína quinasa

dependiente del cAMP. Esta proteína quinasa es el enzima que
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fosforila el sistema de la fosfofructoquinasa 2 <PFK—2> desac—

tivándolo en el sentido de formación de fructosa 2,6—bisfosfato

<Fru<2,6)P2). La Fru(2,6)P2, el regulador más importante de la

glucólisis y la gluconeogénesishasta ahora conocido (Hue y col,

1987> , es un activador alostérico de la fosfofructoquinasa 1

<PFK—l) y cualquier elevación en la concentración intracelular

de este metabolito tiene la propiedad de activar la glucólisis

e inhibir la gluconeogénesis. Por otra parte, los hepatocitos

fetales contienen una forma de PFIC—2 incapaz de mostrar res-

puesta alguna frente a la inactivación, dependiente del glucagón,

que exhiben los hepatocitos adultos (Martin-sanz y col, 1987~.

También se ha descrito que la PFK—2 de hígado en regeneración

exhibe un comportamiento cinético similar al encontrado en el

enzima fetal (Rosa y col, 1990>.

Para diagnosticar el modelo experimental de necrosis y regene-

ración hepática inducidas por tioacetamida, se han realizado las

pruebas siguientes:

- morfología de cortes de hígado.

— enzimas en suero marcadores de necrosis <GOT, GPT e ICDH).

- enzimas en suero <GGT) y en hígado <GST) marcadores de lesión

hepática.

- concentraciones intracelulares de glutation, malondialdehido

y calcio, como marcadores de peroxidación lipidica y alteración

de las membranas.

- determinación de propiedades físicas de las diferentes

poblaciones de hepatocitos.

— cuantificación del DNA genómico en poblaciones de hepatocitos

y su distribución entre las fases del ciclo de división

celular.

— efecto mitogénico del suero de ratas tratadas con tioacetamida

sobre cultivos secundarios de fibroblastos, por incorporación

de timidina tritiada.
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- modulación de la actividad <hormonas y mitógenos) de la PFK—2

en cultivos primarios de hepatocitos de rata obtenidos a las

48 horas de la administración del hepatotóxico.

- efecto in vivo del glucagón sobre actividades de enzimas gluco—

líticos clave como las hexoquinasas, la PFK—l y la piruvato

quinasa.

Al abordar este trabajo, además de diagnosticar el modelo

experimental de necrosis y regeneración inducidas por el

hepatotóxico, nos propusimos demostrar la similitud en el

comportamiento tanto a nivel enzimático como citométrico, entre

los hepatocitos fetales y los hepatocitos en regeneración post

necrótica y establecer con ello un modelo donde evaluar la

acción tóxica de sustancias de interés farmacológico.
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2 . - MATERIAL Y METODOS

2.1.— Aparatos

— Autoclave Autester-G.

— Balanza de precisión y granatario Sartorius, modelos 1203 MP

y 1207 MF-2, respectivamente.

— Baño termostatizado Heto-Denmark.

— Baño termostatizado con agitación tJnitronic 320 OR.

— Baño termostatizado hasta 100 ~C Precisterm 5-140.

— Bomba de perfusión Miniplus-2 de Gilson.

— Bomba de filtración en vacio Milipore.

— Cámara de contaje de células Neubauer.

— Campanasde flujo laminar Telstar S.A.

— Centrífuga Heraeus Eppendorf Biofuge 13.

— Centrífuga refrigerada Heraeus, modelo Minifuge T.

— Centrífuga refrigerada Rontron, modelo Centrikon 11—401.

— Citómetro de flujo FACStar plus <Becton—Dickinson, Sunnyvale,

Ca) , equipado con un laser de argón de 3 W (Coherent, Palo Alto

Ca) y un ordenador Hewlet Packard 0—30 (Sunnyvale, Ca).

— Contador de centelleo LKB Wallac. 1209 Rackbeta.

— Cronómetros Smiths.

— Espectrofotómetro Uy-y gontron, modelo Uvikon 810.

— Fluorímetro Perkin Elmer, modelo LS—SO.

— HomogeneizadorUltraturrax Typ 18-10.

— HomogeneizadorTri-R instruments con motor Braun-Melsungen,

provisto de pistilo de teflón.

— Incubador de células Heraeus.

— Jaulas de plástico de la casa comercial Panlab.

— Lector de placas SLT Labiflstruments 340 NEC. Austria, con

impresora Citizem 120D.

— Material quirúrgico: jeringas, pinzas rectas y curvas, tijeras

de diversos tamaños, cánula de plástico (Braunula 1—016, Braun

Melsungen AG, RFA>, hilo de sutura.
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- Microcentrífuga Eppendorf, modelo 5414.

- Microscopio óptico Wild—Herbrugg.

- Microscopio de platina invertida Nikon/TMS.

— Microtomo de deslizamiento de la. casa comercial Reichert.

— pEmetro Radiometer Copenhagen, modelo 52.

- Pulmón oxigenador de vidrio Afora, modelo U—80622.

- Tubos y placas de incubación estériles de Costar.

— Ultracentrifuga Rontron, modelo Centricon T 2080.

2.2.— Productos

- El pienso comercial fue suministrado por Sander, S.A.

- Los ácidos y las sales minerales utilizados fueron de las casas

comerciales Merck, Panreac y BDH.

- Los sustratos, coenzimas y enzimas fueron suministrados por las

casas comerciales Sigma y Boehringer.

Heparina sódica de la casa Leo.

- Solución fisiológica de Ibys.

— Colagenasade Boehringer.

- Medio MEM de Gibco.

- Suero fetal de ternero, Seromed, Biochrom KG.

- Insulina y glucagón de la casa Novo.

- Bombesina de Sigma Chem Co.

- PMA de Sigma Chem Co.

— Cyclotest Becton Dickinson.

- Timidina tritiada de Amersham.

2.2.— AnimaleS

Se utilizaron ratas macho de tres mesesde edad <180 — 220 g> de

la raza wistar con libre acceso a pienso de la casa comercial

Sanders S.A. y agua, que se mantuvieron en jaulas de plástico

expuestasa un ciclo de 12 horas de luz y control de temperatura.
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La gestación en ratas hembra de tres meses de la raza Wistar

(180—200 g), para la obtención de hígados fetales, se controló

después del apareamiento por los procedimientos convencionales.

A los 22 días de gestación se sacrificaron las ratas por dislo-

cación cervical y se obtuvo el hígado de los fetos a término.

Para la obtención de los fibroblastos, se partió de huevos

embrionadosde pollo incubadosdurante 10 días, suministradospor

la Granja Avícola Grau.

2.4. Tratamiento con tioacetamida

Grupos de ratas se inyectaron por vía intraperitoneal con una

dosis subletal de tioacetamida <6,6 mmoles/kilo>, preparada

extemporaneamentedisuelta en Cilla 0,9 U Otro grupo, utilizado

como control, recibió por vía intraperitoneal, dosis de 0,5 ml

de dNa 0,9 %. Los tratamientos se realizaron a primera hora de

la mañana y cada experimento se repitió cuatro veces.

A determinados tiempos después de la administración del hepato-

tóxico, las ratas se sacrificaron por distintos procedimientos

según el parametro a evaluar. En unos casos se obtuvo la sangre

y posteriormente el hígado, y en otros, las ratas se utilizaron

para la obtención de hepatocitos por perfusión con colagenasa.

2.5.- obtención de suero y plasma sanguíneo

Las ratas se anestesiaron con nembutal (pentobarbital sódico) a

concentraciones de 50 mg/ml <0.5 ml de esta solución por rata)

y se heparinizaron por vía femoral <25 mg/rata). Pasados unos

minutos se abrió el abdomen del animal y se obtuvo la sangre por

punción en el corazón, unos 5 ml por rata. La sangrese centri—

fugó a 3000 ~< g y se separó el plasma para la determinación de

actividades enzimáticas marcadoras de necrosis, y para la valora-
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ción de la glucosa plasmática.

Los sueros fueron obtenidos tanto de ratas control como de ratas

inyectadas con una dosis subletal de tioacetamida. A diferentes

horas de la administración del tóxico, las ratas se sacrificaron

por dislocación cervical y se extrajo la sangreque se mantuvo

a 4 ~C durante 24 horas. Posteriormente, se centrifugó en

Eppendorf a 4 ~C durante 15 minutos y el sobrenadantese filtró

con el fin de obtener los sueros estériles.

2.6.— Obtención y fijación de muestras para la preparación de

cortes de tejido

posterior a la extracción de sangre se obtuvieron muestras de

hígado que se utilizaron para su observación morfológica. Las

ratas se sacrificaron a las 24, 48 y 72 horas después de la

administración de una dosis necrogénica de tioacetamida <6,6

mmoi/Kg de peso) . Las muestrasde hígado se fijaron en formol al

lo %, posteriormentese deshidrataronen concentracionescrecien-

tes de alcohol y xilol y se incluyeron en parafina. Se realizaron

cortes de 7 micras que fueron teñidos con una mezclade hematoxí-

lina—eosina según el siguiente método:

— Desparafiflación e hidratación.

— Tinción con hematoxilina a). 10% durante 7 minutOs.

— Lavado dos veces en H20 destilada.

— Tinción con eosina al 4 % durante 45 segundos.

— Lavado dos veces en H20 destilada.

— Deshidratación y montaje.

ReactivOs

Hematoxilina de oarazzi <1-120 destilada 800 mí; glicerina 200 mi;

sulfato aluminico potásico so gramos;yodato potásico 0,20 gramos
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y hematoxilina 1 gramo)

Eosina pura (eosina 1 grano y H20 destilada 100 mí)

Eosina 4 % (eosina pura 40 ml y H20 destilada 960 mí).

2.7.- Aislamiento de hepatocitos

A distintos tiempos despuésde la inyección intraperitoneal se

aislaron los hepatocitos adultos, tanto de las ratas tratadas con

tioacetamida como de las ratas control. El aislamiento se llevó

a cabo por el método clásico de perfusión hepática con colagenasa

(Hue y col, 1978>. Los hepatocitos fetales se obtuvieron mediante

una técnica de disgregación hepática en medio con colagenasa

(Martin-Sanz y col, 1987a)

2.7.1.— Obtención de hepatocitos adultos

El aislamiento de los hepatocitos se llevó a cabo por perfusión

ti situ del hígado de rata adulta con medio Hepes con colagenasa,

de acuerdo con el método de Krebs y col (1974) modificado por Hue

y col (1975 y 1978). Este método permite obtener hepatocitos con

un elevado grado de viabilidad.

Las ratas se anestesiaron con Nembutal (pentobarbital sódico)

disuelto en solución salina <CiNa al 0,9 %) , por vía intraperí—

toneal en dosis de 50 mg/Kg. La heparinización se realizó por vta

femoral (0,5 ml de heparina Leo al 1 %). Posteriormente se proce-

dió a la apertura de la región abdominal y se introdujo en la

vena porta una cánula de plástico <Braunula 1—a 16, Braun ?4elsun—

gen AG, RFA), que se fijó por medio de dos ligaduras con hilo de

sutura. La cánula se conectó al catéter que hizo fluir el medio

a través del hígado. Para facilitar el drenaje se produjo una

abertura en la vena cava inferior e inmediatamente se abrió la

cavidad torácica y se realizó un orificio en el atrio derecho del
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corazón por el cual se introdujo otro catéter de plástico y se

cerró la abertura de la vena cava inferior. Se desecharon los

primeros 200 ml del medio de perfusión con el objeto de eliminar

la sangre y lavar el hígado, y a los 100 ml restantes, se le

adicionaron 65 mg de colagenasa <0,15 U/mg Boehringer) y Cl2Ca

5 mM, cerrándose en este momento el circuito para iniciar la

recirculación. Tras 15 minutos de perfusión con el medio con

colagenasa,se procedió a la disección y disgregación del hígado.

La suspensión así obtenida se filtró a través de gasa para

eliminar los trozos no digeridos, y se centrifugó a baja

velocidad (a 50 x g, 2 minutos> . El sedimento de células se

resuspendió y centrifugó para eliminar los restos de membranas.

Esta última operación se realizó dos veces. La viabilidad de los

hepatocitos se determinó mediante tinción de exclusión con una

solución de Azul de Tripán <0,2 % en suero salino). El contaje

de las células se realizó en una cámara de Neubauer. La viabi-

lidad de las células se consideró óptima cuando dió valores

superiores al 90 %.

2.7.2.— Obtención de hepatocitos fetales

Porciones de 3 g de hígados de fetos a término (22 días de gesta-

ción) se trocearon hasta conseguir una papilla homogénea que se

dispuso en un matraz erlenmeyer, previamente lavado con BSA al

1 %, con 15 ml de medio Krebs—Henseleit y 75 pl de ECTA 100 mM

y se incubó durante 30 minutos en baño a 37 gc con agitación y

gaseo con 02/002 <95 %/5 %>. posteriormente se centrifugó la

mezcla <2 minutos a 50 x g> y se eliminó el sobrenadante por

aspiración. Al sedimento así obtenido se le añadieron 15 ml de

medio Krebs—Henseleit con 0,5 mg/ml de colagenasa y Cl2Ca 2,55 mM

y la mezcla se mantuvo en incubación durante una hora en baño a

37 ~C con agitación y gaseo. A continuación la mezcla se filtró

y se centrifugó <a 35 x g, 4 minutos) y una vez eliminado el so—

brenadante por aspiración, se resuspendió el sedimento en 10 ml
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de medio Krebs—Henseilet. La suspensiónse filtró sucesivamente

por mallas de nylon de diferente poro (200, 100 y 60 pm) centri-

fugando cada vez, desechandoel sobrenadantey resuspendiendoel

sedimento con 10 ml del mismo medio.

2.7.3..— Condiciones de cultivo de hepatocitos

Los hepatocitos aislados de ratas tratadas con tioacetamida y

ratas controles se dispusieron en cantidadesde 3. x 106 en placas

de cultivo de 1,5 cm de diámetro previamente recubiertas de

colágeno <Martin—Sanz y col, 1989a> , las cualescontenían 1 ml

de Dulbecco’s modified Eegle medium (DMEM> con 2 ~e (p/v) de

suero fetal de ternero <FOS). Las placas se incubaron a 37 ~C

durante dos horas en aire con CO2 al 5 % para facilitar la inser—

ción de las células. Inmediatamentedespués,el medio junto con

las células no insertas, se eliminó por aspiración, se lavaron

las placas con 1 ml de medio DMEMy se añadió finalmente 1 ml del

mismo medio adicionado de albúmina de suero bovino, exenta de

ácidos grasos, al 2 % (p/v), y los hepatocitos en cultivo se

mantuvieron en incubación durante 2 y 4 horas. La adición de

hormonas y mitógenos se realizó de tal manera que el volumen

total del medio no se viera afectado en más de un 2 %. El éster

de forbol <PMA = forbol 12—miristato 13-acetato) se preparó en

dimetil sulfóxido (DM50) <1 mg/mí). Las hormonas y mitógenos

<insulina, glucagón y bombesina)sedisolvieron en aguadestilada

en las concentraciones apropiadasy se filtraron en condiciones

estériles (tamaño del poro 0,22 pm). A los tiempos indicados, se

eliminó el medio medianteaspiración y la capacelular seutilizó

para la determinación de actividades enzimáticas y metabolitos.

Para determinar la concentraciónde fructosa 2,6-biSfOSfatO, las

células se extrajeron con 0,4 ml de NaOH 50 mM y la suspensión

resultante se mantuvo durante 10 minutos en un baño a 80 ~C. Para

la evaluación de las actividades enzimáticas, las células se

lavaron con el medio original (sin suero ni albúmina> y mediante
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raspado con una espátula, se extrajeron en 1 ml de la mezcla de

Fl4a 100 mM, EDTA lmM, ditiotreitol 3. mMy fosfato potásico 20 mM

a pH 7,4.

2.7.4.- preparación de suspensiones de hepatocitos para estudios

citométricos

Los hepatocitos se aislaron de ratas adultas tratadas con

tioacetamida y controles por el método de perfusión hepática con

colagenasa, según se explicó en el apartado 2.7.1. de Métodos.

Los hepatocitos fetales se aislaron de fetos a término por el

método de Martin-Sanz y col <1989a>, que se explicó en el

apartado 2.7.2 de Métodos. Las diferentes muestras control,

tioacetamida 24, 48 y 72 horas y fetales se suspendieron en

paraformaldehido al 0,3 %.

2.8.— Obtención de fibroblastos de embrión de pollo

Los fibroblastos se obtuvieron a partir de huevos embrionadosde

polío siguiendo el método de Hunter <1979). Una vez incubados los

huevosdurante dos semanasse dispusieron en una campanade flujo

laminar, previa esterilización de la cáscara con alcohol al 70%,

para evitar posibles contaminaciones. Con unas pinzas estériles

se golpeó la cáscara de la parte superior hasta romperla y abrir

un hueco. Con otras pinzas se separó la membranaembrionaria y

se extrajo el embrión depositándolo en una placa estéril. Una vez

eliminada la cabeza, el resto del embrión se transfirió a un tubo

estéril donde se homogenizó manualmente con una espátula hasta

la obtención de una papilla homogénea. Llegado a este punto, se

adicionó tripsina <0,05 %) y PBS previamente calentados a 37 QC

y la suspensión así obtenida se agitó con una pipeta con el fin

de separar las células de la matriz celular. Cuando la mezcla

estuvo homogénea, se transfirió el sobrenadante a un tubo en

hielo conteniendo suero fetal de ternero <Fas>, evitando así la
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posterior digestión de las células en suspensión. Al tejido

restante se volvió a añadir PBS y se repitió el procedimiento 3

6 4 veces más. La suspensión celular así obtenida se centrifugó

a 800 rpm durante 10 minutos y el precipitado se resusperidió en

medio DulbeccO’5 modificado (DMM> con 10 % de FCS.

2.8.1.— condiciones de cultivo de fibroblastos

Para favorecer la inserción de las células, los fibroblastos

obtenidos se dispusieron en placas de cultivo de 1,5 cm de

diámetro y se mantuvieron a 37 QO en un incubador en atmósfera

de aire con 002 al 5 %. Después de varios días, se aspiró el

medio y se adicionó PBS procediéndose al lavado de las placas.

Poste riormente, se adicionó tripsina y se dejó actuar durante

3 6 4 minutos. Al cabo de este tiempo, se adicionó de nuevo PBS.

Cuando la monocapa presentó un aspecto granular, señal de que las

células se han despegado, se recogió el medio en un tubo estéril

que se centrifugó a 800 rpm durante 10 minutos. El precipitado

obtenido se resuspendió en DM14 con 10 % de FOS y se sembró en

placas de 96 pocillos a razón de 50.000 células por pocillo.

2.9.— Adición de suero de rata y determinación de la incorpora-

ción de timidina tritiada en cultivos de fibroblastos

Después de 2 6 3 días, en los cultivos secundarios se aspiró el

medio y se añadió medio fresco adicionado de FOS al 0,2 % (foetal

cale serum) . Después de 2 horas de incubación se añadieron los

sueros estériles procedentes de ratas tratadas con ticacetamida

al 0, 2, 5 y 10 % y se incubaron durante 24 horas. Pasado este

tiempo, se eliminó el medio por aspiración añadiendo medio fresco

adicionado de POS al 0,2 % y 0,1 >sCi de 3H Timidina por po-

cillo. Al cabo de 24 horas se aspiró el medio y se lavaron todas

las placas con PBS y se procedió a la adición de los reactivos

necesarios para recoger las células; para ello se añadió NaOH
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10 mM y SDS 0.1 %, lavándose la capa celular dos veces con agua.

Todo ello se transfirió a tubos donde se añadió 1—2 ml de ácido

tricloroacético al 10 %. Después de 15 minutos a 4 ~C, se fil—

traron. Se secaron los filtros y se mantuvieron a 4 OC durante

24 horas para evitar fenómenos de quimioluminiscencia. Pasado

este tiempo se midió la radiactividad en un contador de

centelleo.

2.10.— preparación de extractos hepáticos y tracciones subcelu—

lares

Muestras de 200 mg de hígado control y tratado con tioacetainida,

se homogenizaron en ultraturrax con 9 volúmenes de NaOH 50 mM y

el homogenado se calentó en baño a 80 ~C durante 10 minutos. El

extracto obtenido después de centrifugar en Eppendorf se utilizó

para la determinación de las concentraciones de fructosa 2,6-bis

fosfato y de lactato.

Muestras de 1 g de hígado se homogenizaron en ultraturrax durante

3 minutos con 5 ml de ácido tricloroacéti~ZO <TCA> al 5 %. Una vez

decantado el sobrenadafite se volvió a extraer el sedimento con

otros 5 ml de TCA al 5 % y ultraturrax durante otros 3 minutos.

Después de centrifugar <15 minutos a 3000 x g) se reunieron los

sobrenadantes y en ellos se determinaron las concentraciones de

glucógeno y glucosa.

Muestras de 2 g de hígado se homogenizaron en frío, en vaso con

pistilo de teflón, con 8 ml de EDTA 0,5 mM, FNa 50 mM, DTT 1 mM

y Tris 20 mM pH 7,6 y posteriormente el homogenadose centrifugó

a 105.000 x g durante 45 minutos. En e]. sobrenadante obtenido

<fracción soluble> se evaluaron las actividades de la piruvato

quinasa <PK), fosfOfructoquiflasal <PFK—1>, fosfofructocluinasa2

(PFK—2) y glucógeno fosforilasa a (aPa)
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Muestras de 1 g de hígado se homogenizaron en frío, en vaso de

pistilo de teflón con 4 ml de PO4KH2 1 M de pH 6,5. Después de

centrifugar a 10.000 rpm durante 30 minutos, en el sobrenadante

obtenido se evaluó la actividad de la glutation 5-transterasa.

Muestras de 1 g de hígado se homogeneizaron con 8 ml de sulfo—

salicílico al 5 %. Después de centrifugar a 10000 x g durante 20

minutos, se utilizaron los sobrenadantes para la medida espectro—

fotométrica a 412 nm del glutatiori total.

2.11.- Determinación de actividades enzimáticas

Las determinaciones enzimáticas se llevaron a cabo en las frac—

ciones soluble del extracto hepático, en condiciones óptimas de

pH y temperatura, a saturación de sustrato y cofactores. La

reacción fue previamente termostatizada a 25 ~C, y en todos los

casos se siguió una cinética de orden 0, al menos durante 2 mm.

Las actividades enzimáticas se determinaron directamente por

reacciones acopladas a la oxidación-reducción del par NAD+/NADH,

siguiendo el cambio de densidad óptica a 340 nm, y empleando en

los cálculos un coeficiente de extinción para el NADH = 4,6 x

io~ M’ cní’ (extinción de 1 ~a.molde NADH en 1,35 ml de solución).

2.11.1.— 6—fosfofructo 2—quinasa (flK—2)

La actividad de la PFK—2 se determinó de acuerdo con el siguiente

protocolo los extractos celulares se fraccionaron después de

precipitar con polietilen glicol al 15 % <Martin—Sanz y col,

1989a). Los precipitados se resuspendieron en el medio de extrac-

ción (PO4H2K 20 mM, EDTA 1 mM, ClK 100 mIt DTT 1 mM y FEa 50 mM)

y la actividad de la PFK—2 se evalud a pH 6,6, en presencia de

ATP—Mg5 mM y fructosa 6—fosfato 1 mM, y a pH 8,5 en presencia

de ATP-Mg 5 mM y fructosa 6-fosfato 5 mM. La fructosa 6—fosfato
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estuvo en proporción 1:3 con la glucosa 6-fosfato para prevenir

cambios en su concentración. Después de añadir NaOH 50 mM y de

calentar 15 minutos a 80 QC, se midió la concentración de

fructosa 2,6—.bisfosfato por el método de Van Schaftingen <1984>.

Las medidas a los dos pH se realizaron para determinar la acti-

vidad PFK—2 total y la actividad PFK—2 activa, correspondiente

a la forma no fosforilada. Basándoseen las características ciné-

ticas del enzima, a pH 8,5 las dos formas tienen la misma activi-

dad, mientras que, a pH 6,6 la forma fosforilada es practicamente

inactiva en Las condiciones del ensayo.

2.11.2.— Lactato deshidrogenasa (LDH)

La medida de la actividad LDH se llevó a cabo en fracción soluble

de hígado de rata, siguiendo el método descrito por Vasault

(1987) , determinando espectrofotometricamente la disminución de

absorbancia a 340 nm por desaparición de NADHsegún la reacción:

LDH
Piruvato + NADE > Lactato +NAD~

La concentración de los reactivos en la cubeta fué la siguiente:

Tris—CíE pH 7,6 50 mM, piruvato 4 mM y NADE 0,2 mM.

2.11.3.- GlucógenO fosforilasa a (apa)

La actividad de la glucógeno fosforilasa a se determirló por el

método de Stalmans y Hers (1975) de acuerdo con el siguiente

protocolo: a 100 pl de la fracción soluble hepática se le añadie-

ron 100 pl de la mezcla formada por: glucosa 1-fosfato 50 mM, rNa

100 mM, glucógeno 1 %, cafeína 0,5 mM y Pipes 10 mM pH 6,1. Se

dejó incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos y se

añadieron 0,5 ml de ácido tricloracético al 10 % para detener la

reacción. La mezcla se centrifugó a 2000 x g durante is minutos
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y en el sobrenadanteobtenido se determinó colorimetricamente la

cantidad de fosfato formado según el método descrito por Fiske

y Subbarow <1929), con molibdato amónico al 2,5 % en H2504

(cromógeno oxidado) y ácido 1-amino-2-naftol-4—sulfónico <agente

reductor) realizando la lectura de absorbancia a 660 nm.

2.11.4.— 6—fosfofructo 1—quinasa <PFK—1)

La actividad de la PFK—1 se determinó en fracción soluble hepá—

tica de acuerdo con el método de Bergmeyer <1984>, determinando

la disminución de absorbancia a 340 nm por desaparición del NADE,

en presencia de fructosa 6—fosfato.

La reacción catalizada es:

Fructosa—6—P <-~~P~s~c.N > Fructosa 1,6-difosfato

ATP ADP

Fundamento

:

Fosfofructoquinasa
Fructo5a—6-~P > FructOsadifOsfatO (1)

Aldolasa
Fructosa—difOsfat > Gliceraldehído 3—fosfato +

DihidroxiacetOnafOsfatO <2>

Triosa fosfato
GliceraldehidO3 > DihidrOj<iacetona«<fosfato<3)
fosfato isomerasa

o
4. ..glicerolfOsfato
~eshidrOgena5a

Dihidroxiaceton --~aar.cz > O& glicerolfosfato <~>
fosfato 7%,

NADE NAD~
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La reacción problema <1), se acopla sucesivamente con la (2) y

la (3), cuya misión es proporcionar el sustrato para la reacción

indicadora <~)• La oxidación de NADE en la reacción <4) se puede

medir espectrofotometricarnente por la disminución de densidad

óptica a 340 nm. La reacción <1> es prácticamente irreversible,

por lo qUe la reacción total está ampliamente desplazada hacia

la derecha, de manera que la oxidación de NADHes reflejo cuanti-

tativo de la actividad fosfofructoquiriasa. Como por cada mol de

fructosa-6-fOsfatO transformada se originan dos equivalentes de

NAD hay que dividir por dos la diferencia en la densidad óptica

obtenida.

La concentración que los diferentes reactivos alcanzaron en la

cubeta resultó ser: Tampón Tris-ClH pH 7,6 50 mM, MgCl2 5 mM,

ATP/MgCl2 0,29 mM, NADH 0,21 mM, FGP 1,85 mM, aldolasa 7,4 pg,

TIM/GDE 7,4 pg.

2.11.5.- Piruvato quinasa (PR)

La actividad de la PK fue evaluada en la fracción soluble

hepática siguiendo el método de Fujii y Miwa <1987> determinando

la disminución de absorbancia a 340 nm por desaparición del NADE.

La reacción que cataliza es:

PK
posfoenolpiruvato + ADP > piruvato + ATP

FundamentO

Fosfoenolpiruvató ~ Piruvato (1)

ADP ATP

Firuvato -—y~.~-—-~ccr<-> Lactato (2)

NADH NAD
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Consiste en acoplar la reacción problema (1> con una reacción

indicadora (2). La reacción (1) es irreversible, mientras que en

la (2), aunque reversible, su equilibrio está fuertemente despla-

zado hacia la formación de lactato, Por tanto, la velocidad de

oxidación de NADE es practicamente igual a la de reacción (1).

La reacción se sigue espectrofotometricamente por avaluación de

la disminución en la densidad óptica a 340 nm.

La concentración que los diferentes reactivos alcanzaron en la

cubeta resultó ser: Tampón Tris ClH pH 7,4 50 mM; MgCl2 54 mM

pH 7,4; NADE 0,21 mM; ADP 0,9 zv.M pH 7; PEP 1,25 mM pH 7; 1<01

70 mM, LDI-¡ 7,4 pg.

2.11.6.— Hexoquiriasas <MR>

El perfil de las hexoquinasas fue determinado en fracción soluble

de acuerdo con el método de Bergmeyer <1984>, en el que la forma-

ción de hexosa-fosfato se acopla a la reacción catalizadora por

la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa en presencia de NADP.

La reacción catalizada es:

Hexosa + ATP > Eexosa-P + ADP

Fundamento

:

Consiste en acoplar la fosforilación de la hexosa <fructosa o

glucosa> <1 y 2) con dos deshidrogenasas dependientes del NADP
4,

la glucosa E—fosfato deshidrogenasa (3) y la 6—fosfogluconato

deshidrogenasa (4).

Eexoquinasa

Fructosa + ATP > Fructosa-E—fosfato + ADP <1)

I Fosfoglucosa isomerasa
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Glucoquinasa 1
Glucosa + ATP > Glucosa-E-fosfato + ADP <2>

G6PDH
Glucosa-6—fosfat >. 6—fosfogluconatO <3)

NADP NADPH

6PGDM
6-fosfogluconat > Ribulosa—5-f05f ato + 002 <4)

NADP NADPH

La formación de NADPE se evalúa espectrofotometricamente por el

incremento de la absorción a 340 nm. Cada molécula de hexosa—

fosfato se corresponde con dos equivalentes de NADPH, por lo cual

las variaciones en densidadóptica obtenidas han de dividirse por

dos a la hora de realizar los cálculos.

La concentración que los diferentes reactivos alcanzaron en la

cubeta resultó ser: Tris-ClH pH 7,6 40 mM, Cl2Mg 7,4 mM, MP/Mg

7,4 mM, NADP 0,33 mM, G6PDH 7,4 pg y EPGDH 7,4 pg. A concentra-

ciones de glucosa 100 mM se determinó la actividad de la gluco—

quinasa. Las otras hexoquinasas se determinaron con fructosa

33 mM y glucosa 0,5 mM.

cuando la actividad hexoquinasa se determinó con fructosa 33 mM

como sustrato, la fructosa 6—fosfato que se forma en la reacción

<1) se convierte rapidamefite en glucosa 6—fosfato por efecto de

la actividad fosfoglucosa isomerasa presente en grandes concen-

traciones en homogenados hepáticos.

2.11.7.— alutation 5-transterasa. (GST>

La actividad de las GST se determinó según el método de Habig y

col <l9~~), midiendo la variación de absorbaficia a 340 ¡-un con
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glutation reducido 0,1 mM y 1—cloro 2,4—dinitrObenceno 0,1 mM,

según la reacción:

N 02

02N Q Cl + GSH > QN Q SG + HCl

La concentración que los diferentes reactivos alcanzaron en la

cubeta fue la siguiente: 1—Cloro 2,4—dinitrobencenO 0,5 mM;

Glutation 0,5 mM; fosfato potásico pH 6,5 0,5 M.

2.11.8.— Actividad gamma—glutaniil tranaferasa <GGT>

En sueros de ratas control y ratas tratadas con tioacetamida se

midió la variación de absorbancia a 405 nm utilizando Tris l25mM

pH 8,5, glicilglicina 75 mMy gamma~gíutamil-.p-nitroanilida 5 mM,

según el método de Wahlefeld y Bergmeyer (1987).

La gamma-glutamil transferasa cataliza la transferencia de un

grupo gamma-glutainilo de la gamma~glutamil—P-nitrOaflulida a un

dipéptido aceptor, la gíicilglicina. La velocidad de formación

de p-nitroanilida determinada a 405 ¡u, es proporcional a la

concen tración catalítica de gamma—glutainil transferasa en la

muestra ensayada.

GGT
gamma~gíutamil-pnitroanilida + gliclíglicin

> p-nitroanilida + gamma-glutaTllil-glicilglicina.

2.11.9.— Glutamato osalacetato transarnínasa. <GOT>

La actividad de este enzima se determiné espectrofotometricaltente

en suero midiendo la disminución de la densidad óptica a 240 nm,

producida por la oxidación del NADH a NAD~ en la reacción acopla-

da de reducción del oxalacetato a malato, catalizada por la

malato deshidrogeriasa <Rel y Horder, 1984) , según el siguiente

proceso:



—77—

GOT
2-oxoglutarato + aspartat > glutamato + oxalacetato

malato deshidrOgenasa
oxalacetat > malatoCN

NADH NAD4

La concentración que los diferentes reactivos alcanzaron en la

cubeta fue la siguiente:

Tampón fosfato pH 7,6 0,8 mM; NADE 0,2 mM; 2—oxoglutarato pH 7

15mb!; aspartato 0,8 mM y malato deshidrogenasa 20pg.

2.11.10.- GlutamatO piruvato transaminasa. (GPT>

La actividad de la GPT se determinó espectrofotoifletricamente

midiendo la disminución de absorbancia a 340 nm, producida por

la oxidación del NADE a NAD~ en la reacción acoplada de reducción

de piruvato a lactato catalizada por la lactato deshidrogenasa

(Horder y Rej, 1984) según el esquema siguiente:

GPT
2—oxoglutarato + alanin > glutamato + piruvato

lactato deshidrogenasa
piruvato >lactato

NADH NAD~

La concentración de los diferentes reactivos en la cubeta es la

siguiente: Tampón fosfato pH 7,4 80 mM, 2-oxoglutaratO 15 mM,

alanina 80 mM, NADE 0,2 mM y lactato deshidrogenasa 10 Mg.
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2.12.— Determinación de la concentracIón de metabolitos

La determinación de la concentración de metabolitos se llevó a

cabo según las técnicas que a continuación se describen para cada

uno de ellos.

2.12.1.— Fructosa 2,6—bisfosfato

La Fru 2,6-P2 se determinó en hepatocitos aislados y en extractos

hepáticos de ratas control y tratadas con tioacetamida por el

método de Van Schaftingen <1984), mediante una determinación

espectrofométrica a 340 nm basada en el poder estimulador de la

fructosa 2,6-bisfosfato sobre la actividad de la fosfofructo-

quinasa-I. (PER-l) parcialmente purificada a partir de patata.

El fundamento de la reacción es el siguiente:

PFK-1.
Fru 6-P + PU > Fru l,6—P2 + pi (1)

Gliceraldehido 3-P

Fru 1,6-P2 - I Triosa P isonerasa <TIM) <2>

Dihidroxiacetona fosfato

GDH
2 dihidroxiacetona fosfato ,~.a~tc——> 2 glicerol 3—P (3)

NADH NAD~

La purificación de la PFK-l se llevó a cabo de la siguiente

forma: 1000 g de patatas peladas se homogenizaron en turmix con

2 litros de tampón preparado con: Hepes 20 mM, acetato potásico

20 mM y ditioeritritol (DTT) 2 mM a pR 8,2, a 4 ~C. La mezcla se
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filtró a través de gasa y al filtrado resultante se añadiópiro-

fosfato sódico 2 mM y Cl2Mg 2 mM ajustando el pE a 8,2, a 4 ~C.

posteriormente se calentó en baño a 70 ~C y cuando la solución

alcanzó los 59 ~C se mantuvo a esta temperatura durante 15

minutos. Una vez enfriada la mezcla a 4 ~C, se ajustó a pH 7 con

ácido acético.

A continuación se añadió a la mezclapoco a poco polietilenglicol

6000 sólido al 6 % y se mantuvo en agitación durante 15 minutos.

La mezcla resultante se dejó a temperatura ambiente 10 minutos

y se centrifugó a 4000 x g durante 10 minutos. Al sobrenadante

se añadió polietilenglicol 6000 sólido para obtener una concen-

tración final del 15 %. se mantuvo en agitación durante 15 minu-

tos y se dejó a temperatura ambiente io minutos. Se centrifugó

a 4000 x g durante otros ío minutos y se recogió el precipitado

en 100 ml de Tris 20 mM, 01K 20 mM y DTT 2 mM a pH 8,2.

Para la determinación de la fructosa 2,6-bisfosfato se prepararon

los reactivos siguientes:

a) Tris 200 mM, acetato magnésico50 mM y DTT 50 mM, ajustándose

el pH a 8,2 con Acetico.

b) La mezcla de 2 ml de aldolasa con 1 ml de TIM/GDE se

centrifugó durante 5 minutos en EppendOrf, elimiriándose el

sobrenadante y reservándoseen hielo.

c) 334 mg de frutosa 6—fosfato se disolvieron en 8 ml de agua;

se añadió perclórico 6 % final y la mezcla se mantuvo is minutos

a temperatura ambiente. Se adiciOnó 0031<2 hasta pH 7 y los tubos

se enfriaron en baño de hielo durante 15 minutoS, posteriormente

se ~~ntrifugó a 3000 X g durante 5 minutos y se recogió el

sobrenadante.
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cl) NADH 2 mg/ml.

Finalmente, se mezclaron las cuatro Soluciones y se llevaron a

100 ml con 1i20 destilada.

2.12.2.— Glucógeno

La concentración de glucógeno en extractos hepáticos se determinó

por el método de Carral y col (1956>, de acuerdocon el siguiente

protocolo:

Muestras de 1 g de hlgado se homogenizan con 5 ml de ácido

tricloracético al 5 %, durante 3 minutos. Se centrifugan a

4000 rpm durante 15 minutos, se extrae el sobrenadantedecantando

y el resto se vuelve a homogenizarcon 5 ml de ácido tricloracé—

tice al 5 % durante otros 3 minutos y se vuelve a centrifugar a

4000 rpm durante 15 minutos extrayendode nuevo el sobrenadante.

A 3. ml de este extracto hepático se adicionaron 5 ml de etanol

al 95 % y la mezcla se incubó a 37 ~C durante 3 horas. Después

de centrifugar (15 minutos a 2000 x g>, de eliminar el sobre—

nadante y de lavar con agua el precipitado, se a~adi6 a éste
2 ml de reactivo antrona. La muestra se calentó durante 15

minutos en bafio hirviendo y se midieron las absorbanciasa

620 mu frente a un patrón de glucosa.

2.12.3.— Glucosa

La glucosa se determinó espectrofotometricarrientepor el incre-

mento de la 0.0. a 240 mu mediante las reaccionesacopladasde

la hexoquinasay la glucosa 6-fosfato deshidrogenasaen presencia

de ATP y NADP~ por el método de Kunst y ccl <1984).

HK

Glucosa ——,.p.—~~—> Glucosa 6—fosfato ---~yrcc<> s-fosfogluconato

ASPP ADP NADP~ UADPH
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La concentración final de los reactivos en la cubeta fué la

siguiente: glicilglicina 62,5 mM/MgCl2 25 mMpH 7,6; NADP 0,2 mg;

ATP/Mg
2~ 10 mM; glucosa 6—fosfato desbidrogenasa 10 pl y

hexoquinasa 10 pl.

2.12.4.— Lactato

El lactato se determinó por el método de Molí (1984) en presencia

de lactato deshidrogenasa y NAD~ a pH 9,2, midiendo el incremento

en la densidad óptica a 340 nm, según la reacción:

LDH
Lactato -,>..—-.c<--> Píruvato

NAD~ NADE

El equilibrio de la reacción catalizada por la lactato deshidro—

genasa está muy desplazado hacia la formación de lactato. Por

tanto, la técnica utilizada tiene que desplazar el equilibrio

hacia el sentido contrario empleando un medio alcalino para

atrapar los protones y, un exceso de concentración de NAD+ e

hidrazina que va retirando el piruvato en forma de hidrazona a

medida que se forma. La concentración final de los reactivos fue:

Tris 50 mM, pH 9,1, Hidrazina 0,2 M, SO
4Mg 20 mM, EDTA 2 mMy NAD

1,7 mM.

2 • 12 • 5.- Halondialdehido

El malondialdehido se determinó por el método de Niehaus y col

<1969> . Muestras de 1 g de hígado se homogenizaron con 3 ml de

ácido tricloracético al 0,1 ~e. Después de centrifugar a 15.OOOxg

durante 10 minutos, 0,5 ml del sobrenadante se incubaron con

1,5 ml de ácido tiobarbitúrico (~BA) 0,5 % en ácido tricloracé-

tico al 20 % a 90 ~C en baño de agitación durante 20 minutos.

Pasado este tiempo, se paró la reacción poniendo los tubos en

baño de hielo. Tras centrifugar a 10.000 x g 5 minutos, se midió
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en el sobrenadante la densidad óptica a 532 ¡-un.

2.12.6.-. Glutation total

El glutation total (OSE y GSSG) se determinó siguiendo el método

de Griffith y Tate (1980>, según las reacciones:

glutation reductasa
GSSO+NADPH+H+ >2GSR+tfADP~

no enzimática
2 GSH+DTNB >GSSG+2TNB

La velocidad de la reacción es proporcional & la concentración

de glutation. La formación de 5 ti.o-2-nitrobenzoato <WNB) se

determina espectrofotometricamente a 412 rut.

La concentración que los diferentes reactivos alcanzaron en la

cubeta fue la siguiente:

NADPH 0,21 mM/tampón fosfato 87,5 mM/EDTA 0,45 mM, DTNB 0,6 uhf

y glutation reductasa standard 5 pl. GSE 0,1 mM para realizar la

cUrva de calibración.

2 • 13.— Determinación de proteínas

Las proteínas solubles se evaluaron por el método de Bradford

(3.976) utilizando albúmina de suerobovino como patrón y reactivo

de Coomasie. Los cambios de absorción a 595 mii son directamente

proporcionales a la concentración de proteína presente.

2.14.— Análisis del contenido de DNA en hepatocitos por

citometría de flujo

Las células se analizaron utilizando un test suministrado por



—83—

Becton Dickinson basado en el método de Vindelov y col (1983).

Los hepatocitos una vez aislados se lavaron dos veces con una

solución tampón (85,~50 g de sacarosa y 11,76 g de citrato

trisódico <40 mM) se disolvieron en 800 ml de agua destilada; se

añadieron 50 ml de dimetil sulfóxido y la mezcla se llevó a un

volumen de 1000 ml con agua destilada ajustando el pH a 7,6 >. El

precipitado se resuspendióen 250 pl de esta misma solución y las

muestras se congelaron hasta el momento del análisis.

A 100 pl de las muestras descongeladas en baño a 37 QC se les

añadió 0,9 ml de una solución A: (15 mg de tripsina se

disolvieron en 500 ml de una solución stock preparada de la

siguiente manera: 2 g de citráto trisódico <3,4 mM) , 2 ml de

Nonidet P4Q (0,1 %, y/y>, tetrabidrocloruro de espermina <1,5

mt!) y 121 mg de Tris (hidroximetil)aminometano <0,5 itt!>, se

disolvieron en 2000 ml de agua destilada y se ajustó el pH a

7,6). Los tubos se agitaron por inversión durante 10 minutos a

temperatura ambiente. A continuación se afladieron 0,75 ml. de una

solución B: (250 mg de inhibidor de tripsina y 50 mg de ftibonu—

cleasa A, se disolvieron en 500 ml de la solución stock A y se

ajustó el pH a 7,6>. Los tubos se agitaron por inversión durante

10 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, se añadieron 0,75 ml de una solución 0: <208 mg

de yoduro de propidio y 580 mg de tetrahidrocloruro de espermina,

se disolvieron en 500 ml de la solución stock A y se ajustó el

pH a 7,6). La solución se protegió de la luz durante toda la

determinación.

Los tubos protegidos de la luz con papel de aluminio se agitaron

por inversión durante 10 minutos a temperatura ambiente. Final-

mente, los tubos se mantuvieron en baño de hielo hasta el

análisis por citometría de flujo.
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2.15.— neterminación de calcio intracelular

Para determinar la concentración intracelular de calcio, los

hepatocitos se marcaron con Fura-2AM, derivado acetoxi—metilado

del Fura—2 y lo suficientemente lipofilico para atravesar la

membrana plasmática. En el interior celular, las esterasas

citosólicas son capacesde romper el enlace y liberar Fura—2, de

esta forma queda confinado en el citosol y puede actuar como

sonda fluorescente para la medida de los niveles de calcio tras

ser activado con una longitud de onda adecuada <Cobbold y col,

1987>.

Procedimiento

:

Después de obtenidos los hepatocitos en un medio Hepes 20 mM a

pH 7,4, se resuspendieron en PBS <Phosphatebuffer salme) con

BSA <Bovine serum albumin) a la concentración de Smg/ml. Después

de centrifugar, el precipitado se marcó con Fura-2AM a una

concentración final de 5 pH incubándolo junto con plurónicO 0,5

mM final, durante 35 minutos en baño a 37 QO con agitación y

gaseo con 02/002 <95 %/5 %) . Tras la incubación, se tomaron

alícuotas de la suspensión de hepatocitos que se lavaron dos

veces en PES 0~ntrifug&ndO a 100 x g y se resuspendieronen 10

ml de PBS y de aqu{ se tomaron alícuotas de 2 ml que se

depositaron para su lectura en la cubeta del espec—

trofluorífletrO siendo la longitud de onda máxima de excitación

340 mii y la longitud de onda máxima de emisión 510 nm.

En estas condiciones se deterutinó la fluorescencia máxima en cada

ensayo, tras la adición de 20 pl de SDS <sodiumdodecyl sulphate)

al 10 %, detergente utilizado para romper las células y liberar

e]. Fura-2 contenido en ellas. La fluorescencia mínima se obtuvo

tras añadir 20 pl de EGTA 0,5 M/TRIS 3M.



—85—

3.— RESULTADOS

El tratamiento con ticacetamida en las condiciones de intoxi—

cación aguda, con una dosis subletal de este agente, no tuvo

efecto significativo sobre el. parámetro obtenido en la relación

peso hígado/pesocuerpo, cuyos valores fueron 3,9 ±0,2 y 4,3 ±

0,3 mg hllgado/g cuerpo, para las ratas control y las tratadas con

tioacetamida, respectivamente.

3.1.— Morfología en cortes de hígado de rata

Con el objeto de comprobar el efecto necrogénico y la

subsiguiente regeneración, se ha realizado un estudio morfológico

de cortes hepáticos de rata a las 24, 48 y 72 horas después de

la administración intraperitoneal de tioacetamida <6,6 mmol/Kg>.

Los fragmentos de hígado recién obtenidos se fijaron en formol

al 10 * y se procesaron de forma convencional para microscopia

óptica (deshidratación a concentraciones crecientes de alcohol

y xilol e inclusión en parafina). Posteriormente se realizaron

cortes de 7 micras de grosor con un microtomo de deslizamiento

de la firma comercial Reichert, que se tiñeron con hexwatoxilina—

eosina, según se explica detalladamente en el apartado 2.6 de

Métodos.

En la figura 1 se muestra una panorámica del hígado a las 24

horas de la administración del hepatotóxico, donde se puede

observar claramente una necrosis en la zonacentral del lobulili.o

hepático (también llamada perivenosa o zona 3 del acino hepático>

<Ve) que se asocia con zonasde hemorragiae infiltrados inflama-

torios de leucocitos polimorfonucleares. La zona necrosada se

extiende sobre un 50 % de la superficie del corte (x 160). La

figura 2, detalle de la figura 1, muestra a mayor aumento (x 800)

el espacio venoso <vena central) <VO) donde aparece con sayor

claridad la zona de necrosis fr4 y la infiltración de leucocitos.
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La figura 3 (>< 800) es también un detalle de la figura í, donde

se observa un espacio porta, con la vena porta (VP), la arteria

hepática (AH> y el canalículo biliar (OB>, que aparece sin

síntomas de necrosis. En la figura 4 se observa la vena central

(yO> a mayor aumento (x 1600), donde la lesión hepatocelular

masiva se caracteriza por cariolisis, picnosis <~-) y cariorrexis

nuclear (—.j.

En la figura 5 se muestra una visión general de un corte de

hígado a las 48 horas de la administración del hepatotóxico;

puede observarse que se mantiene la necrosis central aunqueen

fase de resolución <x 160)

La figura 6 es un detalle a mayor aumento (x 800> de la figura

5, donde se muestra el espacio perivenoso <vena central) <Ve).

La necrosis muestra signos de remisión si se compara con la de

los cortes obtenidos a las 24 horas en las figuras 3. y 2. E].

infiltrado inflamatorio que acompaña a la lesión necrótica es de

tipo mixto (leucocitos polimorfonucleares típicos de la inflama-

ción aguda, linfocitos y monocitos característicos de la inflama-

ción crónica) . En esta figura aparece también una manifiesta

dilatación de los sinusoides perivenulares (5).

La figura 7 <x 800) , correspondeal espacío porta de un corte

obtenido a las 48 horas de la intoxicación y la figura 8 (x 400),

muestra venas centrales (VO) , donde existen reacciones fibrosas

asociadas.

La figura 9 y las que vienen a continuación correspondena cortes

de hígado obtenidos a las 72 horas de la administración de

tioacetaxnida. En asta figura 9 observamos en una paranorámica

<ix 160> como la necrosis perivenosa se encuentraya en fase de

resolución. En las venas centrales (VO> que se muestran en la

figura 10 (x 800>, se observa que, a pesar de la clara remisión
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del proceso necrótico, estas zonas se encuentran todavia

afectadas por acción del hepatotóxico. Se ven algunos hepatocitos

necrosados localizados a nivel periférico con persistencia de

células de infiltrado crónico y fibroblastos.

La figura 11 presenta un espacio porta (x 800) en el que se pone

de manifiesto que esta zona mantieneuna morfología normal. En

la figura 12 <x 1600) , detalle de la figura 11, puedenobservarse

los hepatocitos mediozonales con cierto grado de tumefacción y

abundantes Tnitosis (M) . Se muestran también los sinusoides <E)

y las células de Kupffer (1<).
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3.2.— Citometria de flujo

La técnica relativamente reciente de citometria de flujo permite

la evaluación de multitud de parámetros celulares de una gran

utilidad en estudios sobre la toxicidad de agentes químicos.

El estudio de las propiedades físicas junto con el de las

variaciones en el DNA celular en poblaciones hepatocelulares se

consideran análisis de gran precisión para determinar la cito y

genotoxicidad de xenobióticos.

3.2.1.— propiedades físicas en poblaciones de hepatocitos

evaluadas por citonietria de flujo

En el análisis por citometría de flujo, los hepatocitos aislados

de ratas adultas se revelaron como células grandes y heterogéneas

con una autofluorescencia intensa verde. Sin embargo, los

hepatocitos fetales mostraron un tamaño más pequeño con aspecto

homogéneo y una disminución en la emisión verde (Figura 13>. y

130). Los hepatocitos adultos obtenidos de ratas tratadas con

tioacetamida se analizaron a las 24, 48 y 72 horas después de la

administración de una dosis subletal de tioacetamida (Figura l3B

y 13D). A las 24 horas del tratamiento, los hepatocitos mostraron

características citoxtétricas en tamaño y fluorescencia, similares

a las encontradas en células adultas. Por el contrario a las 48

horas, e incluso a las 72 horas del tratamiento, los hepatocitas

mostraron características citou¡étricas, en tamaño <Figura 13B>

y fluorescencia (Figura 130), similares a las observadas en

células fetales (Figura lZA y 130).

El histograma de la emisión a 530 nm de las poblaciones de

hepatocitos adultos, fetales (22 días de gestación> y a las 48

horas del tratamiento con tioacetamida se muestra en la Figura

14. Los hepatocitos TAM <verde> presentan dos picos de emisión



—95—

a 530 nm, uno de autofluorescencia positiva <+) , que coincide con

uno emitido por los hepatocitos adultos y otro de autofluores—

cencia muy positiva (+++), que coincide con uno de los emitidos

por los hepatocitos fetales.

La Figura 15 muestra los histogramasbidimensionalesde poblacio-

nes de hepatocitos en los que se presenta la emisión a 530 nm

(FLí) en ordenadas, versus tamaño celular (EEC) en abscisas. E].

histograma A corresponde a hepatocitos adultos, el B a hepato-

citos fetales y en el O (en verde) apareceel histograma de los

hepatocitos de ratas a las 48 horas de ser tratadas con TAM. Como

puede observarse, el histograTnade los hepatocitos I’AM es similar

al que corresponde a la mezcla de adultos y fetales.

En la Figura 16 se muestra el análisis multiparamétrico de la

población de hepatocitos aislados de ratas a las 48 horas del

tratamiento con TAN. Los parámetros ensayadoshan sido: tamaño,

complejidad y fluorescencia a 530 y 570 mii. El cálculo del

porcentaje de las poblaciones muestra una mezcla de células

hepáticas con las siguientes caracterlsticas un 23,8 %

corresponde a la poblaci6n mediana con autofluorescencia muy

positiva <-4-++, amarillo); un 22,6 % a la poblaci6n pequeña con

fluorescencia positiva <+, verde); un 19,8% a la población grande

con fluorescencia muy positiva (+++, azul marino) y un 17,9 % a

la población mediana con fluorescencia positiva <+, rojo).



—96—

Figura 13.- AnálisiS citométrico do]. toalla y autoflUorOSCGflCi&

de las células.

ramaño

A Hepatocitos adultos (-—-) y fetales (...)

B Hepatocitos tratados con TAN 24<-——), 48<. . .) y 72<...) h

AtltofIuorescencia a 530 nm

O Hepatocitos adultos (———) y fetales <. ..)

D Hepatocitos tratados con TAN 24<———), 48 (. . ¿3 y 72 <.4.> h
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3.2.2.— Análisis del contenido de DNAen hepatocitos aislados por

citometria de flujo

Muestras de hepatocitos aislados de ratas adultas y fetales, así

como de ratas a las 6, 18, 24, 36, 48 y 72 horas de la adminis-

tración de una dosis subletal del hepatotóxico tioacetamida (6.6

mmoles/Rg) se procesaron para analizar las poblaciones de hepato—

citos en base a su contenido en DNA. De esta manera se ha tratado

de establecer con precisión el porcentaje de células que se

encuentra en una determinada fase del ciclo de división celular

y con ello ajustar el momento de máxima regeneración post—

necrótica.

Las figuras 17 y 18 muestranel contenido de DNA evaluado por la

fluorescencia emitida a 623 nm por el complejo formado por el DNA

y el yoduro de propidio, en abscisas, frente al número de

células, en ordenadas. En la figura 17—A, que se refiere a

hepatocitos adultos sin tratamiento <control>, se observan dos

picos, uno que correspondea poblaciones con un contenido 2c de

DNA que se encuentra en los hepatocitos en fase 01, y el otro

relativo a los hepatocitos con un contenido 4c en DNA, típico de

las fases G2/M. En hígado control, un 68 % de los hepatocitos se

encuentran en fase Gí, un 31,3 % lo está en las fases G2/M,

mientras que sólo un 0,6 % se encuentra en fase S (síntesis).

Estos resultados indican que la mayor parte de los hepatocitos

aislados de hígado control se encuentran en la fase 01 del ciclo

celular y que en sólo un 0,6 % de células se verifica la síntesis

del DNA.

La figura 17-F muestra el histograma de hepatocitos Letales,

donde aparecen los dos picos característicos de la fase 01 y de

las fases 02/M. El porcentaje de células que sintetizan DNA <fase

S), que apareceen la mesetasituada entre los dos picos es, en

este caso, un 7,3 %
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La figura 18—6 se refiere a hepatocitos adultos aislados a las

6 horas de la administraci6n de tioacetamida. Los porcentajes de

células en las diferentes fases del ciclo son similares a los

encontradosen hepatocitos control: 65 Vs 68, 0,7 Vs 0,6 y 35 Vs

31 para las fases 01, 8 y G2/M, respectivamente.

La figura 18—18 corresponde a hepatocitos aislados a las 18 horas

de la administración del hepatotóxico. También en este caso los

porcentajes obtenidos de las diferentes poblaciones son similares

a los encontrados en los controles.

En la figura 18-24 se muestran los valores de DNA en poblaciones

de hepatocitos aislados a las 24 horas de la administración de

la hepatotoxina. Los resultados ponen de manifiesto un aumento

notable en la población en fase 8 (2,8 vs 0,6). Este incremento,

superior a cuatro veces, va acompañado de una disminución en el

porcentaje de los hepatocitos en las fases 02/14 <3 Vs 31> (diez

veces menos).

La figura 18-3 6 muestra el contenido en DNA de poblaciones de

hepatocitos aislados a las 36 horas de la administraci6n del

hepatotóxico. Se observa un enorme incremento en el contenido en

DNA de las poblaciones que se encuentran en fase de síntesis del

DNA (8) que alcanza en este punto un 13 % del total. Este valor

superior en 200 veces el valor control aparece en la meseta

registrada entre los dos picos.

En la figura 18-48 aparecen los picos relativos a la cantidad de

DNA en hepatocitos aislados a las 48 horas de la intoxicación.

Lo más destacable de las poblaciones de hepatocitos en estos mo-

mentos de la intoxicaci6n es que al igual que los aislados a las

36 horas se mantiene la elevada cantidad de células en fase de

síntesis del DNA. Estos resultados, que concuerdan con intoxica-

ciones experimentales llevadas a cabo por otros grupos <Mehendale
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y col, 1991) en otros modelos de hepatotoxicidad, indican que el

proceso regenerativo iniciado a las 24 horas, llega a su máximo

en el período situado entre las 36 y las 48 horas. Esta elevada

síntesis de DNA, coincide con una notabilísima ekvación en la

población que se encuentra en las fases 02/14 comparada con la

procedente de los hepatocitos aislados a las 36 horas. Por

último, la figura 18—72 muestra el análisis del DNA en hepato-

citos aislados a las 72 horas de la intoxicación donde se observa

con claridad la disminución de la poblaci6n en fase S, a la vez

que se mantiene elevada la población correspondiente a las fases

02/M. Puede deducirse, de estos resultados, que el proceso de

sintesis de DNA se encuentra en este periodo en fase de

regresión, pero no así el de mitosis.

En la figura 19 se representan en % las variaciones en el conte-

nido en DNA en las diferentes fases del ciclo celular 01, S y G2

+ M en poblaciones de hepatocitos obtenidas a las 6, 18, 24, 36,

48 y 72 horas después de la administración a ratas del hepato-

tóxico tioacetamida. En esta figura se muestran los valores en

DNA de poblaciones adultas (A) y Letales <E), con el objeto de

compararlos con los hepatocitos durante el proceso de desdife-

renciació, regeneración y regresión.
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3.3.— Parámetros determinantes de necrosis hepática

Uno de los síntomas clínicos de la patología hepática es la apa-

rición en plasma sanguíneo de enzimas procedentes de la rotura

de los hepatocitos en el proceso de necrosis. Los hepatocitos

necrosados vierten su contenido celular al torrente circulatorio

y ésta es la causa de que aquellos enzimas más abundantes en la

célula funcional hepática aparezcan muy elevados en el plasma.

Entre estos enzimas hay que destacar las aspartato y alanina

aininotransferasas y la isocitrato NADP deshidrogenasa, cuyas

actividades plasmáticas se utilizan como determinantes del grado

de necrosis hepática en casos de intoxicación o infección.

3.3.1.— Alteraciones en Los niveles séricos de la aspartato

aminotransferasa. <GOT>

La actividad de la aspartato aminotransferasa se determinó en

suero de ratas obtenido a distintos tiempos despuésdel trata-

miento con una dosis necrogénica de tioacetamida <6,6 nunoles/Kg).

Los diferentes tiempos fueron: 1, 3, 6, 12, 24, 48 y 72 horas.

Las muestras de sangre se obtuvieron por punci6n de la vena porta

en ratas anestesiadas con Nembutal (50 mg/Kg> y heparinizadas <50

Us/Kg). Los resultados se expresan en us por ml de suero conside-

rando como unidad los pinoles de sustrato transformados por minuto

a 25~C y son media de 4 determinaciones experimentales dif e—

rentes. En la figura 20, se muestra La representación gráfica de

esta actividad. El máximo de actividad, 14 veces el valor

control, se registró en la muestra de suero obtenida a las 24

horas de la administración de la hepatotoxina, momento que

coincide con el punto máximo de necrosis. A las 48 y 72 horas se

registra una marcada disminución de esta actividad enzimática

sérica hacia valores considerados normales, lo cual es un indice

de la remisión de la necrosis.
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Figura 20.- Aspartato aminotransferasa en suero de ratas tratadas

con una dosis necrogénica de tioacetaniida (6,6 mmnoles/Kg).

Los resultados se expresan en % del valor control. El valor

control, calculado en plasma de ratas a tiempo O fue 24 ± 4

mus/ml de suero considerando como unidad enzimática aquella

cantidad de suero que transforma 1 pmol de sustrato a 25 QQ por

minuto.

Los resultados son media de cuatro determinaciones experimentales

diferentes con sus desviaciones típicas. La t de Student fue

calculada por comparación de los resultados frente al tiempo 0;

cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se consideró no

significativa *p.cO, 001.

Tiempo <horas)
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3.3.2.— Alteraciones en los niveles séricos de la alanina

aminotransfetasa (GPT)

Al igual que la aspartato aminotransterasa, la actividad de la

alanina aminotransferasa se determinó en suero de ratas obtenido

a distintos tiempos después de una dosis necrogénica de

tioacetamida (6,6 mmoles/Kg). Las muestras de sangre procedentes

de la vena porta de ratas anestesiadas con Nembutal (50 mg/Kg>

y heparinizadas (50 Us/Kg) se tomaron a las 3-, 3, 6, 12, 24, 48

y 72 horas después de la administración de la hepatotoxina.

Los resultados se expresan en mus/ml de suero considerando como

unidad los pmoles de sustrato transformado por minuto a 25 ~C y

son media de cuatro determinaciones experimentales diferentes y

su representación gráfica se muestra en la figura 21 en la página

109.

El punto máximo de actividad, 7 veces el valor control, se

registró a las 24 horas de la administración de la hepatotoxina;

este momento coincide con el máximo de necrosis.
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Figura 21.- Alanina aminotransferasa en suero de ratas tratadas

con una dosis necrogénica de tioacetamida <6,6 mmoles/Kg).

Los resultados se expresan en % del valor control. El valor

control, calculado en plasma de ratas a tiempo O fue 17 ± 2

mus/ml de suero, considerando corno unidad enzimática aquella

cantidad de suero que transforma 1 pmol de sustrato a 25 QO por

minuto.

Los resultados son media de cuatro determinaciones experimentales

diferentes con sus desviaciones típicas. La t de Student fue

calculada por comparación de los resultados frente al tiempo 0;

cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se consideró no

significativa. *p<O,OOl.

Tiempo (horas)
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3.3.3.- Alteraciones en los nivelas séricos de NADP—isocitrato

deshidrogenasa (ICDH>

La actividad isocitrato deshidrogenasa dependiente del NADP es

otro de los parámetros considerado como marcador de la necrosis

hepática. Esta actividad se determinó en muestras de sangre de

ratas obtenidas de la vena portt previa anestesia con Nembutal

<50 mg/Kg) y heparinizadas (50 Us/Kg> a las 1, 3, 6, 12, 24, 48

y 72 horas de la administración de una dosis necrogénica <6,6

mmoles/Kg) de tioacetamida.

Los resultados se expresan en pinoles de sustrato transformado por

minuto a 25 ~C y son media de cuatro determinaciones experimen-

tales diferentes y su representación gráfica se muestra en la

figura 22 en la página 111.

El punto máximo de actividad, 27 veces el valor control, se

registró a las 24 horas de la administración de la hepatotoxina,

que coincide con el momento de máxima necrosis.
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Figura 22.- Actividad isocitrato desbidrogenasa NADP en suero de

ratas tratadas con una dosis necrogénica de tioacetamida

<6,6 mmoles/Kg).

Los resultados se expresan en % del valor control. El valor

control, calculado en plasma de ratas a tiempo 0, fue de 16 ±2

nmol de sustrato transformados por minuto a 25 ~C por ml de

suero.

Los resultados son media de cuatro determinaciones experimentales

diferentes con sus desviaciones tipicas. La t de Student fue

calculada por comparación de los resultados frente al tiempo O;

cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se consideró no

significativa. *p<O,OOl.

Tiempo (horas>
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3.4.- Parámetros determinantes de lesión hepática inducida por

hepatotóxicos

Existen una serie de parámetros hepáticos cuya determinación es

muy útil a la hora de diagnosticar las lesiones hepáticas. La

lesión hepática inducida por la tioacetamida se origina por la

rápida biotransformación de esta hepatotoxina a tioacetamida 8—

óxido, la cual a través de las monooxigenasas dependientes del

citocromo P-450 origina metabolitos electrofilicos que reaccionan

por unión covalente con macromoléculas, principalmente aquellas

que corresponden a la fracción proteica nuclear <Satyabharna y

Padmanaban, 1984)

Entre los parámetros determinantes de lesión hepática, se han

evaluado en el presente trabajo la actividad enzimática de la

gammna-glutamil transterasa en suero y la actividad de las

glutation S-transferasas en la fracción soluble hepática, junto

con la concentración de glutation total hepático. Se ha evaluado

también la concentración de malondialdehido como indicativa del

grado de peroxidación lipidica originado en el proceso hepato—

tóxico y cuya elevación demuestra la alteración de los lípidos

de las membranas celulares que, puede llegar a conducir a la

desintegración y rotura de dichas membranas y a la muerte celular

(Chien y col, 1977).
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3.4.1.— Alteraciones en la actividad sérica de la gainma—glutamil

transferasa (Gal’)

En suero de ratas obtenido a distintos tiempos: 1, 3, 6, 12, 24,

48 y 72 horas después de la administración de una dosis subletal

del hepatotóxico tioacetamida <6,6 mmoles/Kg) se evaluó la acti-

vidad de la GGT, enzima extrahepático encargado de la degradación

del glutation ( Mannervik, 1985 >

La GGT suele encontrarse elevada en casosde enfermedadhepática

obstructiva (hepatobiliar>, intoxicación etílica y hepatocarcino—

genesis <Cascales y col, 1991>.

Las muestras de sangre obtenida por punción de la vena porta en

ratas anestesiadas (Nembutal 50 mg/Kg> y heparinizadas, se

centrifugaron a 3000$g para separar el suero. Los resultados se

expresan en pmols de sustrato (gamma—glutamil p-nitroanilida)

transformados por minuto a 25 QO y son media de cuatro determi-

naciones experimentales diferentes y su representación gráfica

se muestra en la figura 23 de la página 114.

La actividad CGT ascendió paulatinamente a partir de 1. hora

mostrando su punto de actividad máxima a las 24 horas de la

administración de la hepatotoxina con valores superiores a 30

veces el control. A partir de aquí se registró un brusco descenso

a las 48 horas presentando valores cercanos a la normalidad.
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Figura 23.- Actividad gamma-glutamil transferasa en suero de

ratas tratadas con una dosis necrógenica de tioacetamida (6,6

inmoles/Kgb

Los resultados se expresan en % del valor control. El valor

control, calculado en plasma de ratas a tiempo O, fue 32 ±0,4

pinoles de nitroanilida liberada por minuto a 25 ~C por nl de

suero.

Los resultados son media de cuatro determinaciones experimentales

diferentes con sus desviaciones típicas. La t de Student fue

calculada por comparación de los resultados frente al tiempo 0;

cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se consideró no

significativa. *p.CO,OOl.

o
Tiempo (horas)
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3.4.2.— Actividad de la glutation il-transterasa (GST) en fracción

soluble de hígado de rata

La importancia de las reacciones catalizadas por las glutation

S—transferasas se basan en que el átomo de azufre del OSE

proporciona los electrones para el ataque nucleofilico del

sustrato electrofilico, en este caso un metabolito reactivo

derivado de la tioacetamida. La elevación de las glutation 5—

transferasas en caso de intoxicación puede ser una de las causas

de la depleción del glutation.

La actividad GST se determinó en la fracción soluble de hígado

de rata tratada con una dosis necrogénica de tioacetarnida (6,6

mmoles/Kg>. Las muestras de hígado se tomaron a determinados

tiempos después de la administración de la hepatotoxifla: 1, 3.,

6, 12, 24, 48 y 72 horas.

Los resultados son media de cuatro determinaciones experimentales

diferentes y se expresan como pmoles de sustrato transformado por

minuto a 25 ~C por mg de proteína.

La actividad GST aumentó paulatinamente a partir de los primeros

momentos de la intoxicación alcanzando su punto máximo en el

periodo entre las 12 y las 24 horas presentando valores de 160

y 159 %, respectivamente, posteriormente se registró un proceso

de disminución. Los máximos de actividad GST son más tempranos

que los de los enzimas marcadores de necrosis.



—116—

200

176

152

128

104

80

Tiempo (horas)
Figura 24.- Actividad glutation s-transferast en fracción soluble

de hígado de ratas tratadas con una dosis necrogénicas de

tioacetaniida (6,6 mmoles/Kg>.

Los resultados se expresan en ~e del valor control. El valor

control, calculado en fracción soluble de hígado de ratas a

tiempo O, fue 37 ±0,4 nmol de sustrato transformados por minuto

a 25 QC por mg de proteína.

Los resultados son media de cuatro determinaciones experimentales

diferentes con sus desviaciones típicas. La t de gtudent fue

calculada por comparación de los resultados frente al tiempo O,

cuando esta diferencia fue superior a.O,0Ol se considerá no

significativa. *p<O,OOl.

El valor control de las proteínas fue de 95 mg por gramo de

hígado.

——• Glutation S—transferasa

U——U proteínas solubles de la fracción citosólica.
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3.4.3.- Niveles en hígado de glutation y malondialdehido

En extractos hepáticos de ratas tratadas con una dosis necrogé—

nica de tioacetamida (6,6 nunoles/Kg) se evaluaron las concentra-

ciones de glutation y malondialdehido.

Las reacciones de destoxificación consumen el OSH hepático a la

vez que promueven una activación compensatoria de la síntesis del

SSE (Lauterburg y Smith, 1986>. Sin embargo, en caso de intoxica-

ción masiva, la velocidad de consumición del GSH en hígado puede

sobrepasar la de su síntesis y ello llevará consigo un agotamien-

to del glutation hepático.

La concentración de glutation experimentó una débil subida: de

100 -> 120 % a la primera hora de la administración de la toxina

para descender bruscamente a las 3 y a las 6 horas llegando a las

24 horas a presentar sólo un 31 % del valor inicial normal. Pos-

teriormente se registró una recuperación a las 48 horas, y a las

72 horas la concentraci6n de glutation hepático fue un 82 % del

control. La disminución del glutation hepático resultó ser

inversa a la actividad de uno de los enzimas que lo utilizan, la

glutation s—transferasas.

El malondialdehido es un producto derivado de la rotura de las

membranas por peroxidación lipidica. Por tanto, la determinación

de este metabolito proporciona un indice de la peroxidación

lipidica producida por los intermediarios reactivos originados

en la biotransformación de hepatotóxicos. La figura 26 muestra

la concentración de malondialdehido en homogenados de hígado de

ratas tratadas con tioacetamida. Puede observarse un progresivo

aumento desde las 6 hasta las 24 horas de la administración del

hepatotóxico, alcanzando a las 24 y las 48 horas 145 y 141 % del

valor control, respectivamente, indicando con ello la alteración

de las membranas celulares.
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Figura 25.- concentración de glutation total en homogenados de

hígado de ratas tratadas con una dosis necrogénica de
t±oacetamida <6,6 mmol/KgJ’.

Los resultados se expresan en % del valor control, considerando

el valor control correspondiente a tiempo 0, 4,1 ± 0,3 mM. Los

resultados son media de cuatro determinaciOnes experimentales

diferentes con sus desviaciones típicas. La t de Student fue

calculada por comparación de los resultados frente al control

<tiempo 0) y cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se

consideró no significativa. *p.CO,OOl.
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Figura 26.- concentración de malondialdehido en homogenados de

hígado de ratas tratadas con tioacetaniida <6,6 nuaol/Kg)

Los resultados se expresan en % del valor control y son media de

cuatro determinaciones experimentales diferentes con sus

desviaciones típicas. El valor obtenido en homogenados solubles

de hígado contro fue 2,6 ±0,2 mM. La t de Student fue calculada

por comparación de los resultados frente al control <tiempo O)

y cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se consideró no

significativa. *p<O,OOl.
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3.4.4.— concentración intracelular del calcio

Hepatocitos aislados de ratas control y ratas tratadas con

tioacetamida se marcaron con Eura—2A14 y se analizaron en un

espectrofluorimetro. Las concentraciones de calcio intracelular

se obtuvieron a partir de los datos de fluorescencia mediante La

ecuación: ECa2~]i = 1% (F — E min)/(F max — E), siendo 1<D = 224

(Tsien y col, 1982). La fluorescencia máxima fue determinada tras

la adición de 20 pl de SDS 10 % para romper las células y liberar

todo el Fura-2 contenido en ellas. La fluorescencia mínima se

obtuvo tras añadir 20 pl de EGTA 0,5 14/Tris 3 14.

La figura 27 representa las variaciones en la concentración

intracelular de calcio <nM) en hepatocitos aislados de ratas

control y ratas tratadas a diferentes horas de la administración

de tioacetamida. Puede observarse que existe un incremento en la

concentración del calcio citosólico libre, desde un valor control

de aproximadamente 200 nM a un máximo de alrededor de 500 nM a

las 14 horas de la administración del hepatotóxico. Estos

resultados están de acuerdo con los obtenidos por otros grupos

de investigadores <orrenius y col, 1989>, que afirman que

alteraciones en la homeostasis del calcio inducidas por toxinas

químicas o condiciones de estrás oxidativo, tienen como resultado

una elevación en la concentración de calcio intracelular,

incremento que precede a La pérdida de la viabilidad celular.
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3.5.— Efecto mitogénico del suero de ratas tratadas con

tioacetamida sobre cultivos de fibroblastos

Para estudiar el efecto de los sueros de ratas control y de ratas

tratadas con tioacetamida se procedió a la adición de estos

sueros sobre cultivos de fibroblastos. Los resultados expuestos

en las figuras 28 y 29 ponen de manifiesto que al ir aumentando

la concentración (2 %, 5 % y 10 %) de los diferentes sueros se

produce una mayor inhibición en la proliferación de los

fibroblastos (incorporación de timidina tritiada> . La figura 28

representa la adición de suero procedente de ratas controles. La

figura 29 se refiere a la adición de sueros procedentes de ratas

tratadas con el hepatotóxico.

Como resumen de los datos obtenidos, la figura 30, muestra los

perfiles de estas tres concentraciones (2 %~ 5 % y 10 %) a

diferentes tiempos de la administración de la tioacetauiiida, Puede

observarse una inhibición producida por la adición de los sueros

a las primeras horas de la administración del. tóxico para

aumentar a partir de las 12 horas. Después de este punto, la

incorporación de timidina tritiada vuelve a bajar para ser, a las

24 horas, similar a la obtenida para los sueros control. A las

48 horas existe un ligero aumento con respecto a los controles.
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Figura 28.- incorporación de tintidina tritiada a cultivos de

fibroblastos después de la adición de suero de ratas control a

diferentes concentraciones.
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Figura 29.- incorporación de timidina tritiada a cultivos de
fibroblastos despuésde la adición de suero de ratas tratadas con

tioacetamida a diferentes concentraciones.
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Figra aa.— Perfiles de incorporación de timidina tritiada a

cultivos de fibroblastos tras la adición de sueros a distintas

concentraciones procedentes de ratas tratadas con tioacetaiiida.
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3.6.— Acción del glucagón sobre enzimas relacionados con el

metabolismo de carbohidratos

La unión de las hormonas y sus receptores sobre la superficie

celular supone uno de los mecanismos reguladores más importantes.

En el caso del glucagón, el efecto de la unión a su receptor,

puede explicarse por la activación de la adenilato ciclasa,

enzima que convierte el ATP en cAMP. El cAMP, a modo de segundo

mensajero, transmite el mensaje desde la hormona a la célula.

3.6.1.— Efecto del glucag¿n in vivo sobre las actividades

relacionadas con la degradación de carbohidratos

La Tabla 1 muestra el efecto del glucagón administrado Iii VIVO

en dosis de 0,1 nmol/Kg <ion 24) a ratas control y a ratas 24 y

48 horas después de la dosis de TAM. El glucagón se administró

Lp. a ratas 6 mm antes del sacrificio. En la fracción soluble

hepática se determinaron las actividades: glucógeno fosforilasa

a, hexoquinasas, PFK-1, PFK—2, piruvato quinasa <PK> y lactato

deshidrogenasa. Los resultados obtenidos <Tabla 1> muestran que

en esta fase post necrótica, el hepatocito carece de respuesta

a la acción del glucagón de inhibir las actividades de los

enzimas glucolíticos y de activar los gluconeogénicos. En los

controles, la glucógeno fosforilasa a aumenta por efecto del

glucagón (22 ±3 ——> 37 ±4; p<0,OOl) , mientras que la glucoqui—

nasa <20 ±2 —-0 10 ±1; p-cO,OOl), la PFIC—2 <125 ± 10 ——> 80 ±

6; p<O,00l) y la piruvato quinasa <400 ± 38 ——> 166 ± 5;

p<0,OOl), disminuyen significativamente. Sin embargo, no existe

respuesta al glucagón en estos enzimas de hígado tratado con TAM;

a las 24 horas aún pudo observarse alguna respuesta en la glucó-

geno fosforilasa a (66 ±7 ——> 82 ±9; p<O,OOl), pero a las 48

horas ninguna de las actividades enzimáticas ensayadas mostró

variación alguna. La lactato deshidrogenasa no exhibió variacio-

nes en ninguna de las condiciones señaladas.
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Tabla 1.- Efecto del glucagón in vivo sobre actividades

enzimáticas relacionadas COfl la degradación de carbohidratos en

la fracción soluble de hígado de rata tratadas con tioacetamida.

enzimas adicion control TAM 24 horas TAi4 48 horas

Glucagón
9’

II

~9

9’

‘9

22

20

18

125

400

8749

37

10

17

80

166

8868

±3

±2

±2

±10

t 38

±780

~ 4”’

± 1*

±2

± 6*

± 5*

±890

66 ± •7

6± 1.

26 ± 2

113 ±12

290 ±28

8898 ±790

82 ± 9*

5± 1

21 ± 2

115 ±11

300 ±29

8630 ±690

65 ± 7
6± 1

45 ±5

108 ±12

326 ±33

8987 ±921

65 ± 3

6± 1
57 ±6

112 ±10

360 ±30

9047 ±820

El glucagón se administró in vivo a ratas s minutos antes del

sacrificio, en dosis de 0,1 pmol/Kg. Las actividades enzimáticas

se determinaron en la fracción soluble hepática. Los resultados

se expresanen nanomolesde sustrato transformado por minuto por

mg de proteína y son media ± ED de cuatro determinaciones

experimentales diferentes. *p.CO,OOl.

GPA

GR

PFK-1

PFK-2

PR

LDH

OPA

GR

E’ FK- 2.

2 FR-2

2K

LDH
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3.6.2.— Efecto del glucagón sobre la concentración de fructosa

2,6—bisfosfato en hepatocitos aisladas

En la Figura 31 se muestra el efecto del glucagón al ser incubado

a 3? ~C con hepatocitos aislados y suspendidos en medio DMEM. El

glucagón, a la concentración de i0’ 24, se añadió a las suspen-

siones de hepatocitos aislados de ratas control y de hepatocitos

aislados de ratas tratadas con tioacetamida (48 horas) . A dife-

rentes tiempos o, 2, 4, 6, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos, se

tomaron muestras que fueron inmediatamente centrifugadas en

Eppendorf y el sedimento celular obtenido de cada una de ellas,

se congeló con N2 liquido. Posteriormente se extrajo con NaDE

50 mM y se calentó durante 10 minutos a 80 DC. En el. extracto

obtenido se determinó la concentración de la fructosa 2,6-bis

fosfato. Los resultados que se muestran en la Figura 31, están

representados en concentraciones de Fru(2,6)P2 frente al tiempo

de actuación del glucagón. Se observa, en el caso de los

hepatocitos control, una progresiva caida de las concentraciones

de este metabolito ocasionada por efecto del glucagón. Las

diferencias fueron muy significativas (pcO,0O1) a partir de los

6 minutos. Sin embargo, en hepatocitos tratados con ticacetamida

no se registraron variaciones, es decir, el glucagón no ejerce

efecto alguno inhibidor sobre la PFK-2, o bien, la isoenzima

PFIC—2 existente en los hepatocitos en regeneración es insensible

a la acción inhibidora del glucagón.
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Figura 31.- Efecto del glucagón sobre la concentración de

fructosa 2,6-bisfosfato en hepatocitos.

O——-O Control; A---t Control + glucagóri c1o~1 14).
•---• TAX; Á---Á TAM,+ glucagón <io-~ M).

Los resultados son media t SD de duplicados de cuatro experi-

mentos diferentes. *pc0.,00l.
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3.7.- Fructosa 2,6-bisfosfato y actividad PFK-2 en cultivos

primarios de hepatocitos. Efecto del PMAS bombesina e

insulina

Cultivos primarios de hepatocitos de ratas control y ratas tra-

tadas con tioacetamida se incubaron en presencia de PMA, bombe—

sina e insulina para observar si la activación directa de la pro-

teína quinasa O por el PMA o la activación inducida por intercam-

bio de los fosfoinositoles por la bombesina, afectaba la activi-

dad de la PFK-2 y el contenido de la fructosa 2,6-bisfosfato. En

la Figura 32 se muestra el efecto del FHA, bombesina e insulina

sobre la concentración de la fructosa 2,6-blsfosfato en hepatoci—

tos de ratas no tratadas (32A) y tratadas con ticacetamida (32B)

incubados a 37 ~C por periodos de 2 y 4 horas. En hepatocitos

tratados con tioacetamida la fructosa 2. 6—bisfosf ato mostró un

marcado y progresivo incremento por efecto de estas sustancias

durante las cuatro primeras horas de incubación. sin embargo, en

hepatocitos de ratas no tratadas el FHA no afectó en absoluto la

concentración de fructosa 2,6—bisfosfato.

El incremento en la concentración de fructosa 2, 6—blsfosfato en

hepatocitos en cultivo de ratas tratadas con tioacetamida en

respuesta al PMA, bombesina e insulina dependió del tiempo de

incubación y requirió al menos cuatro horas para alcanzar esta-

bilidad (Figura 32B>. Los cambios observados en el contenido en

fructosa 2,6-bisfosf ato después de la exposición de los hepato—

citos de ratas control y tratadas con tioacetamida a estos ligan—

dos (bombesina, insulina y PMA en el caso de hepatocitos tratados

con tioacetamida), siguieron pautas casi idénticas durante las

cuatro horas de incubación. Por el contrario, en los hepatocitos

control, cuando se incubaron en presencia de PHA, no se perci-

bieron cambios en el contenido de fructosa 2,S—blsfosfato. Sin

embargo, la bombesina retuvo su capacidad para promover una

elevación en la concentración de este metabolito en hepatocitos
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control al igual que en los tratados con tioacetamida (Figura

JiA). Tanto el PItIA como la bombesina promueven la activación de

la proteína quinasa o, bien directamente, (como el PItIA) <Azhar

y col, 1987) o indirectamente a través de metabolitos derivados

de los fosfoinositoles (como la bombesina) (Hasegawa—Sasaici y

col, 1988>. La insulina produjo en ambos grupos, control y TAM,

un incremento en la concentración de fructosa 2.6—bisfosfato

(Probst y Unthan—Fechner, 1985; Muller y col, 1988).
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40
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Figura 32.— Formación de fructosa 26—bisfosfato en cultivos

primarios de hepatocitos control <A> y tratados con tioacetamida

(E) . Efecto del FHA, bolubesina e insulina. • ——-@ PMA LEO nM;

•———• bombesina 100 nM; A-—-Á insulina 100 nM y O--—O
nada. Las células se incubaron en medio DMEMsuplementado con BSA

exento de ácidos grasos. Al cabo de dos horas se reempla2á el

medio y se incubaron las células de 1 a 4 horas en presencia de

Las sustancias indicadas. Los resultados son media ± ED de

duplicados de cuatro experimentos diferentes. *p<O,OOl.

INCUBACION <HORAS)
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En las Tablas 2, 3 y 4 se muestran, respectivamente, las

concentraciones de fructosa 2,6-bisfosfatc, la liberación de

lactato y la actividad PFK-2 en hepatocitosde ratas tratadas con

tioacetamiaa y de ratas control incubados durante 4 horas en

presencia de PItIA, bombesina e insulina y también cuando la

bombesina y la insulina se incubaron junto con el PItIA. La

fructosa 2, 6—bisfosfato se incrementé significativamente por

efecto del FHA en hepatocitos de ratas tratadascon tioacetarnida

<215 %; p<0, 001>, mientras que en hepatocitos de ratas control

el PMA no mostró efecto alguno sobre el contenido en fructosa

2, 6—bisfosifato. Los cambios observadosen la concentración de

fructosa 2, 6—blsfosfato después de la exposición de los

hepatocitos de ratas TAM o controles a factores de crecimiento

cono la bombesina (í0~ M) o la insulina (lO” M> tueron en ambos

casos casi indénticos. Tanto en hepatocitos control como en los

TAN, la fructosa 2,6—blsfosfato incrementó significativamente

cuando se incubaron en presenciade bombesina(222 %; p<0,OOl y

230 %; p’cO.ooí, respectivamente), o insulina (211. %, p<O,OO1 y

253 %; pcO,0Ol en hepatocitos control y vx>í, respectivamente)

<Tabla 2>. En hepatocitos tratados con TAM, la bombesina y la

insulina, cuando se incubaron con PMA, mostraron un siflergismo

aparente entre estos factores de crecimiento y el contenido en

fructosa 2 , 6—bisfosfato, ya que se registraron incrementos

significativos, tanto en el caso de la bombesina más PitIA versus

bombesina (146 %; p.C0,OOl) como en el caso de la insulina más el

PItIA versus insulina (170 %; p.CO,OOl) <Tabla 2).
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tabla 2.— Concentración de fructosa 2,6—bisfosfato en cultivos

primarios de bepatocitos incubados en presencia de PIlA, bombasina

e insulina.

pmoles/mg proteína
Adiciones

Control TAM

Ninguna 18 ±2 <lOO) 13 ±1 <lOo)

PMA, 160 nM 20 ±2 <111) 28 ±3 (215)*

Bombesina, 100 nM 40 ±5 <222>* 30 ±4 <230>*

Bombesína, 100 nM + PIdA, 160 ¡*1 42 ±4 (233>* 44 ±4 <338)*

Insulina, 100 nM 38 ±4 <211)* 33 ±3 <253)*

Insulina, 100 nl’! + PitIA, 160 nM 40 ±5 <222>* 56 ±6 (43DM

Cultivos primarios de hepatocitos obtenidos de ratas control y

ratas tratadas con una dosis de tioacetamida (6,Emnioles/Kg), se

incubaron en presencia de PIdA, bombesina e insulina a las

concentraciones indicadas, a 37 ~C durante cuatro horas. Los

resultados, expresados en picomoles de fructosa 2,6—blsfosfato

por mg de proteína, son media ± SD de cuatro determinaciones

experimentales diferentes. La t de Student indica las diferencias

estadisticas frente a ninguna adición. *p<O,OO1.

Los números entre paréntesis indican Los porcentajes frente a

ninguna adición
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La Tabla 3 muestra las concentraciones de lactato liberado al

medio en cultivos primarios de hepatocitos control y hepatocitos

tratados con ticacetamida. Las variaciones en el lactato liberado

fueron paralelas a las encontradas para la fructosa 2,6-bis

fosfato intracelular. Por tanto, el PMA no influyó sobre la

concentración de lactato en caso de los hepatocitos control,

mientras que se registró una elevación significativa por efecto

del PMA <147 %; pcO,05) en el caso de los hepatocitos TAi4. La

bombesina y la insulina actuaron en ambas condiciones (control

y TAM) produciendo incrementos significativos de lactato. Hay que

resaltar que el lactato liberado en hepatocitos TAM, fue un 30%

superior que el encontrado en los controles.

La actividad máxima de la PFK-2 (Tablas 4 y 5) se ha determinado

a pH 8,5 en cultivos primarios de hepatocitos incubados durante

cuatro horas en presencia de concentraciones a saturación de

diversos ligandos (PItIA, la bombesina y la insulina>. Este

intervalo de toma de muestras fue el elegido debido a los cambios

importantes que tiene lugar durante este periodo de incubación

(Martin-Sanz y col, 1989a). Como se observa en la Tabla 5, es

evidente el incremento en la actividad de la PFE—2 en hepatocítos

tratados con tioacetamida cuando se incubaron en presencia de PItIA

<168 %; pco,oí). El débil incremento observado por efecto de la

bombesina <126 %) y la insulina (136 %) no fue significativo. En

hepatocitos control, el PItIA no produjo cambios en la actividad

de la PFK—2 <Tabla 4)..
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Thbla 3.— concentración de lactato en cultivos primarios de

hepatocitos incubados en presencia de PMA, bonibesifla e insulina.

pmoles/mg proteina

Adiciones

Control TAN

Ninguna 62 ± 6 <100) 86 ±6 (100)

PMA, 160 nl’! 59 ± 6 < 95) 127 ±10 (215>*

Bombesina, 100 nM 118 ±10 <190)* 134 ±11 (156)*

Bombesina, 100 nM + PIdA, 160 1124 108 ±12 (174)* 154 ±16 (179>*

Insulina, loo nR 118 ±12 <190)* 130 ±12 (151)

Insulina, 100 nR + PIdA, 160 ni’! 118 ±16 <190)* 154 ±16 <179)*

Cultivos primarios de hepatocitos obtenidos de ratas control Y

ratas tratadas con una dosis de tioacetamida (6.6 mmoíes/Kg>, se

incubaron en presencia de PitIA, bonibesina e insulina a las

concentraciones indicadas, a 37 g~ durante cuatro horas. Los

resultados, expresados en micromoles de lactato liberado al medio

por mg de proteína, son media ± SO de cuatro determinaciones

experimentales diferentes. La t de Student indica las diferencias

estadísticas frente a ninguna adición. *p<0,0O1.

Los números entre paréntesis indican los porcentajes frente a

ninguna adición.
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TabLa 4.- Actividad de la FYK-2 en cultivos primarios de

hepatocitos de rata control incubados en presencia de DMA,

bombesina e insulina.

PFK-2 (pmol/inin/mg proteina>

Adiciones

pH 8,5 pH 6,6

Ninguna 38 t 2 (100> 19 ±2 <100)

PitIA, 160 nM 36±4(95) 18±2(95)

Bombesina, 100 nM 51 ±4 (134> 27 ±3 <142)

Bombesina, 100 nM + PMA, 160 nM 60 ±5 <158)* 31 ±3 (163)*

Insulina, 2~0o nM 52 ±4 (136) 17 ±2 < 89)

Insulina, 100 nM + PIdA, 160 nI’! 56 ±4 (147) :37 ±4 (195)*

Cultivos primarios de hepatocitos obtenidos de ratas macho adul-

tas, se incubaron en presencia de PIdA, bombesina e insulina a las

concentraciones indicadas, a 37 ~C durante cuatro horas. Los re-

sultados, expresados en picornoles de fructosa 2.6-bisfosfato

formados por minuto y por mg de proteína, son media ± 3D de

cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de Student

índica las diferencias estadísticas frente a ninguna adición.

*p<0, 001.

Los nCmeros entre paréntesis indican los porcentajes frente a

ninguna adición.
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En las actividades de la PFK—2 a pH 5.6 <TablaS 4 y ~> no se

encontraron variaciones significativas en ninguna de las

condiciones ensayadas, lo que indica que estos ligandos no

producen diferencias en el estado de fosforilación de la proteína

enzimática en el sitio de fosforilación de La proteína quinasa

A. Sin embargo, la actividad PFK—2 a pH 8,5 (actividad total) se

incrementó por efecto del PIdA, en bepatocitos tratados con

ticacetamida (Tabla 5) no en controles (Tabla 4), mientras que

los otros ligandos, la bombesina y la insulina produjeron

incrementos en esta actividad en bepatocitos de ambos grupos. La

Tabla 6 muestra el cociente entre ambas actividades de la PFK—2

a pH 8,5/pH 6,6 en la cual parece ser que ninguno de estos

agentes produce un cambio cinético aparente en la actividad de

este enzima.
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Tabla 5.— Actividad de la P2X—2 en cultivos primarios de

hepatocitos de rata tratada con tioacetanuida Incubados en

presencia de FHA, bombesina e insulina.

Adiciones
PFK—2 (pmol/min/mg proteina)

pH 8,5 pH 6,6

Ninguna is t 2 (100) 10 ± 2. (100)

PIdA, 160 nR 32 ±3 (168)* 18 ±2 (180>*

Bombesina, 100 nM 24 ±2 <126) 17 ±2 (170)

Bombesina, ioo nM + FHA, 160 nl’! 32 ±1 <168)* 18 ±1 (1S0)*

Insulina, loo nM 25 ±3 (126) 14 ±1 (149>

Insulina, 100 nM + PIdA, 160 nM 34 ±2 (178)* 17 ±2 <170>

Cultivos primarios de hepatocitos obtenidos de ratas macho adul-

tas tratadas con una dosis subletal de tioacetaniida <6,6mmol/Kg),

se incubaron en presencia de FHA, bombesina e insulina a las con-

centraciones indicadas, a 37 QO durante cuatro horas. Los resul-

tados, expresados en picomoles de fructosa 2,6—bisfosfato forma-

dos por minuto y por mg de proteína, son media ± SO de cuatro

determinaciones experimentalesdiferentes. La t de Student indica

las diferencias estadísticas frente a ninguna adición. *p<0,001.

Los números entre paréntesis indican los porcentajes frente a

ninguna adición.



—140—

Tabla 6.- Cociente entre las actividades enuimáticas de la ?FK—2

a pu 8,5 y pH 6,6 en bepatocitos de rata incubados en presencia

de PIlA, bombesina e insulina.

Cociente pH 8,5/6,6
Adiciones

Control TAM

Ninguna 2,0 ±0,2 (100) 1,9 ±0,2 (100)

PIdA, 160 nM 2,0 ±0,2 <100> 1,6 ±0,3. ( 84)

Bombesina, 100 nM 1,9 ±0,1 ( 95) 1,4 t 0,1 < 74)

Bambesina, 100 nM + PMA, 160 nM 1,9 ±0,1 < 95) 1,7 ±0,1 ( 89)

Insulina, 100 nM 3,1 ±1,8 <155> 1,8 ±0,2 < 95>

Insulina, 100 nM + PHA, 160 nI’! 1,5 ±0,2 ( 75) 2,0 ±0,2 (105)

Cultivos primarios de hepatocitos obtenidos de ratas macho

adultas control y tratadas con una dosis subletal de ticacetamida

(6,6 Tnnioles/Kg), se incubaron en presencia de PIdA, bombesina e

insulina a las concentraciones indicadas, a 37 ~C durante cuatro

horas. Los resultados, obtenidos por cálculo del cociente de las

actividades enzimáticas de la PFIC—2 a pH 8,5 y a pH 6,6, son

media ±SO de cuatro determinaciones experimentales diferentes.

La t de Student indica las diferencias estadlsticas frente a

ninguna adición. *p<0,00l.

Los números entre paréntesis indican los porcentajes frente a

ninguna adición.
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3.8.- Efecto de la subunidad catalítica de la. proteína quinasa

dependiente del cAMP sobre la actividad de la YFR—2

Para observar diferencias en el estado de fosforilación de la

PFIC—2 dibido al tratamiento con tioacetamida, el enzima

purificado con Blue Sepharosa a partir de hepatocitos aislados

de ambos grupos de ratas, se incubó con la subunidad catalítica

de la proteína quinasa dependiente del cAMP (PRA). En la Tabla

7 se muestran los valores de la actividad PFX-2 a pH 8,5 y a pH

6,6, lo que demuestra una vez más que, aunque el enzima de ratas

control resultó inhibido cuando se ensayó a pH 6,6, no se observó

cambio alguno a pH 8,5. Por el contrario, la actividad de la

PFK—2de hepatocitos tratados con ticacetamida no exhibió cambios

a pH 6,6 cuando se incubaron en presencia de FRA, mientras que

la actividad total PFK-2 (pH 8,5) incrementó notablemente por

efecto de la FRA. Estos resultados concuerdan con los obtenidos

en nuestro laboratorio con enzima fetal (Martin—Sanz y col,

19 97 a)
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Tabla 7.- Actividad Pfl-2 en bepatocitos aislados de ratas

tratadas con tioacetanida. Efecto de la proteína quinasa A <PSA).

PFK—2 <pmoles/nin/mg proteína>
Hepatocitos Adicione

pH 8,5 pH 6,6 pH 8,5/pH 6,6

Control 38 ±4 19 ±1,6 2,0 1 0,2

FRA + ATP 1 mM 40 1 3 8 * 0,7* 5,0 1 0,6*

(105) (42) (250)

TAM 19 ±2 10 1 0,9 1,9 1 0,1

FRA + ATP 1 mM 21 1 2 8 1 0,7 2,6 1 0,3

(110) (80) (136)

La PEK-2 de hepatocitos aislados de ratas control y tratadas con

ticacetamida, purificada can Blue-Sepharosa, se incubó con 0,1

mtJnidades de la subunidad catalítica de la proteína guinasa A,

a 30 QO durante 10 minutos. Las muestras se utilizaron para de-

terminar la actividad de la PFR—2 a pH 8,5 y a pH 6,6. Los resul-

tados, expresados en picomoles de fructosa 2,6—blsfosfato forma-

dos por minuto y por mg de proteína, son media 1 SD de cuatro

determinaciones experimentales diferentes. La t de Student indica

las diferencias estadísticas frente a ninguna adición. *p<0,001.

Los números entre paréntesis indican los porcentajes frente a

ninguna adición.
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3.9. - Efecto del sn—glicerol 3—fosfato sobre la actividad de la

PFK-2

Es un hecho conocido que la actividad de la PFR—2 hepática es muy

Sensible a la inhibición por el sn-glicerol 2—fosfato <Probst y

Unthan—Fechner, 1985). De acuerdo con esto, el efecto inhibidor

del sn—glicerol 2-fosfato se ha evaluado sobre la actividad de

la PPK—2 purificada con Blue—Sepharosa a partir de hepatocitos

de ratas control y tratadas con tioacetamida, La actividad PFK-2

se ensayOcon fructosa 6-fosfato 0,1 mM y ATP-Mg 0,5 mM a pH 7,1.

Como se muestra en la Figura 32, la pF1C—2 procedente de

hepatocitos post necróticos, se inhibió en menor grado que la

procedente de hepatocitos control, en presencia del sn-glicerol

3—fosfato. La K1 fue 0,2 y 3 mM, respectivamente para el enzima

Procedente de los hepatocitos control y los tratados. Estos

resultados concuerdan con los obtenidos para la PFK-2 procedente

de hepatocitos fetales (Martin—Sanz y col, 1987a).



—144—

loo.

LL

~5O-
u

t3-~

SN-GL[CEROL 3-FOSFATO (MM)

Fivura 33.- Efecto del sn-glicerol 3-fosfato sobre la actividad

de la PWK-2 en hepatocitos de ratas tratadas con tioacetamida.

La actividad PFK—2 purificada con Blue—Sepharosafue ensayadacon

fructosa 6-fosfato 0,1 mM y ATP-Mg 0,5 mi’! a pH 7,1. Las activi-

dades especificas de hepatocitos control •) y tratados con TAM

<A> correspondientes a los valores 100 % fueron 38 ±4 y 19 1 2

pmol¡min¡mg proteína, respectivamente. Los resultados son media

± SO de duplicados de cuatro experimentos diferentes. *p<O.OOl.

*

*

*

a O~25
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3. 10.— Actividades hesoguinasas y glucoquinasa en la fracción

soluble de hígado de rata

La Figura 34 Tnuestra las actividades de lashexoquinasas,y la

glucoguinasa, enzimas encargadosde fosforilar la glucosa. Se

determinaron por sus distintas afinidades por la glucosa (100 mM

Y 0, 5 mM) y por La fructosa (33 mM>, en la fracción soluble de

higado en distintos momentos después del tratamiento con

tioacetamída: 12, 24, 26 y 48 horas.

La disminución relativa de la actividad de la hexoquinasade alta

Km (100 mM) o glucoquinasa, registrada a las 12 horas de la

administración del tóxico, contrasta con el significativo

incremento, muy notable a las 36 y 48 horas, de la hexoquinasa

de baja Km (0,5 x~iz~í> y de la correspondiente a la fructosa (23

mM) . En los mismos homogenados se eval.uó la actividad de la

lactato deshidrogenasa, la cual no mostró variaciones aparentes

en ningtln caso.
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rigura 34.- Actividad de las hexoguinasas a diferentes tiempos

después de la administración de tioacetamida.

La actividad se expresaen J2m01e5de glucosa o fructosa 6—fosfato

formados por minuto y por gramo de higado.•——-• glucosa 100 mM

(glucoquinasa);~---~ glucosa 0,5 mM; •-M fructosa 33 mM.

*p<O, 001.
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3.11.— Glucógeno hepático y glucosa plasmática

La Figura 35 muestra las concentraciones de glucógeno hepático

y glucosa plasmática a distintos tiempos despu6s de la

administración de tioacetamida: 1, 2, 3, 6, 12, 24, 36 y 48

horas. Después de la brusca calda en la concentración de

glucógeno a las seis horas se registró un descenso progresivo

mostrando a las 36 y 48 horas niveles significativamente bajos.

La concentración de glucosa plasmática, por el contrario, mantuvo

concentraciones muy cercanas a la normalidad con la excepción de

un discreto incremento en las primeras seis horas del

tratamiento.

La concentración de glucógeno se expresa en g por 100 g de

hígado, que se determinó, tanto en extractos de hígado control

como en los de hígado TAM. Hay que destacar un pequet5o, pero

agudo incremento con un pico a las 3 horas, en nomentos previos

a la dramática caida que tiene lugar a las 6 horas con valores

Cercanos al 25 %; a partir de aquí la disminución es continua y

progresiva alcanzando a las 48 horas valores inferiores al 10 %

del valor normal de glucógeno hepático,
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Figura 35.- Cambios en el glucógeno hepático (g/l0O g hígado) y

glucosa en plasma (mM> a 1, 3, 6, 24, 30 y 48 horas de La

administración de tioacetamida. La tioacetamida, en dosis de 6,6

mmoles/Kg, fue administrada intraperitonealmente.

• ---—• glucógeno en hígado de ratas control.

o —--—o glucógeno en Migado de ratas tratadas con tioacetamida,

A --—A glucosa en plasma de ratas tratadas con ticacetamida.

Los resultados son media ± SO de duplicados de cuatro

experimentos diferentes. *p.<Q, 001.
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4..- DISCUSION

La destrucción selectiva de los hepatocitos centrilobulares pro-

ducida por una dosis subletal de tioacetamida y el estado proli—

ferativo del hígado en regeneración que sigue inmediatamente a

la necrosis, ha sido utilizado en el presente trabajo como medio

para estudiar la respuesta hepática frente a la agresión de un

agente tóxico en su doble aspecto: destrucción celular y regene-

ración hepatocelular. La necrosis hepática ocasionada por agentes

qutmicos hepatotóxicos se ha relacionado con una serie de even-

tos; el primero de ellos es la formación de especies quimbas

reactivas derivadas de la biotransformaci6n del tóxico en el

interior de la célula funcional hepática. La gran reactividad de

estos metabolitos, en nuestro caso la tioacetaxnida S-óxido y sus

derivados, ocasiona alteraciones en el estado redox celular, en

los niveles del glutation, en la lipoproteinas ruembranalesy en

la concentración de calcio intracelular. La necrosis hepática se

ha asociado con elevaciones en el contenido de calcio en el

hepatocito y en el caso de la necrosis inducida por la tioaceta—

mida, este incremento tiene lugar entre las 18 y las 24 horas de

la administración de una dosis necrogénica de esta hepatotoxina

(Landon y col, 1986). Este momento coincide, según nuestros

resultados con el punto de máxima necrosis.

La regeneración hepatocelular y la restauración hepatolobular que

tiene lugar inmediatamentedespuésde la pérdida de células hepá-

ticas por acción del hepatotóxico tioacetamida, se ha tratado de

establecer cronológicamente en el modelo experimental del

presente trabajo.

4.1. Necrosis hepatocelular y lesión hepática inducida por

tioacetamida.

El estudio histopatológico de cortes de Migados obtenidos a dis-
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tintos tiempos después de la administración del hepatotóxico

tioacetaniida, ha podido demostrar que tanto la necrosis hepato-

celular como el proceso regenerativo que tiene lugar inmediata-

mente después, se ponen de manifiesto con una gran claridad a

nivel morfológico. La necrosis hepática masiva, que a nivel

histopatológico presenta su máximo a las 24 horas de la adminis-

tración de la hepatotoxina, coincide con el punto de máxima

actividad de los enzimas marcadores de la necrosis, Los enzimas

ensayados en suero fueron las aspartato y alanina aminotrans—

ferasas y la isocitrato deshidrogenasa NADP, cuyos valores, a las

24 horas de la intoxicación, fueron 14, 7, y 27 veces, respecti-

vamente, los correspondientes de estas actividades enzimáticas

en condiciones normales. Los cambios observadosen las activi-
dades aminotransferasas fueron relativamente débiles hasta las

12 horas, momento en el que se registró una brasca elevación

hacia el punto de máxima actividad alcanzado a las 24 horas.

También la isocitrato deshidrogenasa presentó variaciones poco

apreciables en los momentos iniciales y fue a las 6 horas de

tratamiento cuando se observó una brusca elevación que alcanzó

también su máximo a las 24 horas. Las actividades séricas de

estos tres enzimas marcadores de necrosis descendieron en Las

muestras obtenidas a las 48 y a las 72 horas hasta valores

cercanos a la normalidad.

Los enzimas marcadores de la lesión hepática determinados en el

presente trabajo, han sido la gamnia—glutamil transferasa en suero

y la glutation S-transferasa en homogenado hepático, Ambas acti-

vidades alcanzaron los valores más elevados en los momentos coin-

cidentes con el punto de máxima necrosis hepatocelular. Se sabe

que la gamna-glutamil transferasa <GGT) es un enzima extracelular

cuya actividad se eleva en casos de enfermedad hepatobiliar,

intoxicación etílica o estada preneoplásico <Cascales y col,

1991). La GGT es el único enzima conocido que cataliza la

hidrólisis del enlace glutamilo del glutation, lo que representa



—151—

el primer paso en la degradación del glutation. El nivel hepático

de este enzima es muy Sajo; en nuestro caso la elevada actividad

de la GGT puede, junto con La de la GST, ser la causa de la

depleción transitoria del glutation ocasionada por la adlftinistra—

ción del hepatotóxico tioacetamida. La disminución de la concen-

tración intracelular de glutation coincide también con los

máximos de actividad de la GGT y la GST y es transitoria ya que

al brusco descenso que se registra a las E horas continua a las

12 y las 24 horas? punto este último en el que se registra e].

ninimo de concentración con un tercio del valor normal. A partir

de este momento la concentración de glutation intrahepática

aumenta a las 48 y 72 horas. En el caso de intoxicación crónica

con tioacetamida los niveles de glutation no experimentaron

variaciones <Cascales y col, 1990a y 1991>.

Los resultados obtenidos en los momentos iniciales de la intoxi-

cación, se consideran de una gran utilidad a la hora de realizar

el diagnóstico de la lesión hepática originada por la administra-

ción de un hepatotóxico y su conocimiento es importante cuando
se trata de investigar la respuestahepática frente a la lesión

tóxica.

La concentración de malondialdehido se ha determinado en extrac-

tos hepáticos tratados con tioacetamida con el objeto de analizar

el grado de lesión hepática referida a la peroxidación lipidica

y a la degradación de las membranas plasmáticas inducidas por el
o los metabolitos reactivos derivados de J~a biotransformaoión de

este hepatotóxico. Los resultados nos muestranunos incrementos
muy notables que se disparan a las 6 horas y que se mantienen

especialmente elevados en e). periodo que fluctua entre las 24 y

48 horas, para mas tarde descender. Glutation y malondialdehido

muestran perfiles inversos, pero el descenso del glutation es

anterior al incremento del malondialdehido, lo que está de

acuerdocon el hecho de que una disminución de glutation moderada
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no tiene que ir acompaflada de una elevación del malondialdehido

y que la elevación en la concentraci6n de este último ocurre sólo

en la tase terminal de la necrosis.

4.2. Análisis por citometría de flujo

La citometria de flujo es una técnica que se dedica al análisis

multiparamétrico de un gran número de particulas y entre ellas

los hepatocitos en suspensión; cuando se han aislado de ratas que

han sufrido un ataque tóxico necrogénico, proporcionan un medio

donde estudiar diferentes poblaciones de hepatocitos: bepatocitos

remanentes1 hepatocitos desdiferenciados en proliferación y

hepatocitos recién divididos. Este técnica es capaz de analizar
cuantitativamente y con gran rapidez poblaciones celulares hete-

rogéneas. La autofluorescencia emitida por la mayor parte de las

células de mamíferosparece que se debe a la presencia de nucleó—

tidos de flavina y piridina que producenemisión de fluorescencia

cuando se excitan con luz azul—verde y ultravioleta, respectiva—

mente <morelí 1980, 1981, 1983,? Shapiro, 1989). Esta autofluo—

rescencia es paralela al estado redox de la célula <la fluores-

cencia verde indica el estado oxidado) y por consiguiente a su

estado metabólico (‘moreil 1980>. El espectro de emisión de

fluorescencia de las flavinas tiene un máximo a 530 ntti. Nuestros

e><perimentos se han realizado principalmente a 530 nm y los

resultados obtenidos están de acuerdo con aquellos observados por

morelí (1983>. Por tanto, las variaciones en la emisión detec-

tadas a 530 nm en hepatocitos adultas y fetales, pueden ser

debidas a variaciones en el estado redox de la célula. Los

hepatocitos fetales mostraron a 530 nnt una fluorescencia más

baja, que se corresponde con un nivel energético mAs elevado,

mientras que los adultos controles presentaron una fluorescencia

elevada, indice de menor energía. El hígado de ratas, por efecto

del tratamiento con tioacetamida en las condiciones del presente

trabajo, sufrió un proceso necrótico hepatocelular perivenoso
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seguido de una respuesta proliferativa. Para que se verifique

esta respuesta> las poblaciones remanentesde hepatocitos maduros

altamente diferenciados tienen que pasar por un proceso de desdi—

ferenciación en el que adquieren propiedadescaracterísticas de

los hepatocitos fetales. Nuestros resultados obtenidos por

ciitometría de flujo han permitido detectar a nivel celular, el

efecto hepatot6xico de la tioacetamida y también observar,

individualmente en un número considerable de hepatocitos, el
grado de lesión hepática producida por este xenobiótico. De estos

análisis se deduce que los hepatocitos aislados de Migado en

regeneraciónpost necrótica inducida por tioacetamida, muestran

características muy diversas en tamafto, complejidad y fluoree—

cencia. Una serie de poblacionespresentapropiedadesde hepato—
citos adultos, otra de hepatocitos fetales y otra de hepatocitos
con caracteristicas intermedias.

Una de las aplicaciones más importantes de la citon~etria de flujo

en clínica es la determinación del DNA genómico en poblaciones

celulares cuya proliferaci6n celular se encuentra alterada como

sucedeen el caso de tejidos tumorales. En general, el valar del
contenido celular de DNA genómico interesa por dos razones: para

determinar en una población celular la presencia de células

aneuploides, y para conocer el porcentaje de células en cada fase

del ciclo celular. Los hepatocitos normales presentan una

estabilidad en cuanto a su contenido en DNA y organización

cromosómica. Sin embargo, los hepatocitos en estado proliferativa

<regenerantes) se encuentran involucrados en el proceso de repro—

ducción a través del ciclo de división celular que incluye la

síntesis programadadel DNA para duplicar •l DNA genómíco de la

célula antes de su división. Las células regenerantes, por

tanto, poseen un contenido más elevado en DNA que las células

quiescentes y este contenido puede variar en cada ciclo de

acuerdo con la progresión en la síntesis de DNA. El contenido en

DNA de las células que se incorporan al ciclo celular varia con—
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tinuamente desde el valor inicial, <2c = diploide), caracterís-

tico de las células en estado de reposo hasta dos veces el valor

inicial <4c = tetraploide>, cuando se cornpleta la replicación

del DNA. El ant¿isis del contenido del DNA de una población

Celular, una de las aplicaciones más importantes de la citometria

de flujo proporciona dos clases de información: l. el valor del

Contenido del DNA genómico (ploidia o £naice DNA) de una pobla-

ción celular normal, tumoral, quiescente o proliferante. 2.— la

fracción celular que se encuentra en fase de síntesis del DNA (E)

o la fracción que sufre la mitosis (14>.

La determinación de la ploidia depende de la posición del pico

00—01 de la muestra en relación con el pico 00—01 de la población

celular diploide utilizada como control. El análisis del ciclo

celular requiere la división del bistogra2na en tres áreas que

representan las fases 00-01, 5 y 02 + M y la integraci6n del área

que representa cada fase. La tuición de las células con Lluoro—

Cromos, tales como el yoduro de propidio, combinado con el

análisis cuantitativo célula a célula por citometria de fujo

permite la determinación rápida del contenido en DNA de las

células con el objeto de conocer, tanto el indice de DNA O

ploidia, como la actividad proliferativa de la población.

El hígado regenerante es un modelo de proliferación celular

masiva que presenta la propiedad, sobre las células tumorales de

ser sincrónoma. En poblaciones de hepatocitos tratados con

ticacetamida se ha evaluado la cantidad de DNA en cada una de las

fases del ciclo celular. Los resultados obtenidos se han compa-

izado con hepatocitos de ratas adultas y fetales. El proceso rege—

nerativo, extraordinariamente rápido en hígado post—necrótico nos

llevó a investigar acerca de las variaciones en el contenido de

DNA hepatocitario a partir de la administración de una dosis

subletal de un agente hepatotóxico como la tioaceta2nida. En

nuestros experimentos se ha observado que el porcentaje de
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células hepáticas en fase 5 (síntesis), se eleva de manera

notable a partir de las 24 horas de la administración del hepa-

totóxico, y esta elevación alcanza su punto máximo entre las 36

y 48 horas con cotas tan elevadas como 21 y 19 veces, respec-

tivamente, los valores control. Esta elevación concuerda con el

punto más elevado de la necrosis y la casi desaparición de la

fracción tetraploide. Considerando que el punto mínimo de frac-

ción G2 + 14 precede en horas al de máxima síntesis del DNA puede

deducirse de estos resultados que una parte de la fracción

tetraploide desaparece debido, por un lado, a un mayor indice

mitótico y por otro, a que la necrosis afecte mayoritariamente

a las células que se encuentren en G2 + 14. La población en fase

Gí también se modifica durante el proceso de necrosis y regene-

ración, llegando a su máximo <94 %) a las 24 horas de la intoxi-

cación, punto en el que el perfil de la distribución de las

distintas poblaciones cambia hacia el típico fetal. Es curioso

observar como este abrupto cambio de adulto a fetal se verifica

en un periodo de seis horas, desde las 18 a las 24 horas de la
intoxicación. Es por tanto interesante insistir que la necrosis

afecta mayoritariamente a las poblaciones tetraploides y que es

realmente la pérdida celular la que desencadenala síntesis del

DNA. Quedapor demostrar la vinculación entre la síntesis del DNA

y la mitosis pues, a las 72 horas aún no se ha llegado a estable-

cer el perfil adulto en las poblaciones de hepatocitos.

El mecanismo que controla la regulación de la iniciación de la

mitosis es común a todos los sucariontes:

1.- La activación proteína guinasa p34, producto del gen cdc2,

es el mecanismo central que induce a las células a entrar en

mitosis. Esta quinasa fosforila proteínas clave necesarias para

la mitosis. La actividad quinasa p34 mantiene a la céltfla en el

estado M y para la salida de 14 se requiere la inactivación de p34

(fosforilación) y la acción de fosfatasas. 2.— p34 forma un com—
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plejo con las ciclinas. Las ciclinas se requieren para la activa-

ción de p34 y se degradan <proteolisis) cuando las células salen

de 14 lo cual contribuye a la inactivación de p34. 3.- La activa-

ción de p34 se asocia con la defosforilación de los residuos de

tirosina y treonina. La permanencia de las células en la tase M

dependede una proteína, la peO producto del gen cdc25.

La vinculación entre las fases S y 14 está mediada a través de la

pBo la cual activa a la p34. La intervención de pBO en esa vincu-

lación puede explicar, parcialmente, las diferencias aparentes

entre los ciclos proliferativos de la células somáticas y las

células embrionarias en lo concerniente a los controles feedback

y frenado, que generan las relaciones de dependencia dentro del

ciclo celular. En células de embriones en las primeras fases de

división, como ocurre en las regenerantes, el bloqueo de la

replicación del DNA puede no prevenir que se verifique la

mitosis. Con elevados niveles de pSO no es operativa la vincula-

ción entre S y 14 que es lo que ocurre en células embrionarias.

Sin embargo, en células somáticas, la p80 se encuentra limitada

para establecer la dependencia S-M. Hemos observado que en los

momentos iniciales de la intoxicación, la sS.ntesis del DNA es tan

baja como en los adultos control y ello hace que la mitosis sea

también baja porque, al parecer existe una dependencia entre S

y 14. En hígado adulto esta dependencia va a proporcionar un

acúmulo de células tetraploides. Cuando las células comienzan a

dividirse en el proceso regenerativo adquieren propiedades de

células embrionarias.

4.3. Efecto mitogénico del suero de rata después de la

administración de tioncetamida.

Se sabe que la pérdida de hepatocitos origina la formación de

factores de crecimiento séricos (Michalopoulos y col, 1982> Andus

y col> 1991), que van a ser responsables de la proliferación
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celular en el proceso regenerativo. Este efecto mitogénico se ha

puesto de manifiesto en nuestro modelo experimental sometiendo

cultivos secundarios de f ibroblastos aislados de embrión de

pollo, a la acción de suero de ratas obtenido despuésde la admi-

nistración de tioacetamida. Se ha observado que e). suero de ratas

no tratadas (control) inhibe el crecimiento de e ibroblastos en

cultivo evaluado por incorporación de sa—timidina. La aparición

de estos factores de crecimiento en suero precedió en 12 horas

el punto de máxima necrosis. Los valores obtenidos demuestran la

existencia de estos factores que promueven la proliferación de

células en cultivo. Sin embargo, no se sabe si el brusco descenso

en la actividad mitogénica que se registra a las 24 horas sea

debido a un descensoen la transcripción de estos activadores de

la proliferación o más bien a una mayor aparición en suero de

factores inhibidores que, se originan en etapasposteriores a los

inductores con el objeto de evitar una proliferación celular

incontrolada.

4.4. calcio y proliferación celular.

Son muchos los autores que atribuyen al calcio el papel principal

en la muerte celular inducida por xenobióticos (Orrenius y col,

1987 y 1988). Una elevación sostenida del calcio intracelular

procedentedel calcio extracelular y debida a alteraciones en la

permeabilidad de la membrana plasmática trae consigo la activa-

ción de una serie de enzimas degradativos: fosfolipasa A,

glucógeno fosforilasa a, endonuclesas, etc, que ocasionarán la

muerte celular. Sin embargo, la elevación del calcio intracelular

debido a la cascada de reacciones ocasionadas por la acción de

los factores de crecimiento sobre quinasas, fosfoinositoles,

segundosmensajeros y liberación del calcio del retículo endo—

plásmico, origina una elevación transitoria del calcio citosólico

que ayuda a la activación de proteína quinasas, especialmente la

proteína quinasa 0, cuya activación se encuentra involucrada en
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la proliferación celular. En el presente trabajo se ha realizado

una evaluación de los niveles intracelulares del calcio en

poblacionesde hepatocitos obtenidos despuésde la administración

de tioacetamida y se ha observado un incremento paulatino que

alcanza su valor más elevado a las 14 horas.

4.5. Efecto de hormonas y mitógenos sobre la PFK-2.

En regeneraciónhepática post necr6tica, al igual que en la indu-

cida por hepatectomia parcial, tienen lugar cambios similares a

los observadosen hígado en respuestaal ayuno. Entre éstos, cabe

destacar la desaparición del glucógeno por incremento de la

glucogenolisis y una disminución del flujo glucolitico <Xatz,

1979). Estos cambios están regulados por influencias hormonales.

Durante la regeneraci6n hepática se han descrito diversas

transiciones de isoenzimas hepáticos de tipo adulto a otros

isoenzinias que correspondena un estadomenos diferenciado. Esto

ocurre con la glucoquinasa <Sato y col, 1969) y el tipo L de la

piruvato quinasa (Bonney y col, 1973; Garnett y col, 1974>, que

sufren transiciones a formas isoenzimáticas menosdiferenciadas.

En el modelo experimental de regeneración hepática inducida por

la ticacetamida, se ha investigado la sensibilidad a hormonas y

mitógenos y se han analizado las variaciones en los niveles cte

glucógeno, en la actividad de enzimas glucogenollticos y gluco-

líticos, en la concentración de fructosa 2,6—bisfosfato y en la

actividad de la PFK—2 durante las primeras 48 horas después cte

la administración del tóxico. Se han determinado también las

alteraciones en las propiedades reguladoras de este enzima para

detectar una posible transición isoenzimática similar a la

descrita por Loiseau y col (1988) en células de hepatoma.

Hay que destacar en nuestros resultados que, tanto los enzimas

glucogenolitícos (la glucógeno fosforilasa a) como los glucollí-

ticos (hexoquinasas, glucoguinasa, fosfofructoquinasa—í, fosCo-
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fructoquinasa-2 y piruvato quinasa) ensayados,fueron insensibles

al efecto inhibidor del. glucagón que se administró in vivo a

ratas 48 horas despuésde la tioacetamida y seis minutos antes

del sacrificio. También, en cultivos primarios de hepatocitos

aislados de ratas tratadas con tioacetamida, el glucagón no pro-

dujo respuesta alguna en la concentración de fructosa 2,6—bis

fosfato, metabolito que en condiciones normales disminuye signi-

ficativamente por efecto del glucagón, debido al efecto inhibidor

que produce esta hormona sobre la actividad de la PFK—2.

El control hormonal del metabolismo de carbohidratos en hepato—

citos de mamíferos implica la interconversión entre las formas

activa e inactiva de enzimas reguladoresclave mediante la acción

de proteína quinasas dependientes del cAN? y ca2~—calmodulina

(Pilkis y col, 1988). La acción de agonistas ~ adrenérgicos

está mediada a través de la hidrólisis del fosfatidilinositol—

.bisfosfato y la movilización del calcio (Berridge e Irvine,

1984). Los efectos del glucagón van también unidos a una eleva-

ción del calcio citosólico <Charest y col, 1983), en los cuales

están involucrados mecanismosdependientes (Blackmore y Exton,

1986; Staddon, 1989) o no del cAMP (Wakelan y col, 1986>,

relacionados con la rotura de los inositol fosfolipidos.

Las diferencias más relevantes entre los hepatocitos de hígado

en regeneración y los hepatocitos de hígado adulto control, se

han observadoen el mecanismode respuesta de la proteína quinasa

O posterior a la activación por los ésteres de forbol (PMA) . Los

hepatocitos control carecen de esta respuesta, mientras que las

células hepáticas tratadas con tioacetaxnida (post necróticas> y

los hepatocitos Letales (Martin—Sanz y col, 1989a>, muestran un

notable incremento en la concentración de fructosa 2,6—bisfosfato

y en la actividad de la PPK-2 cuando se exponen a concentraciones

de PMA en el rango de la activación máxima de la 21<0 <160 nM).
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El mecanismomediante el cual la presencia de PMA actúa elevando

la concentraciónde la fructosa 2,6-blsrosfato y la actividad del

enzima que lo produce, la PFK—2, en hepatocitos en regeneración

inducida por una dosis necrogénica de un hepatotóxico, tiene que

involucrar necesariamente al estimulo de la actividad de la

proteína quinasa o, ya que este enzima es el receptor biológico

de los ésteres de forbol. La comparaciónde los resultados obte-

nidos con este ligando (PMA) en hepatocítos de ratas tratadas con

tioacetamida y de ratas control, como también de células hepáti-

cas fetales <Cascalesy col, 1992b), nos fuerza a pensar que la

actividad de la PFK—2 en hepatocitos regenerantes y en fetales

se encuentracontrolada por esta proteína guinasa dependiente de

calcio. Se ha demostrado que la proteína quinasa O activada

interfiere con la unión de ligandos a los receptores «j de los

hepatocitos (Corvera, 1986>.

No se conoce todavía el mecanismomediante el cual la activación

de la proteína quinasa O por el PilA estimula la actividad de la

FFR—2, aunquese ha demostradola existencia de un efecto directo

de la proteína quinasa O sobre el estado de fosforilación y sobre

las propiedadescatalíticas de la PFX—2 (Rider y Hue, 1986) gita—

kawa y col, 1988). En nuestros experimentos, la incubación de los

hepatocitos fetales con PMA, bombesina e insulina no ocasionó

cambios en la afinidad de la PflC—2 por la fructosa 6—fosfato en

el rango de pH entre 6,6 y 8,5. sin embargo, la fosforilación de

la PFIC-2 de miocardio (la forma de 58 kDa) por la proteína

quinasa 0, produjo un incremento de dos veces la Vmax en la PFR—2

sin afectar la afinidad de este enzima por su sustrato, la

fructosa 6-fosfato <Kitalcawa y col, 1988>. A pesar de esto, la

PFK-2 fetal se fosforila por la proteína quinasa O, pero ello no

le hace exhibir cambio cinético alguno (Cascales y col, 1992b).

Se sabe que la bombesina induce una vía de transducción de

seflales, en la que interviene la activación de una fosfolipasa
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específica de fosfatidil inositoles, que genera diaclíglicerol

en la membrana plasmática y un incremento en los niveles de

calcio citosólico (Hasegawa—Sasakiy col, 1988) . El diaclíglí—

cerol y el calcio son activadores de la proteína quinasa O

(Nishizuka, 1984). Sin embargo, no parece probable la

intervención de la proteína guinasa o en la elevación de la

concentración de fructosa 2,6-blsfosfato en hepatocitos no

tratados (control.), ya que la activación directa de la proteína

quinasa O por el PE4A no ocasionó la respuesta observada en el

caso de la bombesína. El efecto de la bonxbesina sobre estas

células puede explicarse a través de su capacidad de movilizar

el calcio, y este elemento al estimular la degradación de].

glucógeno origina el incremento de la fructosa 2,6-blsfosf ato.

Otra posible explicación de la elevación de la actividad de la

PFK-2 inducida por la bombesina podría ser que los cambios

producidos por este mitógeno refuercen la estabilidad de la

proteína enziznática y con ello su respuesta a los ligaMos.

Las elevaciones en el contenido de fructosa 2,6—blsfosfato y en

la actividad de la PFK-2 producidas por la insulina son similares

a las producidas por la bombesina, a pesar de que la insulina

actua por mecanismosindependientes del calcio o de la proteína

quinasa 0. Estos resultados están de acuerdo con los estudios de

Muller (1988) en hepatocitos cultivados durante 48 horas. Se

desconoce el mecanismo mediante el cual la insulina eleva la

actividad PFK-2, pero es posible que sea mediante la estabiliza-

ción del enzima, ya que en animales diabéticos la menor actividad

PFK-2 se debe a una disminución en el contenido de la proteína

enzimática, pero no en el de su mRNA (Crepin y col, 1988).

El análisis de la actividad de la PFK—2 mostró diferencias entre

los enzimasprocedentes de hígado de rata control o tratado con

ThM. La incubación de la PFK—2 parcialmente purificada con la

subunidadcatalítica de la proteína guinasa A no modificó la
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actividad enzimática en hepatocitos de ratas tratadas con

ticacetamida. Además, la sensibilidad de la inhibición por el

sn-glicerol 3-fosfato fue notablemente menor en el caso del

enzima procedente de ratas TAN. A partir de estos resultados y

de otros obtenidos anteriormente con hepatocítos fetales (Martin—

Sanz y col, 1987a>, puede deducirse que los hepatocitos en

regeneración inducida por ticacetamida contienen, como los

fetales, una forma de PFK—2 diferente a la que se encuentra en

hígado control.

En sistemas secretores, los ésteres de forbol producen una res-

puesta limitada que puede aumentar considerablemente mediante la

adición de un ionóf oro del calcio (Abdel—Latif, 1986). En el

hepatocito de mamíferos la degradacióndel glucógeno se contraía

hormonalmentea través de la formación del inositol trifosfato

que promueve la liberación del calcio de los reservorios en el

interior de la célula (Berridge e Irvine, 1984) , incrementando

el calcio citoplasmático desde 0,1—0,2 MM hasta 0,5—1,0 pM. El

calcio activa la glucógeno fosforilasa quinasa y estimula la

degradación del glucógeno, mientras que la proteína quinasa O

inhibe la glucógeno sintetasa (Bourne y De Franco, 1989).

Estos mecanismosson los que han de estar implicados en la brusca

disminución en la concentración de glucógeno, que se observa a

las E horas de administrar el hepatotóxico, antes de la

iniciación de la síntesis del DNA. También el incremento en los

niveles de cAMP encontrados por Rosa y col <1991) en higado en

regeneración junto con la actividad de la proteína quinasa

dependiente del cAN?, pueden contribuir a la degradación del

glucógeno.

El calcio citoplasmático puedeelevarse también por despolariza-

ción de la membranaabriendo los canales de calcio en la membrana

plasmática (Reuter y Porzig, 1988). El diacilgliceroí puede pro-
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ceder de otros lípidos diferentes al fosfatidilinositol-

hlsfosfato. Por ejemplo, se ha descrito que la insulina estimula

la actividad de la fosfolipasa O para hidrolizar un derivado

Complejo del fosfatidilinositol (Saltiel y col, 1986> que genera

diacilglicerol y un segundomensajeroque activa la fosfodieste-

rasa dependientedel cAMP.

Numerososejemplos demuestranque la vía calcio—fo&foinositoles

y la vta cAl!? puedenser divergentes en algunas c6lulas, mientras

que en otras, sus acciones puedenser paralelas <Berridge, 1987).

El cAMP y los segundos mensajeros de los fosfoinositoles actúan

concertadamente para estimular la liberación de la glucosa

hepática (Edelman y col, l98~). Las alteraciones inducidas por

mitógenos en la concentración del calcio citoplasmático presentan

un interés especial por desencadenary regular la proliferación

celular. La entrada de calcio en la célula por medio de un

jonóforo simula la acción del EGF y del PDO? e induce la

expresión de los proto—oncogeneso-tos y o—izqa <Moolenar y col,

1986)
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5.— CONCLUSIONES

1.— La administración intrapenitoneal a ratas de una dosis de

6,6 inmoles/Kg de tioacetamida produjo necrosis hepatocelular

masiva que presentósu máximo a las 24 horas de la administración

del hepatotóxico. Este punto fue determinado por observación de

la morfología de cortes de hígado y por la elevación en suero de

actividades enzimáticas marcadoras de la necrosis <Gol’, GPT y

ICDH>.

2.— Los incrementosen la actividad de la glutation S—trans¿ferasa

y de la gamma-glutamil transferasa unidos a la depleción de glu—

tation y a la concentración elevada de malondialdehido y de cal-

cio intracelular, son pruebas de lesión hepática y lipoperoxida—

ción. La depleción del glutation <Eh) precedió al incremento de

malondialdehido (24—JEh)

3.— La aparición de factores de crecimiento en suero de ratas

tratadas con tioacetamida fué máxima a las 12 horas de adminis-

trar el hepatotóxico y mínima a las 24 horas, por tanto precede

en 12 horas a la necrosis.

4.- Los hepatocitos aislados de higado de ratas tratadas con

tioacetamida muestran comportamientosdiferentes al de los hepa-

tocitos de rata adulta. Entre éstos hay que citar:

a> Por análisis citométrico del tamafio, complejidad y autofluo-

rescencia a 530 nm se ha demostrado la existencia de poblaciones

diferentes con características de adultos, fetales e intermedios.

b) El análisis citométrico del DNA genónico en las distintas

fases del ciclo celular durante la necrosis y regeneración ha

mostrado, a las 24 y 48 horas perfiles con una elevada analogía

con los fetales.
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c> La adición de glucagón a cultivos de hepatocitos de ratas con

tioacetamida no produjo variación alguna en la concentración de

fructosa 2,6—bisfosfato, mientras que en hepatocitos control el

efecto de esta hormona inhibió notablemente la formación de este

metabolito. El glucagón administrado .tn vivo no produjo respuesta

alguna en los enzimas: glucógeno fosforilasa a, hexoquinasa,

glucoquinasa, PFK-2 y piruvato quinasa.

d) La concentración de fructosa 2,6—blsfosfato en hepatocitos

tratados con TAN fue un 30 % menor que en hepatocitos control,

mientras que la liberación de lactato fue superior.

e) La PFK-2 purificada parcialmente de hepatocitos post necrótí—

cos fue poco sensible a la inhibición del sn—glicerol 3 fosfato.

2) En cultivos primarios de hepatocitos post necróticos, el FHA,

al igual que la bombesina y la insulina, produjo un notable in-

cremento en la actividad de la PFK—2 y la concentración de

fructosa 2,6-bisfosfato. Sin embargo, los bepatocitos control no

respondieron a la acción del ¡‘MA.

5.- A las 6 horas de la administración de tioacetamida el glucó-

geno descendióbruscamentemostrandoa las 48 horas niveles mt e—

riores al 10 % del control. La glucosa plasmática no experinentó

variaciaciones.

6.- Por efecto de TAJ.! la glucoquinasa (glucosa 100 mM> descendió

a las 6 horas, mientras que las hexoquinasas <glucosa 0,5 mM y

fructosa 33 mM) incrementaron paulatinamente hasta alcanzar a las

36 y 48 horas actividades significativamente elevadas.

7.- Estos resultados sugieren la existencia de formas isoenzimá—

ticas en hígado en regeneración post necrótica inducida por la

tioacetamida análogas a las que se encuentran en hígado fetal.
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