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RESUMEN

Debido a que el higado posee funciones Unicas, es de gran interés desarrollar herramientas que
permitan conseguir un mejor entendimiento global del comportamiento de las células hepéticas bajo
cambios de las condiciones de crecimiento causado por agentes externos, tales como cambios en la
suplementacion de la fuente de carbono o la utilizacion de drogas en el medio de cultivo. El objetivo
de este de esta memoria es establecer una metodologia que permita realizar estudios metabodlicos en
células de origen hepéatico, con herramientas in silico que complemente los trabajos de
investigaciones in vitro. Para ello, se utilizara la linea celular HepG2, ya que presenta ventajas frente
a otras células de origen hepatico, como su alta capacidad proliferativa y su fenotipo estable. Junto a
esto se disefio un modelo hepéatico para describir el metabolismo intracelular, que considera 37
metabolitos y 32 reacciones, abarcando las principales vias metabolicas de una célula hepética.

En un primer estudio experimental se analiz6 como afecta en el metabolismo de las células la
aplicacion de agente nocivo acetaminofén (APAP), y si el dafio es contrarrestable utilizando N-
acetilcisteina (NAC) como agente protector. Como resultado se obtuvo que la concentracion utilizada
de APAP en el medio (1 [mM]) es altamente toxica ya que frena de inmediato el crecimiento celular,
entrando a una fase de muerte celular. Del anélisis de flujo metabolico aplicado a este caso se obtuvo
que existe una alta tasa especifica de produccion de lactato, y por ende, los flujos son redireccionados
para que aumenten los niveles de piruvato intracelular a partir de diversa fuentes de carbono ademas
de la glucosa (triptofano y triglicéridos), y sea utilizado en la sintesis de lactato. Con respecto a la
proteccion, sélo fue posible obtener una curva de crecimiento comparable al control cuando se utilizd
NAC (5 [mM]) 3 horas después que se administrara APAP. La aplicacion previa tuvo el mismo
resultado que el caso en que sélo se utiliza APAP. El andlisis de flujo metabolico del Unico caso en
que hubo una proteccion efectiva esta sujeto a errores de calculos de tasas especificas, al igual que el
caso control. Grandes desbalances de carbono y nitrégeno, junto con una distribucion de flujos
internos con comportamientos no esperados, no permiten comparar los resultados entre los casos. Sin
embargo, este hecho refleja lo importante que es tener mediciones precisas y un buen disefio
experimental para calcular las tasas especificas de consumo/produccion, para asi obtener un correcto
funcionamiento del modelo hepatico planteado.

En el segundo estudio, se analizaron los cambios metabdlicos que se generan al utilizar diferentes
suplementaciones del carbohidrato en el medio. Los casos fueron una suplementacion pura de
glucosa, una pura de fructosa y una mezcla de ellas (en una razon 1:1). Al realizar las curvas de
crecimiento, se obtuvieron pardmetros de crecimiento similares, siendo el caso de fructosa pura en
donde las células crecen a menor velocidad, dado que estan acostumbradas a crecer en un medio con
glucosa. Este hecho se ratifica al realizar el andlisis de flujo metabdlico, donde el caso de mayor
consumo de hexosa, produccién de lactato y sintesis de triglicéridos fue el caso en que se suplementd
exclusivamente con glucosa. En los casos en que existia fructosa en el medio, las células presentaron
una tasa menor de consumo de azlcar, y por consiguiente una menor produccion de triglicéridos.
Ademas en estos dos casos, los flujos hacia sintesis de lactato y sintesis de triglicéridos son mas bajo,
pero con un flujo permanente en el ciclo TCA cercano al doble que el caso de suplementacion con
glucosa pura.

El modelo hepético fue capaz representar el metabolismo de la linea celular HepG2 en ambos
estudios. Sin embargo, debido a los resultados del primero, es necesario realizar mas ensayos de
toxicidad de sustancias, para validar el modelo y la metodologia empleada en este trabajo, con el fin
de caracterizar y mejorar funciones hepaticas en sistemas de cultivo in vitro.
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1 INTRODUCCION Y ANTECEDENTES GENERALES

1.1 Introduccién

Los sistemas de cultivos celulares han generado un gran impacto en la comunidad cientifica,
debido a las diversas lineas de investigacion que complementan el desarrollo de areas como
ingenieria metabdlica, gendmica, etc. A pesar de las estrictas condiciones de trabajo, es posible
establecer un ambiente adecuado que permite el crecimiento celular, a través de los medios
suplementados con nutrientes y del control de las condiciones ambientales (ver Anexo A: Cultivo
de Células Animales, para un mejor entendimiento del trabajo con células animales).

El higado es uno de los 6rganos de mayor interés, funcionalmente hablando, debido a los
estudios metabdlicos y toxicologicos que es posible realizar con sistemas celulares hepéticos. El
principal objetivo del presente trabajo es el analisis del comportamiento de la linea HepG2 frente
a perturbaciones externas, utilizando una herramienta in silico que permite describir su
metabolismo interno, con el fin de establecer una metodologia de estudios metabodlicos a nivel de
laboratorio utilizando estas células. La ventaja de esta linea celular radica en su disponibilidad, su
ilimitada vida til, su fenotipo estable y manejo sencillo en el laboratorio, comparado con otros
sistemas de cultivos hepéticos (ver Anexo B: Modelos Hepéticos).

Se realizaran dos disefios experimentales, que representan mecanismos extracelulares de
perturbacion que afectan las condiciones de crecimiento normal de las células y la biosintesis de
metabolitos extracelulares: El primer estudio consiste en el uso de este modelo hepatico para
estudiar la accién de Acetaminofén (conocido como Paracetamol) sobre el metabolismo celular.
Se han reportado desde ya varias décadas grandes intoxicaciones debido a altas dosis ingeridas,
por lo que su accion patoldgica ha sido estudiada ampliamente, con fin de contrarrestar los
efectos nocivos (Heard, 2008; Bin Nor Aripin et al., 2009; Schilling et al., 2010). EI fundamento
radica en que estos modelos permiten un mejor entendimiento de la cinética y dinamica de
nuevas drogas, convirtiéndose en una herramienta factible a la hora de evaluar la toxicidad de
estas nuevas sustancias.

El segundo estudio corresponde al analisis del efecto sobre el metabolismo de las células
HepG2 bajo una suplementaciéon de fructosa como fuente de carbono, basado en la inquietud
reciente por el alto consumo de este carbohidrato como endulzante. Se ha estipulado que el uso
de fructosa por parte de las células conlleva al desarrollo de dafios hepéticos, llegando a producir
altos niveles de resistencia a la insulina y de dislipidemia (alteracion del metabolismo de lipidos),
entre otras alteraciones. El interés en los modelos hepaticos in vitro radica en el desarrollo de
nuevos métodos de screening que permitan identificar estas irregularidades del metabolismo
celular, y evitar la extension de estos sintomas que podrian terminar en enfermedades como
obesidad, diabetes, higado graso, etc (Gaby, 2005).

Realizando una rigurosa revision bibliografica se busca en primer lugar entender las
consecuencias nocivas que producen por un lado la intoxicacion con acetaminofén, y por el otro,
la alimentacion en base a fructosa. Ademas, en base a esta busqueda bibliografica se disefiara un
modelo que describe el metabolismo interno de las células HepG2. El desarrollo del trabajo
experimental contemplado, junto con la aplicacion del modelo planteado, se evaluara el potencial
uso del modelo hepéatico planteado para estudios in vitro, identificando las diferencias
metabolicas que se originan en las células HepG2.
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1.2 Antecedentes Generales

1.2.1 El higado: Estructura y Funciones.

El higado es la glandula de mayor tamafio del organismo, pesando en un adulto alrededor de
1,5 [Kg]. Representa entre el 2 y 3 % de la masa corporal, de color rojizo oscuro, y se situa en la
parte superior derecha de la cavidad abdominal, debajo del diafragma, protegido por la caja
torécica. El higado posee una doble circulacion aferente. La primera es la arteria hepética que
contiene el torrente sanguineo oxigenado, mientras que la segunda corresponde a la vena porta, y
cuyo flujo corresponde a los nutrientes asimilados en la digestion. Junto con los conductos
biliares, esta tripleta de conductos forma la triada porta. La sangre aferente se distribuyes a través
de los hepatocitos a través de capilares, para finalmente ser drenados a la vena hepatica o central.
En general, posee dos grupos de células: las parenquimales y las no parenquimales. EI primer
grupo es comunmente conocido como hepatocitos, y corresponden al 60% de total de las células
hepaticas, ocupando un 80% del volumen de este 6érgano. Dado que son la unidad funcional del
higado, estan a cargo de las principales operaciones de sintesis, metabolismo y desintoxicacion
del organismo. El segundo grupo, las células no parenquimales corresponden al 35% de las
células del higado, pero s6lo ocupan un 6% de su volumen. Corresponde a 4 tipos de células: i)
Células epiteliales biliares, las cuales se encuentran formando la red que forma el tracto biliar; ii)
Células estelares, conocidos como lipocitos, y son células de cuerpos lipidicos (retinil ésteres,
colesterol, fosfolipidos y triglicéridos); iii) Células de Kupffer, macréfagos que forman parte del
sistema inmune, con un alto contenido lisosomal y actividad enzimatica; iv) Células endoteliales
sinusoidales, que corresponden al endotelio del higado e interactian con su medio externo
(Monga, 2011).

Sus funciones pueden ser sintetizadas en tres principalmente:
Secretora

El higado es el encargado de producir la bilis, mezcla de pigmentos y sales biliares. La funcion
de esta mezcla esta relacionada con el sistema digestivo, dado que emulsiona los &cidos grasos
para su posterior degradacion y absorcion. Por otra parte, el higado produce ademas heparina, la
cual ayuda a prevenir la coagulacion de la sangre en su transcurso por el cuerpo.

Metabdlica

El higado es el principal responsable de la utilizacion de los compuestos organicos (proteinas,
lipidos y carbohidratos) desde su degradacién, almacenamiento y la posterior sintesis de nuevos
compuestos, con el fin de mantener la homeostasis en el organismo. Dentro de los procesos
implicados en el metabolismo de proteinas, se encuentran la sintesis de la mayor parte de las
proteinas plasmaticas (albumina, globulina y fibrindgeno), la formacion de urea a partir de
amoniaco, la desaminacion de aminoacidos, la sintesis de factores de coagulacién y el
metabolismo de hormonas polipetidicas. Por otro lado, el metabolismo de lipidos incluye
procesos de formacion de &cido grasos y lipoproteinas, sintesis de colesterol, y su posterior
conversion en sales biliares, la biotransformacion de proteinas e hidratos de carbono en grasas, y
el metabolismo y excrecidn de hormonas esteroides. Finalmente, con respecto al metabolismo de
los carbohidratos, el higado es el encargado de mantener estables los niveles de glucosa en la
sangre, mediante la transformacion de este en metabolitos, o0 a través de su almacenaje en forma
de glicdgeno.



Protectora

Dentro de las funciones hepaticas, la biotransformacién de farmacos y toxinas es una de las
mas importantes. Tradicionalmente, esta accion es divida en dos fases. La primera, Fase I,
consiste principalmente en reacciones enzimaticas de la familia de citocromos P450 (CYP, forma
abreviada), flavinas que contienen monooxigenasas y dehidrogenasas, las cuales realizan
principalmente reacciones de hidrolisis, oxidacion y reduccion. La fase Il consiste en reacciones
de conjugacién, catalizadas por transferasas, e incluyen gluconidacion, sulfatacion, metilacion,
acetilacion y conjugacion con glutation y aminoacidos. Sin embargo, el higado tiene una
capacidad limitada para estas reacciones, por lo que estd expuesto al dafio que producen ciertos
metabolitos secundarios. Estas reacciones tienen como objetivo la formacion de metabolitos
solubles capaces de ser eliminados por excrecion renal o biliar (Monga, 2011).

1.2.2 Higado como modelo in vitro

El principal uso de cultivos celulares hepaticos ha sido en el area de la toxicologia, en el
estudio del metabolismo y los efectos que podrian tener ciertas drogas, considerando que mas de
mil ejemplares de estos tipos de compuestos son potencialmente hepatotoxicos (Guillouzo,
1998). Es asi como el estudio de la biotransformacion de drogas, los modelos hepaticos cobran
cada vez méas importancia a la hora de realizar la validacion de nuevas drogas.

El dafio en el higado se produce debido a la formacion de metabolitos (quinonas, quinona
iminas, epoxidos, etc.) por parte de la accion enziméatica CYP, los cuales presentan una alta
reactividad, modificando covalentemente ciertas proteinas. Este dafio es la principal razén de la
retirada del mercado de algin medicamento aprobado. Cabe destacar que en los estudios de
validacién, alrededor del 50% de los productos quimicos que presentan efectos nocivos no causan
dafio algun en los estudios con animales, lo que deja ver la pobre correlacion entre la toxicidad
animal y humana (Guillouzo et al., 2008).

Existen cuatro lineas de investigacion dentro del area de la toxicologia: i) Toxicidad Celular,
es decir, estudiar las consecuencia nocivas de ciertos compuestos a nivel celular; ii) Toxicologia
Genética, la cual permite identificar la actividad mutagénica y carcinogénica de cierto quimicos,
su genotoxicidad,; iii) Estrategias de Screening, referido a la produccion sistemas miniaturizados
y automatizados de células que permitan reconocer los efectos dafiinos de drogas mediante
ensayos rapidos y eficientes ; iv) Enfoque Toxicogenomico, encargada de la identificacion de la
respuesta celular en su totalidad, abarcando transcriptomica, proteémica y metabolémica.
(Guillouzo et al., 2008). En el Anexo B: Modelos Hepaticos, es posible encontrar una descripcion
de los diferentes modelos hepéticos que se han utilizados para estudios in vitro.

1.2.3 Primer caso de Estudio: Acetaminofén

El acetaminofén (APAP), conocido globalmente como paracetamol, es el analgésico y
antipirético mas utilizada hoy en dia. Es un farmaco disponible sin receta, con antecedentes
terapéuticos que reflejan su extensa seguridad y eficacia. A pesar de esto, es considerado una de
las causas mas comunes de envenenamiento. De acuerdo a reportes de la US Food and Drug
Administration (FDA), en US se registran mas de 400 muertes anuales, por intoxicacion con
paracetamol. Un serio dafio hepéatico puede ser producido debido principalmente a una fuerte
sobredosis (en el caso de intentos suicidas) o de dosis repetitivas como parte de un tratamiento
terapéutico. Cada paciente evoluciona de distinta forma frente a la toxicidad, sin embargo, es
posible definir 4 fases segln el tiempo transcurrido desde la ingesta y los sintomas que presenta.
La dosis minima no ha sido establecida concretamente, pero se ha establecido que una dosis
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mayor a 4 [g/dia] causa un gran dafio, y de 2 [g/dia] en caso de tener problemas hepaticos como
los que beben una alta cantidad de alcohol, malnutridos y los que toman drogas capaces de
inducir enzimas. Se ha estimado que el dafio hepatocelular en nifios esta asociado a una dosis
cercana a los 150 [mg/Kg] de peso corporal (Heard, 2008; Bin Nor Aripin et al., 2009; Schilling
etal., 2010).

1.2.3.1 Mecanismo de Eliminacién del APAP

El higado es el drgano encargado del .
metabolismo del APAP, a través del sistema de  ppap oo+ teocHs
fases | y Il descritas anteriormente (ver Figura fg;‘agg“;;ggig
1). Del total del compuesto que llega, el 85% es
procesado a través de las reacciones de

sulfatacion y  glucoridacion,  formando or .

- _,nju;s
compuestos conjugados excretados por el
sistema renal (Bessems et al., 2001). Sin 1o Mol e E,,m,nacic—,n

embargo, existe una tercera via en donde actla

el sistema enzimatico CYP. Estudios en varias

especies han determinado que las enzimas P450 NCOCHs NcocHs
mas influyentes son las CYP 1A2 y 2E1, pero NAPQ Eliminado por

ademas, en el caso particular de humano, existe e

una tercera enzima, CYP 3A4. De forma

general, estas enzimas (principalmente CYP ©
2E1) actlan de manera que oxidan el APAP  Figura 1: Mecanismo de eliminacion del
formando el compuesto denominado N-acetil- Acetaminofén.
p-benzoquinona imina (NAPQI), el cual, por

medio de la reaccion de conjugacion con glutation (GSH), es posible su posterior eliminacion
(McClain et al., 1999; Bessems et al., 2001; James et al., 2003). En dosis terapéuticas, la
eliminacién tarda alrededor de 2 horas, teniendo un peak de concentracion en el plasma entre 30 a
60 minutos después de haberlo consumido (Schilling et al., 2010).

1.2.3.2 Mecanismo Hepatotdxico del APAP

Existen varios acontecimientos que ocurren en presencia de altas dosis de APAP y conllevan a
un desorden hepatico de grandes proporciones. La principal razén es el consumo de gran cantidad
de GSH almacenado, produciendo una alta acumulacion del metabolito NAPQI, un compuesto es
altamente reactivo. Tomando en cuenta que la conjugacion con GSH se realiza a nivel del residuo
de cisteina de éste (ver estructura de GSH en Figura 2), el NAPQI es capaz de unirse a otras
unidades proteicas con el grupo tiol expuesto (-SH), produciendo inactivaciones de ciertas
proteinas. Esta union también ocurre por la unién a grupos aminos de residuos de histidina y
lisina (Bessems et al., 2001; James et al., 2003).

Por otra parte, la presencia de NAPQI es capaz de desencadenar un estado de estres oxidativo
a nivel celular. Esta reaccion en cadena es catalizada por la formacion de compuestos oxidados
altamente reactivos, partiendo por la oxidacion del grupo tiol de GSH y de residuos proteicos.
Ademas, la intoxicacion con APAP aumenta los niveles celulares de superoxido, lo que conlleva
a mas reacciones de oxidacion, como la nitracion de tirosina y la peroxidacion de lipidos
(Bessems et al., 2001). Este hecho se reflejo en los altos niveles de sintesis de intermediarios
reactivos de oxigenos (ROS), comparado con el caso base, medidos en cultivos primarios de
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<CSSC hepatocitos tratados con APAP (Bajt et al., 2004). El

peta ) Reduciesa estado redox intracelular estad controlado en gran
\ GSH ¥ parte por el par 2GSH/GSSG, por lo que la

X Gly utilizacion de glutation en el mecanismo de
7 . eliminacion de APAP deja de cierta forma

* ST o Eimees desprotegida a la célula, permitiendo un aumento del
GSH-X Cys estrég oxidativo intracelular (Schafer et al., 2001;
Glu AN Martinovich et al.,, 2005). En la Figura 2 se

Descilasa ™, esquematiza las principales vias del metabolismo de

NAC  glutatién (Lu, 1999; Wu et al., 2004).

Sumando a los efectos toxicos del APAP, se han
reportado desbalances i6nicos en el ndcleo y
mitocondrias, lo que conduce a incrementos de Ca™

glutamil cisteinil  glicina citosélico, transporte ciclico de Ca*? mitocondrial,
Figura 2: Estructuray metabolismo de jactivacion de proteasas, endonucleasas y DNAasas.
GSH. Rojo: incorporacion de NAC;  Por otro lado, las células de Kupffer participan de

azul: sintesis de GSH; verde: forma activa frente a altas dosis de APAP, liberando
conjugacion con drogas; violeta: par  mediadores citotoxicos como citosinas IL-1, IL-6 y
redox. TNFalfa, las que pueden llegar a inducir apoptosis

(James et al., 2003).

Finalmente, cabe destacar que la hepatotoxicidad es también incrementada por factores como
alcoholismo y ayuno croénico, induciendo la activacion de enzimas CYP y disminuyendo los
niveles de glutation y antioxidantes disponibles, evitando la desintoxicacion de NAPQI (McClain
etal., 1999).

1.2.3.3 N-acetilcisteina como Agente Protector

Como su nombre lo indica, el N-acetilcisteina (NAC) es un derivado del aminoécido, el cual
actla como agente mucolitico y precursor de L-cisteina y glutation reducido (Zafarullah et al.,
2003). Actualmente, constituye uno de los antidotos aprobados por la FDA, suministrados via
oral o0 a través de infusion intravenosa (McClain et al., 1999). Evidencia histdrica ha mostrado
una disminucion de la mortalidad y de la hepatoxicidad gracias al tratamiento con NAC (Bin Nor
Aripin et al., 2009).

El principal efecto protector del uso de este quimico esta relacionado con el aumento del nivel
de glutation (Corcoran et al., 1986). La actividad bioldgica se debe al grupo tiol presente en su
estructura, mientras que el radical de acetil mejora su condicién hidrosoluble y confiere
proteccidn a su estructura contra procesos oxidativos y metabdlicos. En términos generales, el
mecanismo directo de antitoxicidad incluye el aumento del flujo de sangre en el higado,
reposicion de los niveles de cisteina y glutation, y el barrido de radicales libres, dada la fuente de
grupos tioles que interactian con especies oxidantes como OH- y H,0,. Es asi como el NAC
posee un potencial terapéutico para el tratamiento del higado contra estrés oxidativo, dafio
relacionado con trasplantes, fibrosis, intoxicacion con acetaminofén, entre otras enfermedades
(Zafarullah et al., 2003). Ademas, se comprob6 que los efectos del NAC en células de cultivo
primario, pre y post tratamiento con APAP, mejoran la viabilidad celular y la disminucion de
sintesis de ROS (Bajt et al., 2004).



1.2.4 Segundo Caso de Estudio: Fructosa
La fructosa corresponde a una unidad monomérica de las H, /0 i

cetosas, es decir, carbohidratos que poseen el grupo funcional i L
cetona dentro de su estructura. Posee una columna vertebral de H:{:'::H H()—:l‘—;—:

6 carbonos, al igual que la glucosa, con la diferencia de que = il g e
este Ultimo posee el grupo carbonil en el extremo de las ok Y g
cadenas de carbono (aldosa). Ambas estructuras se ilustran en Lu,0m ¢non
la Figura 3. Como todo monosacarido, es incoloro, dulce y de D(ﬁ('juocsf)a D(-g;g;gia
estructura cristalina soluble en agua, e insoluble en solventes .

no polares. La fructosa se encuentra en la mayoria de las frutas o mHocm.
y en la miel, como también, en menor cantidad, en vegetalesy ¢ fjH g M= K modl
legumbres. Es posible encontrar este cCOMPUEStO COMO  HO ot 0" Nommn” (H:OH
monosacarido o en forma de sacarosa, unién de un monémero H OH OH H

Sacarosa
Figura 3: Estructura de
glucosa, fructosa y sacarosa.

A lo largo de la historia, la sacarosa (conocido como el azicar de mesa) ha sido el principal
endulzante de las comidas y las bebidas azucaradas, hasta la década del 60 cuando se sintetiza el
jarabe de maiz con alta contenido de fructosa (high fructose corn syrup, HFCS) (Hallfrisch, 1990;
Gaby, 2005). Como el nombre lo dice, este endulzante es obtenido del almidon del maiz, el cual,
a traveés de un proceso de isomerizacion, es posible enriquecerlo en fructosa (Hallfrisch, 1990).
En la Tabla 1 se observa la composicion mésica porcentual de carbohidratos de los principales
endulzantes. Se puede apreciar que la relacion glucosa/fructosa es bastante similar entre lo que es
sacarosa, HFCS-42 y HFCS-55 (que corresponde al jarabe con 42 y 55% de fructosa,
respectivamente) (White, 2008).

de fructosa con uno de glucosa por enlace glucosidico (ver
Figura 3) (Nelson et al., 2005).

Tabla 1: Composicion masica porcentual de endulzantes.

Componentes | Sacarosa | Corn Syrup HFCS-42 HFCS-55 | Fructosa

Fructosa 50 0 42 55 100
Glucosa 50 100 53 42 0

Por un lado, estudios han revelado efectivamente que una dieta a base de fructosa trae como
consecuencia el desarrollo de desérdenes metabolicos, como la sobre generacion y secrecién de
lipidos, disminucidn de la sensibilidad de insulina y aumento de adiposidad visceral (Stanhope et
al., 2009). Algunos investigadores sostienen que estos problemas se deben al incremento del
consumo de HFCS por parte de la comunidad. Hasta la fecha, el consumo per cépita de este
endulzante ha aumentado desde 0.5 [gr/dia], hasta un 43,3 [gr/dia] en el 2010 (U.S. Department
of Agriculture, 2011). Sin embargo, otros investigadores, indican que no existe una directa
relacion, dado que HFCS posee la misma distribucion de carbohidratos que la azGcar de mesa
normal, por lo que el aumento en el consumo mas bien corresponde a un remplazo de la sacarosa
como endulzante. Ademas, establecen que los desordenes son generados mas bien por el aumento
caldrico, consecuencia del aumento del consumo de endulzante en forma general (White, 2008).

1.2.4.1 Metabolismo de Fructosa

La principal incorporacion de la fructosa en el organismo se da a nivel de higado. Luego de la
ingesta de ésta, es absorbida y transportada a través del epitelio intestinal, hacia la vena porta
hepatica. Es sabido que por lo menos el 50% de la fructosa consumida es metabolizada en el
higado, dado que contiene un alto nivel de expresién de las enzimas involucradas en el
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catabolismo de este carbohidrato. Pero ademas, un 20% es usada en el rifién y en la mucosa
intestinal, mientras que un porcentaje mucho menor es utilizada en tejido adiposo y muscular.
(Hallfrisch, 1990; Mayes, 1993)

Los hepatocitos poseen un mecanismo Unico de asimilacion de fructosa, que las diferencian
del resto de las células de cuerpo. Como todo carbohidrato de 6 carbonos, el primer paso
corresponde a la fosforilacion de la molécula, la cual es catalizada por hexokinasas, si se
incorpora a lo largo del cuerpo. Sin embargo, en hepatocitos, esta fosforilacion sobre el carbono 1
de la fructosa es llevada a cabo por la enzima fructokinasa, hexokinasa especifica de cetosas.
Posteriormente, la accion de la fructosa 1 fosfato aldolasa (o aldolasa B) separa el azucar
fosforilado en gliceraldehido y dihidroxiacetona fosfato (DAP). Como dato, el déficit de esta
enzima es la principal razon de intolerancia a la fructosa. Por un lado, una de las vias que toma el
gliceraldehido es catalizada por la enzima triosakinasa, la cual produce gliceraldehido 3 fosfato
(G3P), un metabolito intermedio de la glicdlisis, mientras que existen otras enzimas que son
capaces de aumentar los niveles de glicerol y glicerato en el higado a partir de este compuesto, lo
que también conlleva un aumento

indirecto de metabolitos intermediarios. FRUGTOSA e

En cambio, DAP sigue dos vias alco 6.p
importantes de accién: la primera es la

misma glicolisis, dado que es un FRUCTOSA 6-P
intermediario de ésta. Pero ademas, la

reduccion de este compuesto por accién FRUCTOSA 1-P FRUCTOSA 16-bis-P

de la glicerol 3 fosfato dehidrogenasa,

aumenta los niveles de glicerol 3 fosfato, cycerADEHIDO OHIDROY < » GLCERALDEHIDO 3.p
uno de los compuestos claves para la ACETONA

produccion de triglicéridos. En la Figura

4 es posible ver el resumen del GLICEROL 3-P PIRUVATO
metabolismo completo de la TRIGLIGERIDO

incorporacion de fructosa (Hallfrisch, ACYL-COA=— ACETIL-COA
1990; Mayes, 1993). Figura 4: Metabolismo de fructosa.

La diferencia entre el metabolismo de los diferentes carbohidratos es que para la glucosa se
genera un control negativo de la fosfofructokinasa, la cual fosforila la fructosa 6 fosfato (F6P) a
fructosa 1,6 bifosfato (F1,6BP) en la via de la glicélisis, mientras que para el caso de la fructosa,
esta es capaz de by-pasear este control, entrando de forma constitutiva a la via de la glicolisis
como fue descrito en el parrafo anterior. Asi, los niveles de sustratos internos de la mayoria de las
principales via metabdlicas (glicolisis, glicogénesis, gluconeogénesis, lipogénesis y esterificacion
de acidos grasos) se ven aumentado en cantidad, produciendo inestabilidades en el sistema
(Basciano et al., 2005).

1.2.4.2 Efectos del aumento del consumo de Fructosa

Como se menciono anteriormente, el principal efecto del ingreso constitutivo de fructosa es el
aumento de compuestos intermedios de distintas vias metabolicas que ocurren en el interior de la
célula. Se han reportado aumento de glucosa 1 fosfato, glicerol 3 fosfato, fructosa 2,6 bifosfato
(F2,6BP), lactato, ATP, fosfato inorganico entre otros. Se describirdn los principales efectos
descritos en la literatura sobre los metabolismos de carbohidratos y lipidos. Sin embargo, cabe
destacar que existen también problemas de sobreproduccion de &cido lactico y urico (Hallfrisch,
1990; Mayes, 1993).



Metabolismo de Carbohidratos

Dado que el ingreso directo de la fructosa es a nivel de glicdlisis, es claro que aumenta el flujo
a lo largo de la via, evidenciado con el aumento de lactato liberado. Por lo general, la accién de la
piruvato kKinasa esta regulada positivamente por los niveles de F1,6BP. Sin embargo, frente a la
incorporacion de fructosa, lo altos niveles de fructosa 1 fosfato (F1P) aumentan ain mas la
actividad de esta enzima, facilitando la formacion de piruvato.

En condiciones en que los niveles de azucar intracelular son normales, la fructosa es capaz de
aumentar la sintesis de glucogeno, debido a que el incremento en los niveles de F1P, inhibe la
glucogeno fosforilasa. Sin embargo, para que sea efectivo este aumento en el flujo debe estar
presente la glucosa, ya que la célula no puede ocupar la fructosa como precursor de glicogeno.
Esto se debe principalmente a que lo altos niveles de F1,6BP inhibe la sintesis de F6P a partir de
este mismo. No obstante, esta condicion cambia en condiciones de ayuno, en donde los niveles de
F2,6BP, otro inhibidor de la fructosa 1,6 Bifosfatasa, juega un rol importante. Durante una baja
de los niveles de azucar intracelular, los niveles de F1,6BP y F2,6BP seran bajos, por lo que esta
vez la fructosa que entre si podra ser metabolizada en glucégeno, ya que la fructosa 1,6
Bifosfatasa no estaria siendo inhibida (Mayes, 1993; Basciano et al., 2005).

Dado que el pancreas no posee receptores de fructosa, existe una secrecion mucho menor de
insulina frente a las concentraciones de azUcar en la sangre (Elliott et al., 2002). Los reportes
manifiestan que efectivamente existe una alteracion en la regulacion de la glicemia, en que la
sensibilidad a glucosa e insulina varian frente a la presencia de fructosa. Dada la variacion en los
resultados, no esta claro aun de que estas modificaciones en la regulacion implique un beneficio
en casos de pacientes con diabetes tipo 1 o 2 (Hallfrisch, 1990; Elliott et al., 2002; Basciano et
al., 2005; Gaby, 2005).

En el largo plazo, las células sufren un proceso adaptacion, que incluye un aumento en la
actividad de las enzimas relacionadas con la incorporacién de la fructosa e utilizacion como
fuente de carbono. Por otro lado, se reduce la captacion de glucosa, debido principalmente a la
baja actividad de las glucokinasas (Mayes, 1993; Elliott et al., 2002). Ademas, la fructosa como
fuente energética produce otros efectos nocivos en 6rganos, sintomas caracteristicos de diabetes,
como la glicosilacion de proteinas de algunos tejidos, acumulacién intracelular de sorbitol y
estrés oxidativo (Gaby, 2005).

Metabolismo de Lipidos

La sintesis de lipidos se ve aumentada por el consumo de fructosa, debido principalmente a
que es metabolizada en ambos sustratos que formaran las moléculas de triglicéridos: Por un lado,
la DAP gue se forma de la hidrdlisis de la F1P esta en equilibrio con glicerol 3 fosfato; Ademas,
como se menciond en la parte anterior, el incremento de los flujos en la via glicolitica conlleva a
una sobreproduccion de acetil CoA (AcCoA). Cabe destacar que esta sobreproduccién se debe
principalmente por el aumento de la actividad de la piruvato deshidrogenasa, afectada por el
aumento de la concentracion de piruvato intracelular.

La glucosa cumple con la funcién de ser precursor de triglicéridos y de regular los niveles de
éstos. Sin embargo, la fructosa no posee la misma funcion de regulacién en el organismo
(Basciano et al., 2005). Si bien, muchos intermediarios lipogenéticos se ven incrementados por la
presencia de fructosa, se tiene poca evidencia de que este efecto se genera con solamente esta



azUcar en el medio, si no que con una suministracion de ambos carbohidratos (glucosa y
fructosa).

El metabolismo de lipidos se ve afectado de la misma forma que la de los carbohidratos, en
donde existe una adaptacion y un aumento de la actividad de enzimas lipogenéticas a largo plazo.
Ademas, se generan alteraciones en otras proteinas involucradas en lipogénesis, como el factor de
transcripcion SREPB Yy tirosina fosfatasa, quienes participan en la sefializacion mediada por la
insulina, como también en el aumento de la actividad de &cidos grasos sintetasas (Basciano et al.,
2005). Otra hormona que se ve afectada es la leptina, cuya secrecion es generada por altos niveles
de insulina, y estd encargada de regular la acumulacion de lipidos en los tejidos, a través de la
inhibicidn de la ingesta de comida y aumentando el gasto energético (Elliott et al., 2002). Como
se menciono antes, dado que la fructosa no es inductora de insulina, se genera esta reaccion en
cadena donde el organismo no es capaz de disminuir la saciedad. Ademas, la presencia de grasas
en la dieta, junto con la de fructosa, produce un efecto sinérgico de aumentar aun mas la
produccion de triglicéridos (Hallfrisch, 1990).

1.3 HepG2 como modelo in vitro

El uso de lineas celulares de higado como modelo in vitro permite contrarrestar los problemas
de trabajar y preservar cultivos primarios, dado que presentan una mayor estabilidad fenotipica,
con una mayor facilidad a la hora de trabajar en laboratorio. El gran problema de todas las lineas
celulares hepaticas es su muy limitada actividad biotransformadora, debida a la pérdida de los
niveles enzimaticos, especialmente las enzimas
referentes al citocromo P450. A pesar de esto, una
de las lineas celulares mas utilizadas como modelo
hepético es la HepG2, debido a que muestra una
gran cantidad de funciones hepaticas y de
expresion enzimatica (Gomez-Lechon et al., 2007).
Esta linea, descubierta en 1980, proviene de un
adolecente caucasico que sufria de cancer hepatico
0 hepatocarcinoma, y su crecimiento es de tipo
epitelial  formando pequefios agregados (Sahu,
2007), como se puede apreciar en la Figura 5, ) )
obtenidas del proveedor (ATCC). Figura 5: Ima_genes de cult!vo de HepG2,

a baja y alta densidad.

Desde su descubrimiento, las células HepG2 se han utilizado como modelo in vitro en varias
lineas de investigacion, de las cudles se pueden destacar: estudios que buscan una mejor
representacion de células hepatica a través del crecimiento en soportes, en biorreactores o a traves
de la formacion de esferoides (Rahman et al., 2004; Zang et al., 2006; Hoess et al., 2007; Zhang
et al., 2008; Guzzardi et al., 2009; Rago et al., 2009; Wu et al., 2010); evaluacion de diferentes
compuestos que afecten el metabolismo hepaticos, protegiéndolo o dafiandolo, como glucosa,
metales, nanoparticulas, drogas o algin agente genotéxico (Knasmuller et al., 2004; Gomez-
Lechon et al., 2007; lyer et al., 2010; Yuan et al., 2011; Yuan et al., 2011); entendimiento de
ciertos procesos gque involucren anomalias menores, como fosfolipidosis, o de mayor magnitud,
como higado graso o diabetes, caracterizando algunos marcadores que permitan identificarlas
(Thome-Kromer et al., 2003; Atienzar et al., 2007; Collison et al., 2009; Liu et al., 2011; Wang et
al., 2011); utilizacién de estas células para la produccion de higado bioartificiales (Omasa et al.,
2005; Mavri-Damelin et al., 2008; Nibourg et al., 2010).

Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm



1.3.1 HepG2 en estudios toxicoldgicos con APAP

La similitud entre células hepaticas humanas y HepG2 fue estudiada comparando el nivel de
expresion basal de genes de tres donantes con la linea celular. Estos donantes poseen en comun
867 genes, de los cuales el 96% fue también expresado en HepG2. Del total de transcriptomas
detectados en la linea (2974), 920 (31%) son exclusivos de HepGz2, referentes a los cambios
funcionales por la transformacién fenotipica, y que afectarian la expresion de genes involucrados
en procesos de desintoxicacion (Harris et al., 2004). Este Gltimo hecho corresponde a un punto de
quiebre para el desarrollo de modelos de laboratorio que permitan caracterizar el efecto de alguna
droga, como es el caso de APAP. Como se mencion0 anteriormente en este trabajo, las enzimas
de fase | y fase Il son de crucial importancia para eliminar los intermediarios formados a partir de
este compuesto.

A toean Cdid Se compard I_os niveles de expr_esién de
) B 10-donorpoct mMRNA de enzimas del metabolismo de
C WHeps2 . eliminacion de agentes nocivo, entre células de
B 1o0e02 | Mo | cultivo primario de donadores humanos y
gl_uﬁ_m_ | T o HepG2. En el grafico A de la Figura 6 es
& B posible apreciar que las enzimas participantes
- Rl It en la eliminacién de APAP, CYP 1A2, 2El1y
1 00E0S | 3A4, se encuentran en un nivel bajo de
ooeoe LI | I L OO expresion, comparado con el de los donadores.
i e me see acs aco ocie ce opr ae  CON respecto a las enzimas de fase 11, se indica
Gytochrome P450 enzymes en el grafico B de la Figura 6 que los niveles de
B e DemEs SULT y GST (de interés para el tratamiento de
— ) L D APAP) son bastante similares que en cultivo
- B " etz primario, pero que UGT entregd valores desde
e diez a mil veces menores. En sintesis, se
[ propone que el uso de HepG2 tiene un potencial
E'IE‘” ' como indicadores de toxicidad, pero con
® e ] efectos subestimados debido a la baja expresion
1ecs | de enzimas de fase | y Il (Westerink et al.,
vovece | LM (UM |LOM (LU (FUN V0N |1 2007; Westerink et al., 2007).
141 1R85 141 142 1E1 an1 m-1 wl 1 1

UeT SuLT GST MAT EE‘H}I|

Se han postulado tres razones de esta baja en
Figura 6: Comparacion expresion de la expresién de enzimas, y que tienen que ver
enzimas fase 1 (A) y 2 (B), entre cultivo  con los cambios genotipicos y fenotipicos que
primario y HepG2 (Westerink et al., 2007;  implica la transformacion a lineas celulares: i)
Westerink et al., 2007). existieron alteraciones de los factores de
transcripcion, o simplemente, la disminucion de sus niveles intracelulares; ii) hubo un aumento
de represores/corepresores de transcripcién o de malformaciones de las misma enzimas CYP; iii)
la cromatina sufri6 de compactaciones anormales y silenciamiento de genes debido a
metilaciones de ADN, deacetilaciones de histonas y/o disminucion de coactivadores de la
actividad de acetiltrasferasas (Gomez-Lechon et al., 2007).

Para contrarrestar estos niveles bajos de expresion enzimatica, se han desarrollado alternativas
de transformacion de las HepG2. Las sublineas E47 y MVVh22E-1, corresponde a celulas HepG2
que sobreexpresan CYP 2E1, con las cuales han permitido mejoras en el metabolismo del
glutation, aumentando los niveles de sintesis y acumulacion (Mari et al., 2000; Cederbaum,
2006). Ademas, se determind que existen dos efectos del APAP sobre las células: el efecto tdxico
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mediado por las enzimas CYP y la accion antiproliferativa, que no requiere de la disminucion de
glutation (Dai et al., 1995).

Por otra lado, se ha evaluado el uso de NAC como agente protector frente a apoptosis inducida
por cadmio y a la intoxicacion con nitrato de plomo en células HepG2 (Zang et al., 2006; Yedjou
et al., 2007). Adicionalmente, se determin6 que NAC es capaz de disminuir el estrés oxidativo
provocado por APAP, pero no evita la activacion de mecanismos de apoptosis (Manov et al.,
2004).

1.3.2 HepG2 en estudios metabdlicos con Fructosa

A pesar de que ha cobrado gran interés en los ultimos afios el estudiar los efectos adversos del
consumo de fructosa, sus estudios in vitro, y particularmente en HepG2, son reducidos. No
obstante, es posible destacar trabajos realizados recientemente que involucran el metabolismo de
fructosa como predecesor de dafio hepético. Se ha reportado que el consumo fructosa aumenta la
acumulacién de triglicéridos (oleato y palmitato), como también afecta la accion de la enzima
Acetil CoA carboxilasa fosforilada, la lipasa sensible a hormonas fosforilada y la lipasa de
triglicéridos de tejido adiposo. Todas correspondientes a enzimas del metabolismo de lipidos,
aumentando su acumulacion, y por consecuencia, la probabilidad de obesidad y problemas
cardiovasculares (Huang et al., 2011).

Existen discrepancias en los efectos que produce sobre las células HepG2 la suplementacion
del medio de cultivo con HFCS-55 como fuente de carbono. Por un lado, estudios reflejan que el
consumo de HFCS-55 produce sintomas criticos que desencadenan el desarrollo de higado graso
asociado con obesidad, sindrome metabolico y diabetes tipo 2. Para ello se utilizé la linea HepG2
para determinar que efectivamente aumenta los niveles de triglicéridos, junto con la expresion de
mMRNA de Acetil CoA carboxilasa (ACC), y las mismas proteinas ACC y apolipoproteinas
(Collison et al., 2009). Sin embargo, en otro reporte se manifiesta que trabajando con
concentraciones fisiologicas de HFCS-55 los niveles de expresion de genes de enzimas
lipogénicas no aumentan, si no que la sobreproduccién se debe exclusivamente al aumento de
precursores de lipidos. Este hecho se explica debido a que las enzimas &cidos grasos sintetasa y
ACC son reguladas y activadas por metabolitos de la via de formacion de hexoamina, pero que
esta linea celular no es capaz de inducir. Sin embargo, se valida el uso de células HepG2, ya que
poseen la capacidad enzimatica de incorporacion y rapido metabolismo de fructosa en los mismos
niveles que un hepatocito comdn (Hirahatake et al., 2011).

1.4 Analisis de Flujo Metabolico

1.4.1 Alcances Teoricos

El Anélisis de Flujo Metabdlico (MFA) es una metodologia que permite estimar la
distribucion de flujos intracelulares en una red metabdlica, a partir de dos factores principales:
modelos estequiométricos de las reacciones de la via metabolica y del balance de masa de
metabolitos extracelulares. Un mapa de flujo metabdlico es capaz de ilustrar la contribucion de
varias rutas metabolicas a los procesos de utilizacion de sustratos y formacion de productos, bajo
las condiciones especificas de cada caso en estudio (Stephanopoulos et al., 1998).

Para un balance de masa de un metabolito intracelular M (Ec. 1), la acumulacion de éste esta
determinado por la suma de los flujos internos de formacion o consumo debido a reacciones
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quimicas (vm), Y por el intercambio del metabolito con el medio exterior, definiendo tasas de
consumo o produccion (ry).

am
EZZUM‘FTM ECl

En un sistema de | metabolitos intracelulares, los cuales se relacionas a través de J reacciones
quimicas, el balance de masa se ajusta de forma matricial:

M
—=S5-V+R Ec. 2
dt

En esta ultima expresion, M corresponde en este caso a un vector columna que posee cada uno
de los | metabolitos en una fila. La matriz S contiene los coeficientes estequiométricos de las
reacciones contempladas en el estudio, en donde cada fila representa a cada uno de los |
compuestos del sistema, mientras que las columnas corresponden a cada una de la J reacciones,
es decir, la componente sij, corresponde al coeficiente del sustrato i-ésimo en la reaccién j-ésima.
El vector columna V es el de las tasas de reaccion, y contiene cada uno de los flujos vj,
caracteristico de cada reaccion. Por definicion, la tasa de reaccidn especifica que un compuesto i
que posee un coeficiente estequiométrico sij, es transformado (formado o consumido) a una tasa
de sij*vj. Finalmente, el vector R contiene las tazas de consumo o produccion de los metabolitos
que se intercambian con el medio de cultivo.

En base a que existe una alta rotacion de los pools de metabolitos, es decir, los niveles
intracelulares se ajustan rapidamente en niveles fijos, incluso después de grandes perturbaciones
en el ambiente, es posible definir un estado pseudo-estacionario en el interior de las células
(Stephanopoulos et al., 1998). Por lo tanto, la expresién de la Ec. 2 queda de la forma:

am
—=0>S"V=R Ec. 3
dt

Para despejar el vector V en la Ec. 3, en un caso de un sistema sobredeterminado, es necesario

multiplicar en ambos lados por su matriz pseudo inversa. Asi, el vector de los flujos internos V
queda determinado segun la siguiente expresion:

V=(T-5)"1-8T-R Ec. 4

El MFA es una de las técnicas mas Util para caracterizar el metabolismo del carbono al interior
de las células. En particular, las células mamiferas han sido utilizadas en diversas areas: i) Con el
objetivo de entender los mecanismos intracelulares, los MFA han sido utilizados en la bdsqueda
de modelos confiables para estudios toxicologicos, que permitan reducir la necesidad de
organismos vivo (Boghigian et al., 2010; Quek et al., 2010); ii) La ingenieria metabdlica es otra
area en donde, gracias a la distribucion de flujos intracelulares usando MFA, se han modificado
vias metabdlicas con el fin de reducir la sintesis de factores inhibitorios de crecimiento celular, y
aumentar la produccion de quimicos puros y farmacos de origen biolégico (Niklas et al., 2009).
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1.4.2 MFA en modelos hepaticos

En la Gltima década, se ha utilizado esta técnica para la caracterizacion de cultivos hepéticos
bajo condicién anormales, tanto en animales como en humanos, analizando cambios metabolicos
en casos de insuficiencia hepéatica fulminante, quemaduras, fibrosis hepéticas y en condiciones
hipermetabdlicas de suplementacién de medios de cultivos (Calik et al., 2000; Arai et al., 2001,
Yokoyama et al., 2005; Banta et al., 2007; Chang et al., 2009).

Existe registro reciente en la literatura del uso de la técnica de MFA aplicado a cultivos de
HepG2. Se mencionan dos publicaciones cientificas, las cuales seran utilizadas como ejemplo
para el disefio del modelo hepatico y el desarrollo del MFA en el presente trabajo. En el primer
estudio, MFA fue aplicado para identificar los cambios metabolicos que se generan como
respuesta al crecimiento de la linea celular en un medio suplementado con &cidos grasos
saturados e insaturados, durante 3 dias. Se pudo observar que el palmitato es oxidado de un
mayor grado que el oleato, y que conduce a una menos acumulacion de triglicéridos y un menor
consumo de cisteina, lo que deriva en una menor sintesis de GSH. Se destaca ademas que el uso
de NAC para restablecer los niveles de cisteina, y posteriormente de GSH, permiten reducir la
toxicidad inducida por palmitato (Srivastava et al., 2007).

El segundo trabajo consiste en la evaluacion de crecimiento de HepG2 y los cambios
metabolicos que se producen frente a la exposicion a tres componentes hepatotoxicos
(amiodarona, diclofenaco y tacrina). Con un modelo reducido de 34 reacciones intracelulares, se
determind que el principal efecto es el aumento en la actividad del ciclo TCA. Ademas, a traves
del ensayo de respiracion cinética, se pudo apreciar un desacoplamiento de la fosforilacion
oxidativa. Estos dos hechos serian marcadores de hepatotoxicidad a largo plazo. Se enfatiza que
el uso de MFA es una herramienta poderosa, que sumado a otras técnicas, permitira un mejor
entendimiento de los cambios a nivel metabolico que sufren las células hepaticas bajo la
exposicion de sustancias toxicas (Niklas et al., 2009).
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1.5 Objetivos

Los objetivos planteados para este trabajo de titulo seran:

1.5.1 Objetivo General

ESTABLECER una metodologia base de estudios metabdlicos en células hepéticas in vitro,
analizando el comportamiento de la linea celular HepG2 frente a la accion de agentes externos y
evaluando su metabolismo interno con un modelo in silico.

1.5.2 Objetivos Especificos

ESTUDIAR las alteraciones en el metabolismo de las células HepG2 debido al efecto nocivo
del Acetaminofén, y si es contrarrestable mediante el uso de N-acetilcisteina como agente
protector, por medio de curvas de crecimiento en un ensayo toxicolégico.

ESTUDIAR los cambios que se producen en el metabolismo al utilizar diferentes fuentes de
carbono, suplementadas en el medio de cultivo (glucosa, fructosa y una mezcla de ellos), por
medio de curvas de crecimientos y la cuantificacion de lipidos intracelulares.

EXAMINAR las variaciones en los flujos metabdlicos internos, en ambos casos de estudio, a
través del disefio e implementacion de un modelo hepatico in silico y de la realizacion de Analisis
de Flujo Metabdlico.

ANALIZAR la consistencia del modelo hepatico planteado para complementar estudios
metabolicos in vitro utilizando la linea celular HepG2.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Metodologia General

Este trabajo de titulo se llevo a cabo en el Laboratorio de Cultivo Animal, ubicado en el
Centro de Ingenieria Bioquimica y Biotecnologia (CIByB). La linea celular que se utiliz6
corresponde al hepatocarcinoma humano HepG2, cuyo proveedor es el centro de recursos
bioldgicos American Type Culture Collection (HB-8065).

El medio base para la propagacion de estas células es Eagle’s Minimum Essential Medium
(EMEM), agregando un 10% de suero fetal bovino (FBS), incubando a una temperatura de 37
[°C] y una atmdsfera con 5% de CO,, de acuerdo a las indicaciones del proveedor. Sin embargo,
segun lo encontrado en la literatura, Dulbecco’'s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12
(DMEM/F12) de Gibco, es uno de los medios més utilizados para el cultivo de HepG2, por lo que
se utilizara este ultimo durante este proyecto. A modo de comparacion, en el Anexo C: Medios de
Cultivo, es posible encontrar la descripcién y la composicidon de cada uno de ellos. EI medio
DMEM/F12 que se utilizd es preparado bajo campana, para evitar contaminacion de éste, y
posee las siguientes caracteristicas: se encuentra suplementado de fabrica con 17,5 [mM] de
glucosa (High Glucose); posee una concentracion de glutamina de 2,5 [mM], la cual debe ser
ajustada a 4 [mM]; se suplementd con 10% de FBS y con un 1% de antibiotico Pen-Strep. En los
casos en que se suplement6 con concentraciones diferentes de glucosa, o simplemente se requirio
otra fuente de carbono (como fructosa), se us6 medio DMEM/F12 preparado sin fuentes de
carbono, suplementandolos con suero y antibidticos, como se describio anteriormente.
Adicionalmente, se prepar6 un banco de células, es decir, un stock de alrededor de 24 viales de
células congeladas en nitrégeno liquido, a una concentracién minima de 10" [cel/ml], para ser
utilizados en los ensayos experimentales de este proyecto.

En la Figura 7 se encuentra el diagrama de bloques propuesto para esta memoria. Por un lado,
se realizd un ensayo que permitié construir una curva de crecimiento de las células HepG2 y
obtener las condiciones basales de este crecimiento. En forma paralela, a través de la busqueda
del estado del arte, se confecciond el modelo hepéatico que describe el metabolismo interno de la
linea celular. Se realizé dos estudios que permiten evaluar el comportamiento de las células bajo
perturbaciones externas (éstos se detallan Blisqueda Caracterizacisn
mas adelante, en seccion 2.4 y 2.5). En del Estado Crecimiento

. p del Arte Celular

ambos  estudios, se compar0 los
parametros de crecimiento con el caso
base. Junto a esto, se obtuvo las tasas i EE T Estudio |- Estudio I
especificas de consumo/produccion de los Modelo Efecto de AP/ Efecto de Glo/Fre
metabolitos que realizan intercambio con Hepalico en Crecimiento en Crecimento
el medio extracelular, para luego,

utilizando el modelo planteado, realizar el studio I Estudio II
P . L1 Analisis Analisis
Analisis de Flujo Metabdlico de cada caso tabilic M etabdlico

estudiado. Finalmente, con todos los

resultados obtenidos, se discutid sobre el

potencial uso de la linea HepG2 como

modelo in  vitro para  estudios

metabolicos. Figura 7: Diagrama de bloques del trabajo de
titulo.

Analisis de
Resultados
¥ Discusiaon
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2.2 Materiales
Reactivos

* Acetaminofén (Sigma, A7085)
* Brij-35(Sigma, P1254)
* Cloroformo (Merk, 1.02445)

* Etanol (Merk, 1.00983)
* Glucosa (Sigma, G5146)
* Hipoclorito de Sodio (Equilab,

750SODIOHIP0001)
* Metanol (Merk, 1.06009)

« o-Phthaldialdeido (Sigma, P0657)

* Sulfato de Potasio (K,SO,4) (Merck,
1.05153)

Equipos
« Bafio Térmico, Lab Tech

* Centrifuga de Tubos (Boeco,C28)

* Freezer -80 °C (Haier)
* Microscopio (Olympus, CK2)

Material de Laboratorio

» Agua Desionizada

+ Camara de Neubauer

* Contador

* Friopacks

* Microtubos1,5 y 2 [ml] (Axygen)

* Placas de cultivo de 100 [mm)]
(Greiner Bio-One)

* Pipetas plasticas estériles 1, 2, 5,
10y 25 [mlI] (SPL)

* Tubos de Vidrio

Kit Comerciales

* Glucose GLUC-PAP (Randox, GL364)
* Fructose Assay Kit (BioVision, K619-100)

« Acido Acético (Merk, 1.00063)

* Buffer Fosfato Salino (PBS),
(Gibco, 21600)

* Cloruro de Amonio (NH,4CI)
(Merk, 1.01145)

* Fenol (Merk, 1.00206)

* Glutamina (Gibco, 21051)

* Medio de Cultivo DMEM/F12
(Gibco, ME090283)
* N-acetilcisteina (Sigma, A9165)

* Penicilina/Estreptomicina (Gibco,
15140)

* Tripsina EDTA 0,5% (Gibco,
15400)

 Camara de Flujo Laminar (Nuaire,
UN-201330E)

* Cromatégrafo de Liquido de Alta
Eficiencia (HPLC) (Shimadzu)

* Incubadora (Shel Lab)

* Sonicador de Vastago

* Agua Destilada

« Cilindro de CO,

* Crioviales 2 [ml] (Corning)
« Jeringas 5, 10 y 20 [ml]

* Nitrégeno Liquido

* Placas de cultivo T-Flask de 25 y
75 [em2] (SPL)
* Propipeta (Drummond )

« Acido Bérico (H,BO;) (Merk,
1.00165)

« Carbonato de Sodio (Na,CO,)
(Merk, 1.06392)

« Dimetil Sulféxido (DMSO)
(Sigma, P2650)

* Fructosa (Sigma, F3510)

* Hidr6xido de Sodio (NaOH)
(Merk, 1.06498)
* Mercaptoetanol (Sigma, M3148)

* Nitroprusiato de Sodio

* Suero Fetal Bovino (FBS)
(HyClone, SH30910.03)

* Centrifuga de Microtubos
(Eppendorf, 5403)

* Espectrofotometro (Pharmacia
Biotech, Ultraspec 3000)

* Lector de Placas (Asys, UVM 340)

* Botellas de 250 y 500 [ml]

* Cilindro de N,

« Filtros de 0,2 [nm] (Advantec)

* Micropipetas

* Placas de 6,12 y 96 pocillos (SPL)
* Pipetas Pasteur

* Tubos Centrifugacion 15y 50 [ml]
(Axygen)

« L-Lactate Kit (Randox, LC2389)
» EnzyChrom Triglyceride Assay Kit (BioAssay

Systems, ETGA-200)
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2.3 Caracterizacion del Crecimiento Celular

Se estudid el crecimiento celular en adherencia, buscando definir las condiciones de
crecimiento basales. EI método para realizar esta caracterizacion es a traves de la construccion de
curvas de crecimiento. En la Figura 8 es posible apreciar una curva de crecimiento estandar, en la
cual es posible identificar tres fases de crecimiento: i) Fase de retardo (Lag Phase); ii) Fase de
crecimiento exponencial (Exponential Phase); v iii) Fase estacionaria (Plateau Phase).

Los cultivos son inoculados a una
concentracion entre 0,25 y 0,3 x 10° [cel/ml]
i en placas (de 6 o 12 pocillos), y durante un
phase periodo de 8 dias aproximadamente se
cuantifica la concentracion celular. Esta
medicion se realiza aproximadamente cada
12 horas, y en duplicado, lo que permite
analizar la  reproducibilidad de los
resultados. Por lo tanto, cada punto de la
curva corresponde al promedio de las
concentraciones de dos de los pocillos
ot —— 71 inoculados.

Days from subculture

Cellsiml

10° 4

Exponential ("Log”) phase

Figura 8: Curva de crecimiento estandar.

Concentracion y Viabilidad Celular

Para monitorear el correcto crecimiento de las células se determina la concentracion de células
vivas a través de la tincion por Trypan Blue, sustancia que logra entrar en las células muertas,
entregandoles un color azul oscuro. Asi es posible obtener la concentracion de células vivas,
muertas, totales y el porcentaje de viabilidad, en cada punto de la curva de crecimiento.

Velocidad Maxima de Crecimiento

Este parametro indica que tan rapido fue el crecimiento de la linea celular en la fase
exponencial del cultivo. Como se puede ver en la Figura 8, esta tasa de cambio se calcula como la
derivada de la curva de concentracion obtenida durante esta etapa exponencial (en un gréafico
semi logaritmico). Este valor sera tomado como base para comparar el crecimiento de las células
HepG2 en condiciones normales y bajo perturbaciones.

Tasas Especificas de Consumo/Produccion
Otra alternativa para caracterizar el crecimiento celular es a través del calculo de tasas

especificas extracelulares de consumo/produccion de metabolitos de interés. Las formulas que
permiten su calculo se sefialan a continuacion:

Xv=X-V Ec.5
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donde, X es concentracion celular, en [cel/ml]; V es volumen de cultivo, en [ml]; C es la
cantidad de metabolito consumido, en [moles]; y P es la cantidad de metabolitos producido, en
[moles]. En la préactica, las 26 tasas de consumo/produccion se obtienen graficando la
acumulacion de metabolito en el tiempo, es decir, la diferencia de moles de metabolito entre dos
tiempos consecutivos. Luego de un ajuste polinomial de los datos, las tasas corresponden a la
derivadas de esta aproximacion evaluadas en los tiempo de medicidn, dividido por la cantidad de
células en los tiempos respectivos.

Debido a que altas concentraciones de lactato en el medio de cultivo inhibe el crecimiento,
uno de los parametros utilizados para caracterizar el crecimiento de un cultivo es la razén entre la
tasa de produccion de lactato versus la tasa de consumo de glucosa (u otra fuente de carbono).
Estequiométricamente, de cada mol de azlcar que entra a la via de la gliclisis se generan 2
moles de piruvato, y por consiguiente, 2 moles de lactato, definiéndose un valor teérico de
ALac/AGlc de 2 (considerando un estado pseudo estacionario). Sin embargo, en la realidad este
valor no se alcanza ya que dado que parte del flujo de carbono que entra a la célula es distribuida
ademas en las vias de formacion de biomasa y del ciclo TCA.

Ademas, para realizar el analisis de flujos metabdlicos es necesaria la cuantificacion de las
tasas de consumo/produccion de todos los metabolitos que sean intercambiados con el medio
extracelular. La Tabla 2 detalla las técnicas a utilizar para el calculo de cada una de las tasas
consideradas para este trabajo. Dado que la tasa de produccion de triglicéridos es a nivel
intracelular, se utiliz6 placas de 100 [mm] para cada punto de muestreo, para obtener una
cantidad suficiente y poder cuantificarlo utilizando el kit comercial. Todas las demas tasas
restantes se calcularon a partir de las muestras separadas de sobrenadante. Debido a la alta
cantidad de células y de medio para usar en placas de 100 [mm], s6lo se realizaran dos puntos de
muestreo por curva, en uniplicado. Por lo tanto, dado que son s6lo dos puntos de acumulacion,
las tasas de consumo/produccién (no especificas) seran constantes a lo largo del tiempo.

Tabla 2: Técnicas para medir tasas de consumo/produccion para MFA.

Metabolito Técnica |
Biomasa Cuantificacién con Trypan Blue
Glucosa, Fructosa, Lactato, | Kit Comercial Enzimatico de cuantificacion por
Triglicéridos colorimetria
Aminodcidos Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC)

. Reaccion de Berthelot para producir compuesto
Amonio

coloreado.

Todas las técnicas mencionadas son descritas en el Anexo D: Protocolos.
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2.4 Estudio I: Toxicidad del APAP y Proteccién con NAC

Este estudio tiene la finalidad de evaluar el efecto protector del N-acetilcisteina (NAC) frente
al dafio hepatotoxico que provoca altas dosis de acetaminofén (APAP). Como se menciond en la
introduccioén, la alta concentracion de APAP en el medio produce una acumulacion de
intermediarios altamente reactivos que desencadena un fulminante estado de estrés oxidativo.
NAC permite contrarrestar este efecto nocivo ya que eleva los niveles de glutation intracelular,
compuesto utilizado para la eliminacion de APAP por conjugacion y para regular el estado redox
dentro de las células. Es asi como se plantea la hipotesis para este estudio:

2.4.1 Hipotesis

N-acetilcisteina tiene un efecto como agente protector, que permite reducir el dafio causado
por la exposicion a altas dosis de acetaminofén, estabilizando el estado redox intracelular.

2.4.2 Disefio Experimental

Siendo el APAP uno de los farmacos més estudiados de hace décadas, se ha encontrado
durante la revision bibliografica un gran rango de concentracién utilizada en los experimento con
este compuesto. Sin embargo, se tiene que hasta 5 [mM] de APAP en el medio es suficiente para
producir un dafio celular sin causar cambios morfoldgicos en las células HepG2 (Iguchi et al.,
2005). Por lo tanto, se realizaran pruebas preliminares a diferentes concentraciones de APAP para
seleccionar la que se ocupara en los experimentos finales.

Para el caso del protector NAC, se debe hacer el mismo procedimiento experimental
utilizando solo este compuesto, para encontrar hasta que concentracion de NAC es posible la
proteccion sin que afecte la viabilidad de la linea celular. Finalmente, se realizaran los ensayos en
que se evalla por un lado el caracter toxico del APAP y el efecto protector del NAC en conjunto
(ver disefio experimental en Figura 9).

Para encontrar las concentraciones a utilizar, se vera como afecta en el crecimiento el uso de
APAP, comparando ademas tres condiciones del protector en el medio: i) sin el uso de éste, ii)
con la incorporacion del NAC previo al suministro de APAP (3 horas antes), y iii) el empleo del
NAC después de la aplicacién (3 horas después).

Incubacion: 37°C, en 5% CO2
WMedio de Cultivo:

LlcA75 [m]  -GIn £ [mM]

FBS 10% -Pen-Strep 1%
Rango de Conc de APAP: 0-5 [mM]
Rango de Conc de NAC: 0-10 [mi]

Figura 9: Disefio experimental del Estudio 1.
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2.5 Estudio Il: Diferencias en el Crecimiento Celular en Glucosa y
Fructosa

Este estudio tiene como objetivo de evaluar la actividad metabolica de las células HepG2
frente a diferentes fuentes de carbono. La gran diferencia con el caso anterior radica en la poca
experimentacion que se ha tenido con la linea celular HepG2 en este tema. Se ha establecido que
una suplementacion del medio con 5,5 [mM] de glucosa y 5 [mM] de fructosa es una condicién
representativa si se consumiera una dieta a base de HFCS (Hirahatake et al., 2011). Se utilizaran
concentraciones que permitan comparar la generacion triglicéridos bajo la exposicion de
diferentes fuentes de carbono. La hipdtesis planteada para este ensayo sera:

25.1 Hipotesis

Altos niveles de fructosa producen alteraciones en la actividad metabolica de las células
hepéticas, cuyo principal efecto recae en el incremento de la sintesis y la secrecion de
triglicéridos.

2.5.2 Disefio Experimental

Esta establecido que la concentracion de glucosa en la sangre que se alcanza después de
alguna comida no sobrepasa los 7,8 [mM] (Ceriello et al., 2008). En estudios in vitro, se ha
trabajado con concentraciones cercanas a 10 [mM] como condicion de alta concentraciéon de
azucar (Hirahatake et al., 2011; Huang et al., 2011). Esta Gltima sera la concentracion base del
estudio, generando tres casos: i) considerando como caso control una dieta a base de endulzantes
hecho de glucosa, se suplementara el medio con 10 [mM] de glucosa; ii) para el caso en que se
considera una dieta a base de sacarosa 0 HFCS, se utilizard un medio con 5 [mM] de glucosa y 5
[mM] de fructosa; iii) finalmente, como existe discrepancia acerca de la sintesis de triglicéridos el
HepG2, se considerard el caso extremo de una dieta a base de endulzantes hecho 100% de
fructosa, suplementando el medio con 10 [mM] de esta azucar (disefio experimental ilustrado en
Figura 10).

Incubacion: 37°C, en 5% CO2
Medio de Cultivo:
Hex10[mM] -Gin 4 [mM]
FBS 10% -PenStrep 1%
Casos de Estudio:

1y Gl 10 [mM] 2) Fre 10 [mi ]
3} GlecS[mM]/ Fre S [mi]

Figura 10: Disefio experimental del Estudio 1.
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3 RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 Crecimiento Celular Caso Control

A través de la realizacion de una curva de crecimiento se determinaron los parametros basales
sin la existencia de perturbaciones externas. Este crecimiento comenz6 desde un indculo de 0,25
x 10° [cel/ml], durante un periodo de evaluacién de 8 dias (180 horas aproximadamente) En la
Figura 11 A, se observa la variacion de la concentracion de células vivas (datos de color azul) y
el porcentaje con respecto al total de células (datos de color rojo), reflejando que las células
HepG2 mantuvieron una buena viabilidad durante en tiempo de cultivo, sin descender del 90%.

12 100 20
LY 2 s ¥
.. & Conc.Glc
E 1,0 4 L 90 - ¢ Conc.Lac
3 = 154
8 = &
o 08+ S~ ¢
= Lgo & = . = .t
X, T ©
= 06 3 8 104
% L 70 @ s “
O 04 *  Células Vivas > 8 ¥
e ) # Viabilidad 8 5
o I 60 *
O 024 >
=
0,0 } } ; } } ; ! ; 50 0 ; ; ! ; ! ! ; !
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo [h] Tiempo [h]

Figura 11: Cinética de crecimiento basal. Variacion a lo largo del tiempo de: A)
células vivas (azul) y viabilidad (roja); B) conc. de glucosa (azul) y conc. de lactato
(rojo) (datos representan al promedio de dos muestreos + desv. estandar).

De la curva azul del grafico A, se puede desprender que las células alcanzan una densidad
celular maxima cercana a 1,1 x 10° [cel/ml]. El periodo de fase exponencial se encuentra en el
rango entre las 30 y 80 horas de cultivo. Realizando una regresion lineal entre los datos de
crecimiento celular (en escala logaritmica) y el tiempo de cultivo, se obtuvo una velocidad
méxima de crecimiento de 0,021 [h™]. En rango para este parametro en la literatura varia entre
0,018 y 0,024 [h™], por lo que el valor de velocidad obtenido se encuentra dentro de lo esperado
(Burley et al., 2007; Zhang et al., 2008; Chang et al., 2009).

Por otra parte, en la Figura 11 B se observa la variacion del consumo de glucosa (de color
azul) y produccion de lactato (de color rojo), obtenidas de las muestras de los sobrenadantes
recolectados durante la confeccidn de la curva. De la curva de glucosa es posible rescatar que no
se consume toda la glucosa durante el periodo de cultivo, llegando a una concentracion minima
de 5 [mM]. Las tasas de ambos compuestos, evaluadas en la mitad de la fase exponencial (55
[h]), son de 0,24 y 0,25 [mmol/10°cell/h] para glucosa y lactato, respectivamente, generando un
ALac/AGlc de 1,04, indicando que existe una relacion aproximada de 1:1 entre los moles de
glucosa que se consumen y los moles de lactatos producidos por la célula. En la literatura, para
este mismo parametro se hall6 un rango entre 1,5 y 1,9, valores por sobre al calculado. Es
importante mencionar que las condiciones de cultivo pueden ser la razon de las diferencias entre
estos valores (Maier et al., 2007; Srivastava et al., 2007; Niklas et al., 2009). La Tabla 3 resume
los parametros de crecimiento mencionados.
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Tabla 3: Resumen de parametros de crecimiento de caso control.
Maxima densidad Maxima velocidad de
celular [x 10°cel/ml]  crecimiento pma [N

ALac/AGlc

1,1+£0,04

3.2 Modelo Hepatico Propuesto

3.2.1 Presentaciéon del Modelo

El modelo planteado ha sido disefiado a partir de lo expuesto en sus trabajos por parte de
varios cientificos que han trabajado con células hepaticas (Calik et al., 2000; Srivastava et al.,
2007; Chang et al., 2009; Niklas et al., 2009), como también con otros sistemas celulares
(Zamorano et al., 2010; Wilkens et al., 2011). Se consideran 32 reacciones, las cuales han sido
revisadas con la base de datos de KEGG. Las vias metabdlicas consideradas son: glicélisis,
sintesis de lactato, reaccion anaplerdtica, ciclo TCA, metabolismo aminoacidos, ciclo de urea,
sintesis de triglicéridos y formacién de biomasa.

Glicdlisis, via por la cual es incorporado los atomos de carbonos provenientes de la glucosa en
el sistema, contempla 10 reaccion enzimaticas. Sin embargo, es posible reducirla a 3 reacciones,
donde Glucosa 6 fosfato (G6P) y Gliceraldehido 3 fosfato (G3P) representan 2 nodos que
conectan otras vias. EI primero, con la sintesis de carbohidratos y acidos nucleicos, mientras que
el segundo con la sintesis de lipidos. La entrada de fructosa es bastante similar. Primero se
metaboliza en fructosa 1 fosfato y luego en 2 moléculas de G3P. Por esta razon, se utilizara estas
tres ecuaciones para generalizar la entrada de cualquier de las dos hexosas (Hex), glucosa o
fructosa. Ademas de la glicdlisis, también se redujeron las vias de reacciones anapleréticas, ciclo
TCA y ciclo de urea. Con respecto a los triglicéridos, la sintesis de éstos esta representada por la
unién de una molécula de glicerol 3 fosfato (que en el modelo seria un derivado de G3P) con tres
cadenas de 4&cidos grasos de 8 carbono cada uno (palmitato). La formacién de biomasa
corresponde a una ecuacién, cuya deduccion sera descrita mas adelante. En la Tabla 4 se listan
las 32 reacciones del modelo hepatico, en las cuales, solo se muestran las especies que contienen
carbono y/o nitrégeno en su estructura.

Tabla 4: Reacciones del modelo hepatico propuesto.
Glicdlisis
1. Hex - G6P
2. G6P — 2G3P
3. G3P - Pyr
Sintesis de Lactato

4. Pyr - Lac

Reaccion Anaplerotica

5. Pyr+C0, - 0AA

Ciclo TCA

6. Pyr - AcCoA + CO,
7. AcCoA+ OAA - aKG + CO,
8. aKG — SucCoA + CO,
9. SucCoA - Fum
10. Fum — 0AA

Metabolismo de Amino&cidos
11. Gln - Glu + NH}
12. Asp + aKG —» 0AA + Glu
13. 2Gly - Ser + CO, + NHf
14. Glu + Cys + Gly - GSH
15. Ser » Pyr + NH;
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16.
17.
18.
19.
20.
21.
22,
23.
24,
25.
26.
27.
28.

29.
30.

Orn - Glu + NH}

Ala + aKG — Pyr + Glu

Thr — Gly + AcCoA

Val + aKG - Glu + SucCoA + CO,

Leu + aKG - Glu + 3 AcCoA

Ile + aKG - Glu + AcCoA + SucCoA

Lys + 2aKG - 2Glu + 2C0, + 2AcCoA + 3NADH + 3H* + FADH,
Pro - Glu

His - Glu + 2NH] + C0,

Tyr + aKG - Glu + Fum + 2AcCoA + CO,
Phe - Tyr

Trp + aKG — 3AcCoA + 5C0, + NH} + Glu
Asn > Asp + NH;

Arg - Urea + Orn
Orn+ Asp + CO, + NH - Arg + Fum

Sintesis de Triglicéridos

31. G3P + 24AcCoA - TG

Formacién de Biomasa

32.

0,1039AcCoA + 0,0125Ala + 0,0070Arg + 0,0079Asn + 0,0137Asp + 0,0039Cys +
0,0044G3P + 0,0091G6P + 0,0166GIn + 0,0015Glu + 0,0210GLly + 0,0020His + 0,00361le +
0,0106Leu + 0,0177Lys + 0,0019Met + 0,0042Phe + 0,0068Pro + 0,0137Ser 4+ 0,0055Thr +
0,0011Trp + 0,0039Tyr + 0,0049Val —» Biomasa + 0,0011Fum

Se utilizara este unico modelo para ambos ensayos, dado que el objetivo de este trabajo de
tesis es la presentacion de un modelo que permita el estudio metabolico en células HepG2, tanto
para analisis de toxicidad de compuestos, como también para efectos en el metabolismo celular
debido a suplementaciones diferentes. Los 37 metabolitos considerados, los cuales se listan en

Tabla 5.
Tabla 5: Metabolitos del modelo hepéatico propuesto.
Metabolitos
* Acetil CoA (AcCoA) * Gliceraldehido 3P (G3P)  * Leucina (Leu) * * Succinil CoA (SucCoA)
« aCetoglutarato (aKT) * Glucosa 6P (G6P) * Lisina (Lys) * * Triglicéridos (TG) *
+ Alanina (Ala) * * Glutamina (Gln) * * Metionina (Met) * * Treonina (The) *
* Arginina (Arg) * * Glutamato (Glu) * + Amonio (NH,") * * Triptofano (Trp) *
* Asparagina (Asn) * * Glicina (Gly) *  Oxaloacetato (OAA) * Tirosina (Tyr) *
* Aspartato (Asp) * * Glutation (GSH) * * Ornitina (Orn) e Urea *
* Biomasa * * Hexosa (Hex) * * Fenilalanina (Phe) * * Valina (Val) *
*CO,* * Histidina (His) * * Prolina (Pro) *
* Cisteina (Cys) * * Isoleucina (lle) * * Piruvato (Pyr)
* Fumarato (Fum) * Lactato (Lac) * * Serina (Ser) *

En la Figura 12 se ilustra la red de flujos internos del modelo planteado. Cada flujo vj
corresponde a la tasa interna de cambio, que representa cada una de las reacciones presentadas en
la Tabla 4 (enumeradas correlativamente). La forma de resolucion del MFA ser& por medio del
método de regresion lineal de minimos cuadrados, con el cual, el vector V de los flujos
intracelulares es despejado del trabajo matricial mostrado en la Ec. 8.

donde,

V=S""RconS*=(ST-5)"1-ST Ec.8

R corresponde al vector de las tasas de consumo/produccion de todos los metabolitos y

S* es la matriz pseudoestequiométrica.
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Figura 12: Red metabdlica para MFA.

3.2.2 Ecuacion de Formacion de Biomasa

Uno de los pasos mas complejos a la hora de definir un modelo que refleje el metabolismo de
las células es precisamente definir la reaccion de sintesis de biomasa. Utilizando las ecuaciones
de formacion de macromoléculas, reportadas en un trabajo en que se utiliza células HepG2 como
modelo hepatico (Niklas et al., 2009), se deduciran los coeficientes estequiométricos de las
especies que participan en la reaccion. En estas ecuaciones, dado que todos los compuestos son
conocidos, es posible determinar la composicion y la masa molar estimada de las

macromoléculas, a través del balance de masa por especie en cada reaccion: carbono, hidrégeno,
oxigeno y nitrogeno (ver Tabla 6).
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Tabla 6: Reacciones y masa molar de macromoléculas en HepG2.

Masa Molar
Macromolécula Reaccion
~ [gr/mol] |

DNA 1,295A4sp + G6P + 1,41GIn + 0,5 Gly - DNA + 0,205Fum + 1,41Glu 413,55

RNA 1,24Asp + G6P + 1,76GIn + 0,5 Gly - RNA + 0,26Fum + 1,76Glu 399,50
Carbohidrato G6P - CH 229

Lipido 17,84cCoA + 0,756G3P + 0,695Ser — Lipidos 925,66

0,0846Ala + 0,0471Arg + 0,0532A4sn + 0,05324sp + 0,0263Cys +
0,0613GIn + 0,0613Glu + 0,1265Gly + 0,0136His + 0,0245I1le +
Proteina 0,0716Leu + 0,1196Lys + 0,0127Met + 0,0283Phe + 0,0459Pro + 124,74
0,0655Ser 4+ 0,0374Thr + 0,0076Trp + 0,0263Tyr + 0,0333Val
— Proteina

Ademas, en trabajo mencionado se especifica el contenido mésico de las macromoléculas de
una célula de HepG2. Al no considerar la masa de residuos obtenidos, los porcentajes de
composicion masica se redefinen como se muestra en la segunda columna de la Tabla 7 (Niklas
et al., 2009). Lo que se busca estimar es la masa molar de la linea HepG2 tal que, utilizando la
informacion de distribucion masica, las reacciones de sintesis de macromoléculas, y las masa
molares de éstas que se derivan de estas ecuaciones, se obtenga una composicion elemental de
una molécula de biomasa de la forma C Hg O, Ns. El valor final obtenidos para la masa molar que
cumple con estas condiciones es de 26,725 [gr/mol], con una composicion elemental final de
CH1840061No23. En la Tabla 7 se encuentra el detalle del célculo de la composicion por
elementos que se obtiene al utilizar el valor de masa molar indicado.

Tabla 7: Composicion masica , molar y aportes de C, H, O y N en HepG2.
Porcentaje de Masa en 1 Molesenl  Aporte Aporte Aporte | Aporte

Macromolécula

masa (%) mol de célula mol de célula deC de H de O de N

DNA 2,70 0,689 0,002 0,020 0,044 0,023 0,006
RNA 4,34 1,105 0,003 0,032 0,072 0,035 0,010
Carbohidrato 3,78 0,962 0,004 0,026 0,057 0,040 0,000
Lipido 20,22 5,151 0,006 0,233 0,267 0,143 0,004
Proteina 68,96 17,567 0,148 0,689 1,401 0,365 0,208
Total 1,000 1,842 0,605 ‘ 0,228

Con estos valores, la ecuacion balanceada que se utiliza en el modelo queda de la siguiente
manera:

0,1039AcCoA + 0,0125Ala + 0,00704Arg + 0,0079Asn + 0,0137Asp + 0,0039Cys +
0,0044G3P + 0,0091G6P + 0,0166GIn + 0,0015Glu + 0,0210Gly + 0,0020His +
0,0036lle + 0,0106Leu + 0,0177Lys + 0,0019Met + 0,0042Phe + 0,0068Pro +

0,0137Ser + 0,0055Thr + 0,0011Trp + 0,0039Tyr + 0,0049Val - Biomasa + 0,0011Fum
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A modo de comparacion, s6lo se han encontrados reportes de masa molares y/o composicién
elemental de otros sistemas de cultivo: para una célula CHO (chinese hamster ovary), la
estimacion es de 25,474 [gr/mol], con una composicion elemental CH1 9600 26No 49 (Hu, 2011); en
otro reporte se indica que la composicién promedio de microorganismos es CH1 7900 50No 20 Y una
masa molar de 24,59 [gr/mol] (Doran, 1995). A pesar de correspondes a diferentes tipos de
células, las masas molares difieren en menos de un 8% con respecto al valor encontrado, mientras
que las composiciones elementales son bastante similares entre si.

3.2.3 Supuestos del Modelo Planteado

Como se menciond previamente, este modelo de flujos metabdlicos fue disefiado a partir de
los ejemplos encontrados en la literatura, por lo que muchos de los supuestos mencionados en las
publicaciones, fueron adaptados en este modelo. A continuacion, se listan todas las
consideraciones utilizadas en la confeccion de modelos de vias metabdlicas a utilizar:

e EXxiste un estado pseudo estacionario dentro de las células (Stephanopoulos et al.,
1998; Calik et al., 2000; Srivastava et al., 2007).

e Los metabolitos estdn distribuidos homogéneamente en el interior de la célula
(Stephanopoulos et al., 1998).

e No existe formacién de cisteina a partir de metionina en células HepG2, debido a la
baja actividad de la enzima S-adenosil-metionina sintetasa (Srivastava et al., 2007).

¢ No se incluyen ecuaciones de fosforilacion oxidativa (Calik et al., 2000).

e La via de las pentosas fosfato solo son consideradas en la sintesis de acidos nucleicos
(Calik et al., 2000).

e Solo se considera la degradacidén de aminoacidos como precursores de intermediarios
de las vias principales (Calik et al., 2000).

e Lasecrecion de TG en el caso de HepG2 es mucho menor que la acumulacion de éstos
en droplets lipidicos. La medicion de la concentracion de TG intracelular se considera
como el flujo extracitosélico de estos compuestos (Srivastava et al., 2007).

¢ No se incorporan las reacciones de sintesis de cuerpos cetonicos, dado que, al no haber
suplementado el medio con &cidos grasos, las sintesis de estos es infima (Srivastava et
al., 2007).

e La acumulacion de GSH se considera como flujo externo, dado a que es un producto
final, al igual que los TG.

e La produccion de CO,, esta ligada al consumo de O, de las células, en una razon 1:1
(Wilkens et al., 2011).

3.2.4 Analisis de Matriz Estequiometrica

La matriz estequiométrica del modelo posee 37 filas, correspondientes a los 37 metabolitos del
sistema, y 32 columnas de las 32 reacciones mencionadas previamente. Como existen mas filas
que columnas, el rango de la matriz se define como el maximo de columnas linealmente
independiente. En este caso, el rango es de 32, indicando que corresponde a un matriz de rango
completo, es decir, que la matriz multiplicada por su transpuesta es invertible, y el sistema de
ecuaciones posee solucion Unica.

El nimero de condicionamiento permite evaluar la sensibilidad del calculo de los flujos
internos frente a pequefias perturbaciones en las mediciones de las tasas de consumo y
produccion. La formula para el calculo de este parametro es:
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() = 1ISI- 1S Ec.9

donde, S es la matriz estequiométrica y S* su matriz pseudo inversa. Dado que es una matriz
no cuadrada, se utiliza norma dos para el calculo del nimero C(S). El valor entregado es de
171,04. Una matriz bien condicionada (well-conditioned) posee un nimero de condicionamiento
entre 1 y 100, mientras que si supera este valor maximo, se habla de una matriz mal condicionada
(ill-conditioned) (Stephanopoulos et al., 1998). Para reducir este valor, se dividio en un factor de
10 la columna 31, de la sintesis de triglicéridos, ya que AcCoA posee un coeficiente
estequiométrico alto (ver ecuacién en Tabla 4), lo que se traduce en un alto numero de
condicionamiento. Con esta modificacion, el nuevo valor es 64,87, quedando la matriz como bien
condicionada.

Siendo més especificos, es posible identificar cuales tasas externas y a que flujos afectan con
una mayor sensibilidad, a través del analisis de la matriz pseuda inversa de la matriz
estequiométrica (mostrada en la Tabla 8). Para ayudar al entendimiento de la matriz, se puede ver
en esta tabla que las casillas han sido coloreadas de acuerdo a su grado de sensibilidad: i) Las no
coloreadas tienen una sensibilidad entre ]-0,7; 0,7[; ii) La de color azul, estan dentro de los
rangos [-1; -0,7] y [0,7 y 1]; iii) Finalmente, el color rojo sera para los valores que sean menor a -
1 o mayor a 1. Dado a que es la matriz pseudo inversa, las filas y las columnas hacen alusién a las
reacciones y metabolito, respectivamente.

De la matriz es posible desprender que las filas 3,

GSF ™ 5 6,7, 8,9, 10, 12, 31 son las que presentan una
? | mayor sensibilidad a las mediciones, al momento de
Asp If’yr calcular las tasas internas. E_stas reaccionfas
U’*-’“ cf ; corresponden al paso de G3P a piruvato, reaccion
TR Aﬁ/— : s AcCoA anaplerética, ciclo TCA, paso de aspartato a

- ey cCo - .
;j‘:j \;’;/ | oxaloacetato y formacion de TG (mostradas en Figura
|'f \ ‘k{ﬁ 13). Analizando a que metabolitos poseen los valores
Fum aIJG v altos de sensibilidad, se determinan que los que mas
t._, ) || TG  se repiten a lo largo de estas reacciones son hexosa,

¥y LY.

SCOA <« leucina, lisina, triptéfano y TG. Exceptuando por la

“oL0AS entrada de carbohidrato, todos los demas metabolitos

Figura 13: Flujos internos con mayor mencionados corresponden a tasas de intercambio

sensibilidad. externas que tienen directa relacion con los niveles

internos de AcCoA. Las mediciones de estos cinco metabolitos son las que se deben hacer con
mayor cuidado y precisién, dado que son las que més afectan al sistema.
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Tabla 8: Matriz pseudo inversa

1 3 5 6 7 8 9
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |-10| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 01 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |-10[ O 0 0 0 |-10| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,2 0 0 0 0 0
0 0,1 0 [-01] O 0 0 0 0 01]-09|-18( 0 0 0 0 |-18| O 0 0 0 0 0 0 01| 0 0,1 0 0 0 01|04 0 |02]|01|-01| O
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 ,0[(-05[(-02|04[|05(0 0 |-02(10 0 0 04)105] 0 0,2 0 03104 0 [06]-231] O 0 10| 04104 [05 0o |-01[10(|-04]-01|-07]|04(-06] 05
0O [-08]-05[03[-03]-05]0 0 03)1-08|09|-18/-03]|-05[-02|-03]|-18| 0 |-04]-09( 06|09 0 02)-08(-03|-03|-05(-09|-07]-08]10(-02}]10]|-03)06]|-05
0 14|(-04[(05]/-03|]01[{0f[05[-03]09|04[08]|]02]|06| 0 03]108] 03 0 041-10|-07| O [-04]09|02)05]|06]|04 0 09 |-10] 0 10] 05 |-07( 06
0 041-02]-06[02]|03]0]05 0 09/04]08]-04[-02]03([ O 0,8 0 02/04|-08(03[ 0 |-01}]09]|-04]07|-062|04)]03]09|-09]|02]15)07]-03|08
0 0,4 0 |-065[02]04]0]05 0 09/104]08(-03[-01]02( 0 0,8 0 |-06[04]-06] O 0 |062f09|-03[08]|-01]04[02[-01)-08]02[15]|08]-02]-01
0 0,4 0 0,1 0 05] 0] 05 0 0 04109]1-05[] 0 0 0 091-04]-05(04]|-05] 0 0 |064/09|-05[01] O 04 0 0 |-04] O 141-01] 06 0
0 0 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 |-09| 0 0 0 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 02|-04]1-07|-08(0 0 |-01| O 0 0 031010101 0 04101 0 01] 03 0 01] 0 [03]01]01 0 0,1 0 |-02(01(03(01]-07]01
0 0 0 0,1 0 0 0 0 0,2 0 0 0 0 0 |-04]|-02] O 0,2 0 0 0 0 0 01] 0 0 0 0 0 0,1 0 0 |-04| O 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 |-05[ 0 0 0 0 0 0 0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0201 0 0 0 0,2 0 0 0 0,1 0 [-03]-02] O 0,3 0 0 0 |-02| O 02] 0 (01 0 0 0 |-08| O 0 |-03]01 0 0,1 0
0 0 0 |-06]02 0 0 0 |061] O 0 0 0,2 0 01[01 0 0,3 0 0 0 0,1 0 01])] 0 [-08] O 0 0 0,1 0 0 0102 0 0,2 0
0 0 |-09| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |-09| O 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 [-09
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |-09]|01 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |09 0 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0101 0 01)0 0 0 0 0 0 0 01| 0 0 0 0 0,1 0 01]1-07] O 0 0 0 0101 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0,1
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0 0 0 0 |-09| 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0201 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0 01| O 0 |-08| O 0 0 0 0 01] 0 [01 0 0 0 0,1 0 0 0101 0 0,1 0
0 0 0,1 0 0 01)0 0 0 0 0 0 0 01| 0 0 0 0 0,1 0 01] 02 0 0 0 0 |09 01 0 0 0 0,2 0 0 1-09] 0 0,1
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0 0 0 |09 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0 |-09] O 0 0
0 0 0 01[1-09]| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 |61 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |-01| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,9 0
0 0 0 06 |-02] 0 0 0 0,1 0 0 0 |-02| 0 [01]-01 O |-03] O 0 0O |-01| 0 (-01) 0 [-02] O 0 0 |-01| O 01]-01]-02] O 0,8 0
-03]1-09]| 0207 (02 0 0[-02(02]|-07|-05[-30| O |-01[-02]-02]-30( O |-03]-05[-03( 05 0 0107 0 |-08]-01({-05([-04]-07]11(|-06]|-10(-08) 0,7|-01
0 0 0 0 0 0 |10] O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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3.25 Parametros Estimados
Peso seco de células HepG2.

La tasa de produccion de biomasa se obtiene a partir del grafico de acumulacion de biomasa,
el cudl entrega la velocidad de crecimiento punto a punto. Dado que las dimensiones de ésta son
[h™], es necesario multiplicar este valor por el inverso de la masa molar y por el peso seco de las
células HepG2. El primero es 26,725 [gr/mol]. El segundo se obtuvo de bibliografia, en donde se
indica que para una célula animal promedio, una buena estimacion del peso seco es 450 [gr/10°
cel] (Hu, 2011). Al hacer estas conversiones, se tiene un valor de tasa especifica de biomasa en
[mmol BM/10° cel/h].

Por otra parte, de los 37 metabolitos presentados en la Tabla 5, s6lo 28 realizan intercambio
con el medio extracelular (o son productos terminales como el caso de triglicéridos y glutation),
sefialados con un * en la tabla mencionada. Sin embargo, solo 25 tasas externas de intercambio se
mediran, a través de los métodos sefialados en Tabla 2. Lo que respecta a las tasas de produccion
de CO,, glutation y Urea, a continuacion se detalla la forma de estimar cada una.

Tasa de produccion de CO;,

Se obtuvo de la literatura un valor de tasa especifica de consumo de oxigeno para HepG2 de
3,72 x 107 [mol Oa/cel/s] (Corstorphine et al., 2011), lo que es equivalente a decir 2,23 x 107
[mmol 0,/10° cel/h]. Se multiplicé este valor por 0,014 [x10° cel], que corresponde a la cantidad
células obtenidas para el caso G10 del estudio Il (escogido arbitrariamente), para asi obtener una
tasa de produccién de oxigeno de 9,41 x 10 [mmol O,/h]. Dado que el consumo de oxigeno esta
ligada a la produccion de CO; es una relacion 1:1, esta tasa serd utilizada para todos los casos de
estudio como la de produccion de CO..

Tasa de produccion de Glutation

No se cuenta con un mecanismo de cuantificacion de este
metabolito, por lo que se utilizaré la aproximacion ilustrada en la
Figura 14. Tomando en cuenta el supuesto de pseudoestado Iy, . Man
estacionario en el modelo planteado, toda la cisteina que entra a la
célula es metabolizada en GSH o utilizada para la sintesis de
proteica. Haciendo un balance de masa de cisteina, la tasa de
formacion de glutation queda determinada como se muestra a

. . Figura 14: Estimacion
continuacion:

para tasa de GSH.

T6sH = Tcys — Tcys_protein  EC. 10
El ultimo término corresponde a un factor de 0,0037 de la tasa de formacion de Biomasa (ver
ecuacién de formacion de Biomasa), por lo que la ecuacién 6 queda de la forma:

Tesu = Teys — 0,0037 -1gy Ec. 11
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Tasa de produccion de Urea

La tasa de produccién de Urea se obtiene a partir del calculo de la tasa de formacion de
ornitina, ya que provienen de la hidrolisis de arginina (en una razon de 1:1). Al igual que el caso
anterior, se realiza un balance de masa de los compuestos que participan en el ciclo de la urea,
arginina (Arg) y ornitina (Orn) (ver Figura 15), bajo el estado de pseudo estacionario.

d[Arg]
dt =0= Targ in + Torn—arg — Targ—orn Ec. 12

d[0Orn]
dt =0= Targ-orni — Torn-Arg — Torn-Glu
La piedra de tope en estas dos Gltimas ecuaciones es la

tasa de cambio de ornitina a glutamato. Hacer un balance de r
masa de glutamato es acomplejar este sistema, debido a que “-'”—*L’l“ji
éste participa es una gran cantidad de reacciones. Del
trabajo de Srivastava (2008), en donde realizan MFA con
células HepG2, se obtuvo como resultado que del flujo total
consumo de ornitina, entre un 2% Yy un 4% es destinado a la
arginina como parte del ciclo, mientras que el resto es  Figura 15: Estimacion para
enviado a formacion de glutamato (mas adelante se discutira tasa de Urea.
la validez de este supuesto). Utilizando este dato, puedo
aproximar rom_ciu:

Ec. 13

=%
L ]

Arg , o —>lonzai

rA'-;b Jrn

rOrn—>Arg 3% 97
= 97% = Torn-Glu = 3 Torn-arg EC. 14

Torn-Giu

Al cambiar esto Gltimo en la Ec. 13, es posible despejar la tasa de produccién de arginina a
partir de ornitina.

100

3 rOrn—>Arg = rArg—)Orni - rOrn—)Arg = 0’03 TATg—)Orni Ec. 15

Finalmente, cambio esta tasa en la Ec. 12, y despejo la tasa de cambio de arginina a ornitina.

0 =7arg_in + 0,03 Targ0rni — Targ-orn Ec. 16

100

Turea = Targ-orni = 97 Targ_in Ec. 17

Cabe destacar que en base al ajuste de estas 3 ultimas tasas de produccion se busca cerrar los
balances de carbono y nitrégeno global en cada caso a estudiar. La tasa de produccion de CO;
solo contribuye con atomos de carbono producidos, y es altamente incidente en los flujos del
ciclo TCA, mientras que la tasa de Urea es la encargada de regular la salida de nitrégeno, y por
ende, los flujos internos del ciclo de urea, junto con la transaminacién de oxaloacetato a aspartato
(flujo v12) son altamente sensibles a los ajustes de esta tasa. Finalmente, GSH corresponde a un
flujo de salida tanto de carbono como de nitrégeno, por lo que permite regular ambos balances, a
pesar de que su efecto sélo se ve reflejado en su flujo de sintesis (flujo vi4).
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3.3 Estudio I: Toxicidad del APAP y Proteccion con NAC

3.31 Analisis del Crecimiento |

Como se menciond en el apartado de Materiales y Métodos, a pesar de que existen
antecedentes del uso de APAP y de NAC en la literatura, es necesario realizar ensayos previos
que permitan visualizar el efecto toxico y el efecto protector de los compuestos mencionados,
respectivamente. Estos resultados se encuentran detallados en el Anexo E: Resultados
Preliminares.

Las concentraciones de APAP y NAC seleccionadas del trabajo previo son 1 y 5 [mM],
respectivamente. Este ultimo, siendo aplicado 3 horas antes y 3 horas después de la incorporacion
del APAP en el medio. El esquema de la Figura 16 muestra la planificacion de este ensayo, el
cual duré un periodo de cultivo de 7 dias, realizando dos muestreos diarios (cada 12 horas
aproximadamente), en duplicado, partiendo de un inéculo de 0,25 x 10° [cel/ml].

i

Oh 19h Irh 3Eh &0 h 43h 85h 2 h
Inaculo Praot. Intome Prot
NAC AFAFP  MAC

Figura 16: Planificacion de ensayo de efecto mixto de APAP y NAC
(las fechas indican los muestreos).

En el grafico de la Figura 17 se observa los 4 casos de combinacién de reactivos evaluados en
este ensayo: i) Crecimiento celular en ausencia de APAP y NAC (caso control, color azul); ii)
Crecimiento s6lo con APAP en el medio (color verde); iii) Crecimiento con APAP y proteccion
previa (color rojo); y iv) Crecimiento con APAP y proteccion posterior (color violeta).

1,6

0OA/ON L
1A/0ON

1A /5 Npre
1 A/ 5 Npost *

1,4 1

12+

* & @

1,0 A1
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I r-T!

0,4 1

Conc. Celular [x106 cel/ml]

0,2 1

0,0

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tiempo [h]

Figura 17: Ensayo de efecto mixto de APAP (A) y NAC (N). Cinética de
Crecimientoen: 0 Ay O N (azul), 0 Ay 1 N (verde), 1 Ay 5 Npre (rojo) 1 Ay 5
Npost (violeta) (datos representan al promedio de 2 muestras + desv. estandar).

En este ensayo, la curva control alcanza una mayor densidad celular (11%) que los demas
casos, cercana a 1,23 x 10° [cel/ml], y levemente mayor al reportado en la Figura 11. La fase
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exponencial se extiende desde las 30 a las 80 horas de cultivo, aproximadamente. La velocidad de
crecimiento maxima obtenida durante este periodo fue de 0,024 [h™], con una diferencia del 13%
del control de la Figura 11. El dafio que produce el APAP sobre el crecimiento es inmediato. La
curva verde de la Figura 17, refleja como la concentracion celular comienza a disminuir desde el
instante en que se aplicd APAP en el medio (a partir de las 40 [h]). El caso de proteccién previa
no mostré mejorar el crecimiento de una manera efectiva, dado que existe una disminucion en la
concentracion celular, similar al caso sin proteccion. En cuanto a la proteccion posterior, hubo un
mejor comportamiento de las células HepG2, alcanzando una densidad celular maxima de 0,7 x
10° [cel/ml] (58% del control). La velocidad de crecimiento méaxima en fase exponencial (entre
30 y 80 [h]) para este caso fue de 0,012 [h™], correspondiente a un 50% mas lento que el caso
control (ver resumen de estos parametros en Tabla 9).

Tabla 9: Resumen de parametros de crecimiento del estudio I.

Maxima densidad Maxima velocidad de
celular [x 10°cel/ml]  crecimiento pma [h™]
0 APAP /0 NAC 1,23+ 0,11 0,024
1 APAP /0 NAC 0,49 + 0,04 -
1 APAP /5 NAC pre 0,52 + 0,08 -
1 APAP /5 NAC post 0,70 + 0,06 0,012
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2010). Mas aun, de acuerdo al trabajo realizado en células = |
HepG2, se establece que para obtener un mismo dafio § S
hepaticos in vitro es necesarios utilizar una mayor = =1
concentracion de APAP en el medio, utilizando en ese 101
trabajo una concentracion de 5y 10 [mM] del compuesto I
(Manov et al., 2004). De forma contraria, en este estudio Hours after Ingestion
se obtuvo que las células HepG2, bajo estas condiciones Figura 18: Nomograma de Rumack-
de cultivo, son mucho mas sensibles a lo esperado. Matthew (Schilling et al., 2010)

Por un lado, el efecto de APAP sobre las células en cultivo fue inmediato. En el primer ensayo
(ver en Anexo E: Resultados Preliminares) la presencia del APAP en el medio de cultivo
interfiere con el periodo de adhesion de las células en las placas, causando un dafio fulminante.
Fue crucial la mejora en el disefio experimental de esperar a que las células lleguen a fase
estacionaria. Como se observa en la Figura 17, inmediatamente luego de aplicar el APAP a las 40
horas del indculo, la concentracion celular se estanca, y comienza su decaimiento. Por otro lado,
la alta sensibilidad mostrada por la linea HepG2 también se ve reflejada en los valores de
concentraciones de APAP utilizados. En el segundo ensayo (ver Anexo E: Resultados
Preliminares), cuando se utiliza una concentracion de 0,5 [mM] se obtuvo que el crecimiento fue
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mas lento, es decir, que si existié un grado de toxicidad, a pesar de que la concentracion utilizada
se encuentra por debajo del rango de posible toxicidad. Ademas, utilizando una concentracion de
1 [mM], hubo esta inmediata disminucidn del crecimiento mencionada anteriormente.

De acuerdo a la literatura, se ha reportado que las células tumorales sobreexpresan proteinas
transportadoras de membrana, como la Multidrig Resistance Protein 1 (MRP1), disminuyendo la
sensibilidad por las drogas de estas células (Roelofsen et al., 1997). Ademas, en otro reporte se
obtuvo como resultados que la inhibicion de la expresion de estas proteinas, tanto en HepG2
como en Hep3B, produce un aumento en la afinidad de las células por el APAP (Manov et al.,
2004). Por lo tanto, en el caso particular de este estudio, las células HepG2 con las que se
realizaron los ensayos pueden tener ciertas diferencias a nivel de proteinas de membrana con las
de los trabajos mencionados, como producto del almacenamiento y/o condiciones de cultivo, y
que trae como consecuencia un aumento en los flujos de entrada del APAP a la célula.

Por otro lado, ademés de las diferencias en cuanto al transporte de APAP, existe también la
alternativa de que a nivel intracelular los efectos de este compuesto se hayan visto incrementados
por esta alta sensibilidad. Como se mencioné en la introduccidn, la intoxicacion con APAP
produce un efecto dependiente de las enzimas CYP, y otros independientes a este. En el primer
caso, la actividad de las enzimas de fase | y fase 11 son las encargadas de eliminar los compuestos
a través de la formacion de metabolitos intermediarios y su posterior conjugacion. Durante la
intoxicacion con APAP, la sobreproduccion NAPQI, reduce los niveles de GSH intracelular,
tanto por su utilizacion en las reacciones de conjugacion, como también en su oxidacién para
contrapesar el estrés oxidativo originado estos compuesto intermediarios altamente reactivos
como el NAPQI (Dai et al., 1995). Como fue mencionado en la introduccion, las células HepG2,
como toda linea celular hepética, tiene un bajo nivel de expresion de enzimas de fase 1 y fase 2
(Westerink et al., 2007; Westerink et al., 2007), y por lo tanto, no estdn capacitadas
molecularmente para eliminar los residuos derivados de APAP con una alta eficiencia. No es
errado pensar que existe la opcion de que debido a la alta sensibilidad presentada por las células
en este ensayo, se haya generado un alto nivel de estrés oxidativo, utilizando las reservas de GSH
disponible para contrarrestar este efecto. Ademas, hay que considerar el efecto independiente a
las enzimas de desintoxicacion, y que corresponde al efecto antiproliferativo generado por las
desestabilizaciones a nivel de mitocondria, homeostasis de ion calcio, supresion de la
fosforilacion oxidativa y deficiencia en las sintesis de ATP, afectando en los mecanismos de
procesos involucrados en el crecimiento de las células HepG2 (Dai et al., 1995).

En cuanto a la proteccion, en el higado se almacena gran capacidad de GSH, manteniendo el
balance entre su sintesis y su exportacion hacia el plasma, bilis y al interior de las mitocondrias.
Este elevado nivel de GSH se debe principalmente a que los hepatocitos son capaces de convertir
metioninas en cisteinas (Lu, 1999). Frente a una fuerte intoxicacién con APAP, el NAC es el
tratamiento mas utilizado, ya que aumenta los niveles de cisteina disponible en la sangre. En
estudios in vitro con células HepG2, es crucial la incorporacién de NAC para elevar los niveles
de cisteina intracelular, dado a que, a diferencia de los hepatocitos, esta linea celular no puede
metabolizar cisteina a partir de metionina, por la falta de la enzima encargada de esta reaccién
(Lu, 1999).

Una teoria que explicaria estas diferencias de los resultados de proteccién es que el efecto
preventivo, a pesar de que permite que las células se encuentren mejor preparadas frente a una
intoxicacion con APAP, el NAC, y en particular la cisteina que aporta, puede ser metabolizada en
otras proteinas, y no precisamente en GSH. En cambio, en el segundo caso, las celulas se
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encuentran en un estado de estrés, por lo que las cisteina entregada por el NAC tiene prioridad
por restablecer los niveles de GSH, constituyéndose asi su efecto curativo.

3.3.2 Analisis Metabolico I.

El analisis del metabolismo de las células se haré en base al cambio en la concentracion de los
metabolitos externos, para luego obtener las tasas de consumo/produccion para cada uno, las
cuales seran utilizadas para desarrollar el MFA. Dado los resultados mostrados en la Figura 17,
para este ensayo se evaluaron tres caso: i) caso control, sin APAP ni NAC (0A/ON); ii) caso con
presencia de APAP en el medio (LA/ON); iii) el Gnico caso en que NAC fue efectivo (proteccion
post) (LA/5N). Se escogieron dos tiempos dentro de la fase exponencial (entre 30 y 80 horas de
cultivo) para realizar las mediciones. Como se explico anteriormente, la tasa de produccion de
triglicéridos (TG) sera obtenida a partir de la cuantificacion de la concentracion intracelular, por
lo que este ensayo se realizo en placas de 100 [mm] para juntar una cantidad suficiente, medible
con el kit de triglicéridos. En sintesis, en este ensayo se evalué para cada uno de los casos
mencionados, los metabolitos en dos tiempos, 58 y 70 [h], en uniplicado. A continuacién, se
analiza caso a caso los resultados obtenidos. En la Figura 19, se ilustran las variaciones de la
concentracion celular, glucosa y lactato obtenidas para los casos mencionados. Cabe destacar que
las barras de error mostradas en los graficos se construyeron en base a que se repitido las
mediciones por lo menos dos veces, de una misma muestra.
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Figura 19: Andlisis Metabolico de Estudio 1. Variacion a lo largo del tiempo de: A)
densidad celular, B) glucosa, C) lactato (datos representan al promedio de dos
mediciones de una misma muestra + desv. estandar).
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3.3.2.1 Caso 1.1: 0 [mM] de Acetaminofény 0 [mM] de N-acetilcisteina (0A/ON)

En la Figura 19 A es posible ver la variacion de la concentracion celular durante el periodo de
cultivo (de color azul). De los datos obtenidos, es posible calcular una velocidad de crecimiento
de 0,017 [h™}], un 30% menor al obtenido de la curva control de la Figura 17. La diferencia radica
en que, de acuerdo al ensayo anterior, se esperaba una densidad celular mayor a las 70 horas, por
sobre los 0,9 x 10° [cel/ml]. Una explicacién de este hecho es que al trabajar con un volumen
mayor de celulas, pueden presentarse problemas de distribucion homogénea en la placa de
cultivo, produciéndose algun tipo de inhibicion por contacto entre ellas. Ademas, la medicion de
la concentracion celular fue mas dificultosa, hecho que se ve reflejado en lo ancho de la barra de
error del segundo punto.

Existe una gran diferencia en la medicion de la concentracion de glucosa, comparandola con
los datos de la Figura 11 B. En este caso se obtuvo que en los dos tiempos evaluados, la
concentracion de glucosa se encuentra por debajo de los 6 [mM], mientras que para en el caso
anterior, a las mismas horas, las concentracion no habian bajado de los 10 [mM]. Existe una
contradiccion entre los valores obtenidos, ya que no deberia haberse consumido la fuente de
carbono més réapido, siendo que hubo un crecimiento més lento. Las mediciones de lactato
también se encuentran por debajo de las mediciones mostradas en la Figura 11. ElI ALac/AGlc
para este caso es de 3,3, tres veces mayor al control de la Figura 11. En la Tabla 10 se muestran
las tasas especificas de glucosa y lactato de este ensayo. A las 57 [h], la tasa de produccion de
lactato es un 20% menor, mientras que la de glucosa es un 75% menor que la del control
mencionado, lo que explicaria el elevado valor de ALac/AGlIc, indicando que existié un error en
las mediciones de este ultimo, subestimando su valor real.

Tabla 10: Caso 1.1. Tasas especificas de intercambio, en [mmol/10°cel/h].
Tasa especifica a Tasa especifica a

Metabolito | 571 de cultivo 70 [n] de cultivo
Biomasa 3,13x10° 2,54 x10°
Glucosa -6,26 x10” -5,08 x10”
Lactato 2,07 x10™ 1,68 x10™"

Triglicéridos 5,16 x10™ 4,19 x10™
Amonio 4,96 x10°° 4,02 x10°°

Ademas, la Tabla 10 muestra los valores de las tasas especificas de intercambio de
triglicéridos y amonio (el signo negativo corresponden a tasas de consumo, mientras que el
positivo seran tasas de produccién), indicando que existio una produccion de TG y de amonio. Se
observa también que las tasas de produccién de TG son tres érdenes de magnitud menores que las
tasas de produccion de biomasa y de lactato, indicando que la sintesis de TG es una salida de
carbono menos importante en este caso.

35



Aminoéacidos esenciales

Tasa especifica a

57 [h] de cultivo

Tasa especifica a

70 [h] de cultivo

Tabla 11: Caso 1.1. Tasas especificas de intercambio de aminoacidos, en [mmol/10°cel/h].
Amino4cido no esenciales

Tasa especificaa Tasa especifica a

57 [h] de cultivo

70 [h] de cultivo

Histidina -4,36 x10™ -3,54 x10° Alanina -1,86 x10° -1,51 x10™
Isoleucina -3,63 x10™ -2,94 x10° Arginina -1,18 x10™ -9,62 x107
Leucina -9,84 x10™ -7,99 x10™ Asparagina -8,34 x10™ -6,77 x10™
Lisina -1,30 x10 -1,05 x10° Aspartato -2,2 x10™ -1,79 x10™
Metionina -5,61 x10™ -4,55 x10™ Cisteina -3,55 x10° -2,88 x10°°
Fenilalanina -9,68 x10™ -7,85 x10™ Glutamina -2,94 x10° -2,38 x10
Treonina -7,77 x10™ -6,30 x10™ Glutamato 5,42 x10°® 4,4 x10°
Triptofano 1,73 x10™" 1,40 x10™ Glicina 1,79 x10™ 1,45 x10™
Valina -4,55 x10°7 -3,70 x10°° Prolina -1,48 x10° -1,20 x10°®
Serina 2,37 x10°° 1,92 x10°°
Tirosina -2,27 x10° -1,84 x10°°

Viendo la magnitud de las tasas de la Tabla 11 de los 20 aminoé&cidos, es posible indicar que
las tasas son mayores a las 57 [h] de cultivos. Los aminoacidos que presentan una alta tasa de
intercambio son arginina, glicina, glutamina, glutamato y triptéfano, en dos o tres ordenes de
magnitud por sobre los demas aminoacidos. Cabe destacar que en los trabajos en que se calculan
tasas especificas de aminoacidos en células HepG2, se han reportado tasas de produccién de
alanina y serina como via de eliminacion de flujos de carbono y nitrégeno, en respuesta a los
altos niveles de piruvato intracelular, como también de glutamato y prolina por causa del alto
flujo de glutamina que estaria entrando a la célula (Srivastava et al., 2007; Niklas et al., 2009).
Bajo este contexto, en este caso las tasas de produccion calculadas son de triptéfano, glutamato,
glicina y serina. Tomando en cuenta que triptéfano es un aminoécido esencial, y la magnitud de
tasa especifica, es posible que esta medicion esté sujeta a un error. En la siguiente seccion se
analizard como cierran los balances de carbono y nitrogeno a partir de estas tasas de intercambio
obtenidas, para luego realizar el MFA correspondiente.

3.3.2.2 Caso 1.2: 1 [mM] de Acetaminofén y 0 [mM] de N-acetilcisteina (LA/ON)

Como era de esperarse, la aplicacion individual del acetaminofén en el medio produce la
diminucién de la densidad celular en el cultivo, bajando de 0,6 a 0,46 [x10° cel/ml] (Figura 19
A), lo que se traduce en una tasa de consumo de biomasa negativa, como se ve en la Tabla 12.
Por otra parte, en la misma tabla se observan las tasas de consumo y produccion de glucosa y
lactato, respectivamente. A diferencia del caso 1.1, tanto las tasas especifica de glucosa como de
lactato crecen después de las 13 horas de cultivo, debido a la disminucion de la biomasa del
cultivo. En cuanto a las magnitudes, la tasa de produccion aumenta en mas de un 100% con
respecto al caso 1.1, lo que se traduce en un ALac/AGlc de 7,1, valor por sobre el esperado
tedrico. Una explicacion de este fendmeno seria que las células, por encontrarse en etapa de
muerte celular, no solo estan utilizando la glucosa como fuente de carbono, sino que también
algin otro compuesto dentro de su metabolismo. Como se puede ver en la Tabla 12, ademas de la
glucosa, también se estd consumiendo triglicéridos a una tasa menor (en un orden de magnitud),
pero con la probabilidad que se estén utilizando estas moléculas como fuente de carbono
alternativa.
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Tabla 12: Caso 1.2. Tasas especificas de intercambio, en [mmol/10°cel/h].

Metabolito

Tasa especifica a

57 [h] de cultivo

Tasa especifica a

70 [h] de cultivo

Biomasa -3,29 x10° -4,35 x10°
Glucosa -5,57 x10° -7,37 x10°
Lactato 3,96 x10* 5,24 x101
Triglicéridos -2,63 x10° -3,48 x10°
Amonio -6,42 x10™ -8,50 x10™

En la Tabla 13 es posible ver las tasas de consumo/produccion calculadas para los
aminoacidos. Al igual en la Tabla 12, la baja en la densidad celular produjo un aumento de las
tasas especificas a las 70 horas. Comparando los valores con el caso anterior, por lo menos 14
aminoacidos presentan tasas de consumo mayor, incluso en un orden de magnitud, lo que de
alguna forma es consistente con la teoria de que las células estdn ocupando otras fuentes de
carbono ademés de glucosa. Continuando con la comparacion, para este caso hubo consumo de
arginina, serina y triptofano, y produccién de glutamato. Ademas, la tasa de produccion glicina
disminuy6 en un orden de magnitud.

Tabla 13: Caso 1.2. Tasas especificas de aminoacidos de intercambio, en [mmol/10°cel/h].
Aminoacidos esenciales Aminoacido no esenciales

Tasa especificaa | Tasa especifica a Tasa especificaa Tasa especifica a
57 [h] de cultivo | 70 [h] de cultivo 57 [h] de cultivo = 70 [h] de cultivo

Histidina -2,47 X10° -3,27 x10° Alanina -9,07 x10™ -1,20 x10°
Isoleucina -5,35 x10°~ -7,08 x10° Arginina -2,11 x10° -2,79 x107
Leucina -7,63 x107 -1,01 x10° Asparagina -1,03 x10° -1,37 x107
Lisina -9,29 x107 -1,23 x10° Aspartato -1,24 x10° -1,63 x107
Metionina -1,54 x10°® -2,03x10° Cisteina -5,07 x10°® 6,71 x10°
Fenilalanina -3,79 x10°® -5,01 x10°® Glutamina 7,11 x10? -9,40 x107°
Treonina -6,55 x10™ -8,67 x10™ Glutamato -6,35 x10°° -8,41 x10°
Triptofano -4,89 x107 -6,46 x10~ Glicina 1,97 x10” 2,60 x107
Valina -1,87 x10°® -2,48 x10°° Prolina -2,40 x10°® -3,18 x10°
Serina -2,79 x10°° -3,69 x10°

Tirosina -2,45 x10°° -3,24 x10°

3.3.2.3 Caso 1.3: 1 [mM] de Acetaminofén y 5 [mM] de N-acetilcisteina (LA/5N)

Para este caso, los resultados obtenidos en este ensayo no fueron los esperados, y la variacion
de concentracion celular difieren de la curva de crecimiento obtenida en la Figura 17 para el
mismo caso (color violeta). Como se puede ver en la Figura 19 A, la densidad celular se mantuvo
practicamente sin variar durante el periodo de tiempo de cultivo, con una velocidad de
crecimiento de 0,001 [h™], un 90% de la calculada en el mismo caso en el ensayo anterior (Tabla
9). La diferencia entre los ensayos es el volumen de cultivo con que se trabajé. Como se
menciond anteriormente, al utilizar placas de 100 [mm], cabe la posibilidad de que no se haya
obtenido un cultivo homogeneo en toda la superficie de la placa, presentando problemas de
inhibicién por contacto entre células. Por otro lado, las barras de error de los datos de
concentracion celular son anchas, por lo que no se descarta que los valores obtenidos no sean
reales.

A pesar de que no hubo un crecimiento considerable, de la Figura 19 B se puede calcular una
tasa de consumo de glucosa 50% mayor que el caso 1.1, mientras que de consumo de lactato su
obtuvo una tasa de produccidon de lactato 50% menor que el control. ElI ALac/AGIc calculado para
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este caso es de 1,2. Si bien este pardmetro se encuentra dentro del rango esperado, el alto
consumo de glucosa se contradice con las bajas tasas de produccion de biomasa y lactato,
indicando que existe la posibilidad de que el flujo de carbono que esté entrando esté siendo
dirigido hacia algin otro metabolito.

De la Tabla 14, es posible indicar que al igual que la tasa de produccion de biomasa, las tasas
especificas de glucosa, lactato, triglicéridos y amonio permanecen sin variar entre los tiempos de
cultivos evaluados. En cuanto a la magnitud, la tasa especifica de sintesis de triglicéridos es
similar al caso 1.1, mientras que la de amonio es un orden de magnitud mayor.

Tabla 14: Caso 1.3. Tasas especificas de intercambio, en [mmol/10°cel/h].
Tasa especifica a
70 [h] de cultivo

. Tasa especifica a
| meaoito | TR

Biomasa 7,04 x10° 7,01 x10°
Glucosa -7,54 x10° -7,50 x10°
Lactato 9,27 x10°° 9,22 x10°
Triglicéridos 5,88 x10™ 5,85 x10™
Amonio 3,13 x10° 3,11 x10°

En cuanto a las tasas intercambio de aminoéacidos, al igual que la tabla anterior, es posible ver
que no varian entre los dos tiempos de cultivo. Ademas la gran diferencia con el caso 0A/ON es
que de los 20 aminoéacidos, 14 corresponden a una tasa de produccion. Los unicos 6 aminoacidos
gue se consumen son arginina, aspartato, cisteina, glutamina, lisina y tirosina. En cuanto a las
magnitudes, las tasas de intercambio leucina y treonina presentan aumento de un orden de
magnitud con respecto al obtenido en 0A/ON, mientras que las tasas de cisteina, glutamato y
tirosina se reducen en un orden. En primera instancia, el cambio de las tasas de intercambio de la
mayoria de amino&cidos (de consumo a produccién) seria consistente con la alta entrada de
fuente de carbono presentada.

Tabla 15: Caso 1.3. Tasas especificas de aminodacidos de intercambio, en [mmol/10°cel/h].
Aminoacidos esenciales Aminoacido no esenciales

Tasa especificaa = Tasa especifica a Tasa especificaa Tasa especifica a

70 [h] de cultivo 57 [h] de cultivo = 70 [h] de cultivo

57 [h] de cultivo

Histidina 6,59 x10° 6,56 x10™ Alanina 2,95 x10™ 2,93 x10™
Isoleucina 1,26 x10° 1,26 x10° Arginina -4,23 x10° -4,21 x10°
Leucina 8,81 x10° 8,76 x10™ Asparagina 2,27 x10™ 2,25 x10™
Lisina -2,81 x10™ -2,80 x10™ Aspartato -2,82 x10™ -2,80 x10™
Metionina 9,83 x10™ 9,78 x10™ Cisteina -6,01 x10™ -5,98 x10™
Fenilalanina 9,62 x10™ 9,57 x10™ Glutamina -2,67 x10° -2,66 x10°
Treonina 4,87 x10° 4,85 x10°° Glutamato 7,11 x10™ 7,07 x10*
Triptofano 1,92 x10* 1,91 x10* Glicina 2,57 x10* 2,56 x10*
Valina 8,24 x10° 8,20 x10~ Prolina 4,94 x10° 4,92 x10°
Serina 6,82 x10° 6,78 x10°

Tirosina -5,03 x10™ -5,00 x10™

En el caso particular de cisteina, se esperaba que hubiera sido mayor la tasa de intercambio
que el control, debido a la presencia de NAC en el medio. Sin embargo, de acuerdo a las
especificaciones del HPLC, NAC es utilizado para mejorar la lectura de los aminoacidos, ya que
reacciona con el o-Ftaldialdehido (OPA). Es necesario comprobar a traves de otro método de
cuantificacion la variacion de NAC en el medio y si efectivamente NAC es utilizado para el
incremento de los niveles de cisteina.
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En sintesis, en este ensayo se obtuvieron tres comportamientos metabolicos diferentes en cada
caso estudio: el caso 0A/ON (control) que corresponde al comportamiento base de estas células en
pleno crecimiento; el caso 1A/ON, donde las células se encuentran en una fase de muerte celular,
y la alta produccién de lactato, junto con el aumento del consumo de ciertos metabolitos, serian
un indicador de apoptosis celular; y finalmente el caso 1A/5N, donde no hubo una proteccion
efectiva que haya permitido el crecimiento celular bajo el estado de estrés generado por APAP,
sino que mas bien, hubo un estancamiento del crecimiento, con un gran ndmero de tasas
especificas de produccion que no varian entre las 57 y las 70 [h]. La Tabla 16 resume los
pardmetros obtenidos para este ensayo. En la seccidn siguiente se realizara el analisis de flujo
metabolico utilizando las tasas de consumo/produccion calculadas, obteniendo una perspectiva
intracelular del metabolismo de cada caso.

Tabla 16: Resumen de parametros de crecimiento en el Analisis Metabdlico 1.

Caso V'elqmdad 45 1 ALac/AGlc
crecimiento p [h™]
1.1: 0 APAP /0 NAC 0,017 3,3
1.2: 1 APAP /0 NAC - 7,1
1.3: 1 APAP /5 NAC 0,001 1,2

Cabe destacar que los pardmetros de crecimiento obtenidos indican que no fue posible
reproducir los resultados del ensayo anterior en que solo se analiz6 el crecimiento celular. No es
erroneo pensar que existieron problemas en la metodologia de este ensayo. Como se expuso en
parrafos anteriores, el trabajo con volimenes méas grandes de cultivo, que dificulta el desarrollo
del ensayo, y sumandole el hecho que las mediciones estdn hechas en uniplicado biolégico, el
error asociado a la metodologia es mayor que la del ensayo anterior. La principal recomendacion
para realizar un analisis metabdlico es considerar mas tiempos de evaluacion de los metabolitos,
con el objetivo de abarcar en su totalidad el periodo de fase exponencial, y siempre trabajando
con duplicado biologico.

3.3.3 Analisis de Flujos Metabdlicos |

El anélisis de flujos metabdlicos permitira obtener la distribucion de los flujos intracelulares
de los casos considerados en este estudio, utilizando las tasas de intercambio obtenidas. Al igual
que en la seccion anterior, se analizara caso a caso el cierre del balance de carbono y nitrégeno
por medio de las estimaciones de las tasas pendientes (CO,, GSH y Urea), para luego interpretar
los resultados que se obtienen al aplicar el modelo hepatico planteado. El balance se encuentra
expresado en la razén porcentual de moles de carbono/nitrégeno producidos sobre los
consumidos. Mediante la ponderacion de las tres tasas mencionadas se buscara cerrar los
balances, dentro de un rango del 10% de error. Con el objetivo de apoyar el analisis, la Figura 20
muestra la distribucion de flujos internos considerando los atomos de carbonos involucrados en
cada reaccion, normalizado al flujo de carbono de la primera reaccion del sistema (vi). De la
misma forma, en la Figura 21 se ilustra la distribucién de flujos internos de nitrégeno,
normalizada a la entrada de glutamina. Por lo tanto, los datos entre cada metabolito corresponde
al porcentaje relativo de los flujos mencionados, en cada caso estudiado.
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Figura 20: Distribucién de flujos internos de carbono del Estudio 1. Casos: 0A/ON (azul),
1A/ON (rojo), 1A/5N (verde).
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Figura 21: Distribucién de flujos internos de nitrogeno del Estudio I. Casos: 0A/ON (azul),
1A/ON (rojo), 1A/5N (verde).
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3.3.3.1 Caso 1.1: 0 [mM] de Acetaminofén y 0 [mM] de N-acetilcisteina (0A/ON)

La Tabla 17 muestra las tasas de produccién de CO,, GSH y Urea obtenidas por medio de las
estimaciones mencionadas en la seccion 3.2.5. Con estos valores, el balance de carbono cierra en
un 468%, es decir, se esta produciendo 4 veces mas moles de carbono de lo que se consume. El
balance de nitrégeno resultado similar, con un cierre de 495%, 5 veces mas nitrégeno producido
que lo que se consume. Si se reducen las tasas de produccion de la Tabla 17, los balances no
bajan mas de un 20%.

Tabla 17: Caso 1.1. Tasas especificas de intercambio de metabolitos no medidos

experimentalmente, en [mmol/10°cel/h].
Tasa especifica a Tasa especifica a

Metabolito | 52 de cultivo 70 [n] de cultivo
CO, 2,30 x10° 1,87 x10°
GSH 4,71 x10° 3,82x10°
Urea 1,22 x10° 9,91 x10°

Este hecho refleja dos teorias: i) el modelo esta incompleto, dado que no es posible cerrar el
balance con las mediciones y estimaciones consideradas, y por consiguiente, esta la posibilidad
de que no se esté considerando algin metabolito importante; ii) el set de datos de tasas de
intercambio tiene un error de medicion y existen tasas de consumo subestimadas, o tasas de
produccion sobreestimadas. En base a esto Ultimo, viendo la Tabla 10 y la Tabla 11, los
metabolitos que presentan una mayor magnitud de tasa de produccion son lactato, glicina y
triptofano. Cabe la posibilidad de que las tasas de estos dos aminoacidos estén erradas, y que su
cuantificacion en alguno de los dos tiempos esté mal medida. En la literatura, se han encontrado
casos en que existe una tasa de produccion de glicina, pero no con una magnitud tan alta. Para
triptéfano, siendo un aminoécido esencial, no se ha reportado ejemplos de produccion, sino que
siempre de consumo. Ademas, hay que destacar que el triptéfano es uno de las mediciones que
més afectan al modelo, como se menciono durante el analisis de sensibilidad de la matriz
estequiométrica, por lo que la distribucion de flujos intracelulares se vera afectada por este tipo
de error.

En la Figura 20 se muestra el perfil metabdlico de flujos internos de carbono generado para
este caso 1.1 (datos de color azul). De la figura es posible indicar que es coherente con lo
expuesto en el parrafo anterior, ya que existen situaciones anormales a lo largo de las vias
metabolicas consideradas: en la via de la glicolisis, el flujo hacia piruvato aumenta, recibiendo el
flujo de carbono de glucosa y de triglicéridos (vs1). En este nodo, ademas de lo proveniente de
glicolisis, se tiene un gran aporte de carbono por las reacciones anapleroticas, desde oxaloacetato
(OAA) (vs). De estas dos entradas, el 65% es destinado a la produccién de lactato (v,), mientras
que sélo el 17% es trasladado hacia un segundo nodo, acetil CoA (AcCoA) (vs). Este punto
también recibe su mayor aporte de carbono desde el consumo de triglicéridos (v31), mientras que
las salidas mayores son la entrada al ciclo TCA (v7) y la salida de triptéfano (v,7), consistente con
la alta tasa de produccion de triptéfano obtenida (ver resumen de balances de masa en Figura 23).
Existe un alto flujo, 3 veces mayor que el flujo de entrada de glucosa, en el ciclo TCA. Ademas,
existe un equilibrio entre los flujos vi, y V3, referidos al metabolismo del aspartato, pero en
sentido contrario al esperado dado que se tiene un ciclo invertido de Grea. Al ser v,g negativo
indica que la tasa de urea estimada no es suficiente para que este ciclo tenga el sentido que
corresponde.
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Figura 23: Caso 1.1. Balance de masa de piruvato y acetil CoA.
Distribucion porcentual de los flujos de entrada y salida.

En la Figura 21 esta el mismo perfil metabolico del caso OA/ON, pero mostrando la
distribucion de flujos de nitrdgeno, siendo el 100% la entrada de glutamina a la célula. La
reaccion de glutamindlisis (vi1) es el primer indicio de que existen problemas, dado que el flujo
de nitrdgeno es 45% mayor al que entra. Debido a que glutamato es el aminoacido mas utilizado
para las reacciones de transaminacion dentro de las células, el estudio de su metabolismo es un
indicador de lo que estd pasando con los flujos de nitrégeno. Haciendo un balance de este
aminoacido (ver Figura 22), es posible indicar que los altos flujos provenientes de glutamina
(v11), aspartato (vi2), ornitina (vi6) e histidina (v.4) son para satisfacer el requerimiento que se
necesita para la formacion de triptéfano, siendo un 73% del glutamato utilizado para su sintesis.
Otro punto destacable es con respecto al metabolismo de la glicina. Dado que también se obtuvo
una alta tasa de produccién, los flujos alrededor de ésta son direccionados a su formacion (vis,
V14, V15 Y Vig), razon por la cual a pesar de que se tiene una tasa de produccién de GSH, el flujo
interno de sintesis de éste (v14) se encuentra hacia el otro sentido.

Wy (20%)— —= G50, 129
Viz 24 (47%)— V17,1320 21 22 2325 (23%)
Gl
W14 (2%)— = Vay (F2%)
Vyg (20%)— == Vaz (136)

Figura 22: Caso 1.1. Balance de masa de glutamato.
Distribucion porcentual de los flujos de entrada y salida.

Por ultimo, es posible calcular nuevamente las tasas de intercambio extracelular, pero en base
a los flujos internos obtenidos y la matriz estequiométrica, resolviendo el sistema original,
mencionado anteriormente en la Ec. 3.

S-V=R Ec. 18

Con esta evaluacion es posible identificar que tasas de consumo/produccién necesitan variar
para generar la distribucion de flujos internos sefialada en la Figura 20 y Figura 21, y que
permitan cerrar los balances, tanto de carbono como de nitrogeno. En las tablas a continuacion, se
encuentran las nuevas tasas calculadas, junto con el porcentaje relativo de diferencia con respecto
al obtenido experimentalmente. El signo negativo en los porcentajes indica no solo un cambio de
magnitud, sino que también un cambio de sentido, es decir, si antes era una tasa de consumo,
ahora debiese ser de produccion para cerrar el balance del sistema, y viceversa.
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Tabla 18: Caso 1.1. Tasas especificas de intercambio estimadas, en [mmol/10°cel/h].

Metabolito Tasa especiﬁc_a a Tasa especifiqa a Porcer!taje
57 [h] de cultivo 70 [h] de cultivo Relativo
Biomasa 3,11x10° 2,53 x10° 100%
Glucosa -6,60 x10~ -5,36 x10” 105%
Lactato 2,05 x10™ 1,67 x10™" 99%
Triglicéridos -2,81 x10~ -2,28 x10~ -5445%
Amonio -1,69 x10° -1,37 x10° -341%
CO, 2,25 x10°° 1,82 x10°° 98%
GSH -6,22 x10° -5,05 x10° -132%
Urea -3,92 x10° -3,18 x10° -32%

De esta primera tabla, es posible indicar que las tasas de biomasa, glucosa, lactato y CO,
permanecen practicamente iguales. Sin embargo, existe un gran cambio en las tasas de TG,
amonio, GSH vy urea, no sélo en 1 y 2 ordenes de magnitud, sino que también en su sentido.
Viendo nuevamente la Figura 20, el ciclo TCA demanda una alta cantidad de carbono, por lo que
el sistema debe consumir TG para suplir los requerimientos de carbono del ciclo, como también
de las tasas de produccién de lactato, y triptofano. De la misma forma, el cambio de sentido de la
tasa de GSH es debido a la alta tasa de produccion de glicina, mientras que el cambio en la tasa
de Urea es debido al alto flujo que se mantiene a nivel de ciclo de la Urea.

Tabla 19: Caso 1.1. Tasas especificas de intercambio estimadas de aminoéacidos, en
[mmol/10%cel/h].

Porcentaje
Relativo

Aminoacidos no esenciales
Tasa Tasa
especifica 57 especifica 70

(] [h]

Aminoacidos esenciales

Tasa Tasa .
Porcentaje

especifica 57 especifica 70 Relativo

I 1) (]

His -4,12 x10° -3,35 x10° 9450% Ala 4,43 x10° 3,60 x10° -2378%
lle -6,93 x10™ -5,63 x10™ 19% Arg -4,46 x10~ -3,72 x10” 391%
Leu 1,95 x10°° 1,58 x10°° -198% Asn -1,86 x10~ -1,51 x107 2236%
Lys 7,94 x10° 6,44 x10° -611% Asp 3,84 x10™ 3,11 x10° -1742%
Met -5,84 x10™ -4,74 x10™ 104% Cys 5,01 x10™ 4,07 x10° -141%
Phe 2,84 x10™ 2,29 x10™ 29% Gln -4,77 x10” -3,88 x10~ 163%
Thr -2,49 x107 -2,02 x10° 3205% Glu 8,91 x107 7,23 x10° 165%
Trp 1,51 x10™ 1,23 x10™ 87% Gly 1,56 x10™ 1,26 x10™ 87%
Val -1,06 x10° -8,60 x10™ 23% Pro 2,01 x107 1,63 x10° -136%
Ser -2,12 x10” -1,72 x10° -893%
Tyr -1,02 x10° -8,29 x10™ 45%

En cuanto a los aminoacidos, las tasas de intercambio de la mayoria de ellos son modificadas
en magnitud, como también en signo. Histidina, treonina, alanina, asparagina y aspartato poseen
tasas que necesitan aumentar en dos 6rdenes de magnitud, y de éstas, alanina y aspartato deben
pasar a ser tasas de consumo. Ademas de éstas dos, las tasas de leucina, lisina, cisteina, prolina y
serina deben cambiar el sentido del flujo de intercambio para cerrar el balance. Por ultimo, esta
estimacion también considera que los metabolitos intracelular poseen tasas de intercambio con el
medio extracelular. La Tabla 20 sefiala estas tasas mencionadas, de la que se puede desprender
que todas corresponden a tasas de consumo, con una magnitud comparable con alguna de la tasas
como de GSH, urea y algunos aminoéacidos. Este hecho nuevamente indica que existe un déficit
de entrada de 4tomos, sobre todo en lo que respecta a glcdlisis y ciclo TCA, mientras que la alta
tasa de ornitina obtenida ayudaria mantener el equilibrio a nivel de ciclo de la Grea
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Tabla 20: Caso 1.1. Tasas especificas de intercambio estimadas de metabolitos
intracelulares, en [mmol/10°cel/h].
Tasa especifica a Tasa especifica a

et 57 [n] de cultivo 70 [h] de cultivo
Acetil CoA -1,12x10° -9,11 x10™
a Cetoglutarato -2,81 x10°° -2,28 x107
Fumarato -2,25 x10° -1,82 x10°
Gliceraldehido 3P -1,68 x10° -1,37 x10°
Glucosa 6P -3,37 x10° -2,73x10°
Oxaloacetato -2,25 x10° -1,82 x10°
Ornitina -1,84 x10° -1,49 x10°
Piruvato -1,68 x10° -1,37 x10°
Succinil CoA -2,25 x10°° -1,82 x10°°

En sintesis, el analisis de flujo metabdlico entregé una distribucion de flujos internos con
comportamientos no esperados, como excesos de flujos en ciertas vias, 0 sentido opuestos de
ciertos flujos y ciclos. EI modelo plantea que las tasas de consumo/produccion calculadas de
manera experimental estan sujetas a un error, debido a que presentan un desbalance alto de
carbono y nitrégeno, siendo la cantidad producido de moles 4 veces mayor a lo que se consume
en ambos casos. Este hecho refleja que para obtener un buen resultado a partir del modelo
hepatico planteado, es necesario tener un set de datos de tasas de intercambio preciso, con el fin
de determinar si el modelo es capaz de representar el metabolismo interno de las células, o se esta
obviando alguna tasa importante de consumo. Al final de ambos estudios se podra resolver sobre
la efectividad del modelo.

3.3.3.2 Caso 1.2: 1 [mM] de Acetaminofén y 0 [mM] de N-acetilcisteina (LA/ON)

Utilizando las tasas especificas de consumo/produccion se determina el balance por especie,
siendo un 61% para el carbono y un 16% para el nitrégeno. En este caso tiene una situacion
contraria al caso 1.1, dado que el desbalance existente se debe a que se esta consumiendo mas de
lo que se esta produciendo, sobretodo en el caso del nitrégeno. Por lo tanto, para el caso 1.2 si se
podra realizar la ponderacion de las tasas de produccion CO,, GSH y Urea para poder cerrar los
balances. Hay que destacar un cambio que se hizo en la realizacion del MFA para este caso, antes
de indicar cuales fueron estas modificaciones. Como se ha dicho antes, la presencia de APAP en
el medio de cultivo produce una disminucion de la concentracion celular, es decir, las células se
encuentran en una fase de muerte celular, y no de crecimiento. Se han reportado estudios donde
se realiza MFA en la fase exponencial, estacionaria y de muerte para un mismo cultivo. En esta
ultima, se ha suprimido la tasa de produccion de biomasa con el fin de evitar que este metabolito
sea utilizado como precursor de otro (Provost et al., 2006; Zamorano, 2012). Para este caso, se
igualara a cero la tasa de produccién de biomasa, y asi obtener una distribucion de flujos internos
sin utilizar esta tasa como fuente de carbono y nitr6geno. Con este cambian los balances
levemente, siendo un 73% para carbono y un 20% para nitrégeno. La mejor opcion de
ponderacién son multiplicar por 10 la tasa de produccion de GSH, por 5 la tasa de Urea, y dejando
intacta la tasa CO,. Las tasas finales se muestran en la Tabla 21. Con esta modificacion, los
balances cierran de manera casi perfecta, con un 103% para carbono y un 97% para nitrégeno. En
la Figura 20 y Figura 21 se muestra la distribucion de flujos intracelulares, generadas a partir de
las tasas de intercambio calculadas (datos de color rojo).
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Tabla 21: Caso 1.2. Tasas especificas de intercambio de metabolitos no medidos

experimentalmente, en [mmol/10°cel/h].
Tasa especifica a Tasa especifica a

Metabolito | 57y de cultivo 70 [h] de cultivo
CO, 2,67 x10° 3,563 x10°
GSH 5,07 x10” 6,71 x10°
Urea 1,09 x10* 1,44 x10°

Primero, en la via de la glicdlisis es posible ver que el flujo de carbono se mantiene hasta
G3P, y en este punto recibe un 5% mas desde la fuente de TG, para llegar luego a piruvato. En
este primer nodo, del total de carbonos que llegan en forma de piruvato, el 95% es metabolizado
en lactato, debido a su alta tasa de produccion, en comparacion a la baja tasa de glucosa obtenida.
Cabe recordar que este fue el caso en que se obtuvo un ALac/AGlc de 7,1. De acuerdo a este
modelo hepatico, dado que solo el 28% llega desde la glicolisis, el resto de las tasas de carbono
deben venir desde las reacciones anapleroticas (vs) y principalmente desde AcCoA (vg), siendo
un 12% y un 60% del flujo de carbono que llega a este nodo, respectivamente (ver Figura 24).
Realizando ahora un balance de masa en AcCoA, el principal flujo de salida es precisamente
hacia piruvato en un 89%. A diferencia del caso 0A/ON, se obtuvo una tasa de consumo de
triptofano, el cual ayuda a satisfacer la demanda de carbono por parte de piruvato, siendo un 49%
del flujo de carbono que llega. Ademas, un 42% proviene del consumo de triglicéridos, mientras
que s6lo un 9% viene de procesos de degradacion de otros aminoacidos (ver Figura 24). En el
ciclo TCA, la primera reaccion (flujo v7) es bajo, en congruencia a que la mayor cantidad de flujo
de OAA y AcCoA son destinados a piruvato. Sin embargo, aumenta al doble desde aKG a
SucCoA (flujo vg) debido a las reacciones de transaminacion del par aKG-Glu. Luego vuelve a
duplicarse en la reaccion de fumarato a OAA (flujo vio), debido al equilibrio del metabolismo de
aspartato. Con respecto al este Gltimo, y a diferencia con el caso control, los flujos poseen el
sentido esperado (V12 negativo y Vi negativo), pero poseen un alto flujo estancado, el doble de
magnitud del flujo que entrada.

—=\z (52%)
W3 (2B%) Via 202122 (2%)
W4 (94%) LV 7 (10%)
Vi (129%) F":fr{ Va7 49%) —=ACCOA —
Vg 17 (B%) = Vaos (13)
Vg (80%) Wag (43%)
= ao (0%)

Figura 24: Caso 1.2. Balance de masa de piruvato y acetil CoA.
Distribucion porcentual de los flujos de entrada y salida.

Con respecto la distribucion de nitrdgeno mostrada en la Figura 21, es posible indicar primero
que del total de glutamina que entra, el 96% es dirigido hacia glutamato, por la reaccion de
glutamindlisis. Realizando un balance de masa de nitrégeno de este aminoacido, se tiene que tal
como paso con el carbono, la entrada de triptofano es capaz de satisfacer los requerimientos de
glutamato en un 32% (v,7), mientras que lo que viene desde ornitina es solamente un 9% (Vig)
(ver Figura 25). Esto constituye una diferencia con el caso control, ya que primero el triptofano
requeria del glutamato para su sintesis, y el flujo desde ornitina era el que aumentaba los niveles
de glutamato disponible. Del ciclo de la Urea, como se dijo en el parrafo anterior, posee el sentido
correcto, pero contiene un alto nivel de moles de nitrogeno estancado.
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Figura 25: Caso 1.2. Balance de masa de glutamato.
Distribucion porcentual de los flujos de entrada y salida.

Finalmente, se obtuvieron las tasas estimadas de consumo/produccién extracelular a partir de
la distribucion de flujos internos, utilizando al Ec. 18. Debido a que los balances por especies
pudieron cerrar, no se obtuvieron caso extremos de cambios de tasa como paso en el caso control,
donde hubo porcentajes de diferencias por sobre el 1000%. La primera tabla que muestra estas
tasas recalculadas (Tabla 22) muestra que la mayoria de los flujos debiesen mantenerse. S6lo en
el caso de amonio debiese aumentar 3 veces el flujo de produccién, mientras que para GSH, la
tasa de produccién debiese disminuir a la mitad. Ademas, el modelo entrega como resultado que
debiese existir una minima tasa de biomasa para poder cerrar el balance, pero este hecho no
corresponde al caso en estudio, ya que se esta realizando MFA para un periodo de muerte celular.

Tabla 22: Caso 1.2. Tasas especificas de intercambio estimadas, en [mmol/10°cel/h].

Metabolito

Tasa especifica a
57 [h] de cultivo

Tasa especifica a
70 [h] de cultivo

Porcentaje
Relativo

Biomasa 3,40 x10° 4,50 x10° -
Glucosa -5,60 X107 -7,41x10° 100%
Lactato 3,96 x107 5,24 x101 100%
Triglicéridos -4,91 x10° -6,50 x107 187%
Amonio -2,06 x10°° -2,73x10° 321%
Co, 2,66 x10° 3,52 x10° 100%
GSH 2,92 x10° 3,86 x10° 58%
Urea 1,12 x10* 1,48 X101 103%

En la Tabla 23, se muestra las estimaciones para las tasas de intercambio de aminoécidos.
Refiriéndose a los aminoacidos esenciales es posible indicar que histidina, isoleucina, leucina,
lisina debiesen bajar sus tasas de consumo mas de la mitad, mientras que treonina debiese
aumentar un 25% vy triptéfano mantenerse. Valina fue el Unico caso en que la tasa debiera
cambiar de sentido, y ser de produccién. Caso curioso son los de fenilalanina y metionina, dado
que el modelo indica que estas tasas debiesen ser muy bajas (casi despreciable), por su baja
participacion en el metabolismo. De los aminoacidos no esenciales, alanina, asparagina y
aspartato debiesen aumentar su magnitud y cambiar el sentido a tasas de produccion. Arginina y
glutamato debiesen reducir su consumo, mientras que glutamina, glicina y tirosina debiesen
mantenerse con las mismas tasas de intercambio. Cisteina debiese aumentar 5 veces su consumo,
siendo la tasa de mayor cambio, con el objetivo de mantener el equilibrio entre este aminoacido y
GSH.
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Tabla 23: Caso 1.2. Tasas especificas de intercambio estimadas de aminoéacidos, en
[mmol/10°cel/h].
Aminoécidos esenciales \ Aminoécidos no esenciales
Tasa Tasa Tasa Tasa

especifica 57 especifica 70 ngzg%e especifica 57 especifica 70
[h] [h] [h] [h]

Porcentaje
Relativo

His -1,29 x10° -1,70 x10° 52% Ala 3,25 x10° 4,29 x10 -358%
lle -1,43 x10° -1,77 x107 25% Arg -1,57 x10° -2,07 x107 74%
Leu -3,61 x10° -4,78 x10°° 47% Asn 1,66 x10°° 2,19 x10° -161%
Lys -9,84 x10™ -1,30 x107 11% Asp 2,87 x10° 3,80 x10° -233%
Met -6,39 x10” -8,45 x10” 0% Cys -2,92 x107 -3,86 x107 575%
Phe 9,51 x10™ 1,26 x10™ -3% Gln -6,84 x107 -9,05 x10° 96%
Thr -8,51 x10° -1,08 x10° 124% Glu -2,29 x10° -3,03 x107 36%
Trp -4,65 x107 -6,15 x10~ 95% Gly 1,81 x10” 2,40 x10° 92%
Val 2,19 x10° 2,90 x10°° -117% Pro 1,66 x10°° 2,20 x10°° -69%
Ser -4,34 x10° -5,75 x10°° 156%
Tyr 1,43 x10° 1,90 x10°® 103%

Por ultimo, la Tabla 24 muestra la tasa de los metabolitos internos que son necesarias para
cerrar los balances. Como se puede ver en la tabla, todas las tasas son de consumo, exceptuando
la de ornitina que debiese ser una tasa de produccién para contrarrestar el elevado flujo de
nitrégeno en el ciclo de la Urea. No obstante, todas las tasas presentadas en esta tabla son muy
pequefias, del orden del 10 (un orden de magnitud menor al caso 1.1), indicando que no son
realmente relevantes para el célculo de las tasas internas, sino que son necesarias para cerrar
perfectamente los balances.

Tabla 24: Caso 1.2. Tasas especificas de intercambio estimadas de metabolitos

intracelulares, en [mmol/10°cel/h].
Tasa especifica a Tasa especifica a
57 [h] de cultivo 70 [h] de cultivo

Metabolito

Acetil CoA -8,97x10° -1,94 x10™

a Cetoglutarato -2,24 x10™* -2,97 x10™
Fumarato -1,79 x10™ -2,37 x10™
Gliceraldehido 3P -1,35 x10™ -1,78 x10™
Glucosa 6P -2,69 x10™ -3,56 x10™
Oxaloacetato -1,79 x10™ -2,37 x10™
Ornitina 2,64 x10° 3,50 x10°
Piruvato -1,35 x10™ -1,78 x10™
Succinil CoA -1,79 x10™ -2,37 x10™

En resumen, para el caso 1.2, se logré obtener una representacion de los flujos internos del
metabolismo de las células, del cual es posible indicar que los flujos cercanos a piruvato se
redireccionan hacia este metabolito, con el fin de satisfacer los requerimiento de carbono por
parte de la alta tasa de produccion de lactato. Ademas, se tienen sectores en donde existe
acumulacién de flujos, como en el ciclo de Urea y metabolismo de aspartato. Si bien podria ser un
indicador del estado de muerte celular en que se encuentran las células debido a la presencia de
APAP, no es posible asegurarlo debido a que no se puede comparar con los resultados del
control, por los problemas de desbalances mencionados.
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3.3.3.3 Caso 1.3: 1 [mM] de Acetaminofén y 5 [mM] de N-acetilcisteina (LA/5N)

Siguiendo el mismo procedimiento, en la Tabla 25 estan las tasas especificas calculadas para
CO,, GSH vy urea, las cuales se mantienen practicamente constante a los largo del tiempo debido
a que hubo un crecimiento celular casi nulo durante el tiempo de cultivo.

Tabla 25: Caso 1.3. Tasas especificas de intercambio de metabolitos no medidos
experimentalmente, en [mmol/10°cel/h].

CO,

Metabolito

Tasa especifica a

2,78 xX10°

57 [h] de cultivo

Tasa especifica a

70 [h] de cultivo

2,78 X10°

GSH

6,27 x10*

6,24 x10*

Urea

4,36 x10°

4,34 x10°

Ocurre un hecho similar al caso 1.1, donde se produce un gran desbalance. En este caso, los
porcentajes son de 379% y 358%, para carbono y nitrégeno respectivamente, es decir, se tiene
que las tasas de produccion son 3 veces mayores a las de consumo, Si se disminuyera en 2
Ordenes de magnitud las tasas de la Tabla 25, s6lo se reduce el desbalance a 369% y 319%. Tal
como se mencion0 para el caso control, o es el modelo el que no se ajuste debido a que falta
alguna tasa especifica de consumo, o es el set de datos que se le entrega al modelo y que poseen
errores de medicion.

Con respecto a la distribucién de flujos internos, en la Figura 20 se muestran los flujos de
carbono para el caso 1.3 (datos de color verde). Es posible ver que el consumo de TG es muy
importante dado que aporte con un 20% mas del flujo de carbono que llega hasta piruvato por la
via de la glicdlisis (v3). Aproximadamente la misma cantidad de carbono llega a este punto por la
via de las reacciones anapleroticas (vs). Desde aqui el 53% de los moles de carbono son
destinados hacia AcCoA (vg), mientras que soélo el 25% es direccionado a la sintesis de lactato
(v4). Cabe recordar, que este fue el Gnico caso en que se calculé un ALac/AGlc menor a 2, lo que
se traduce en que la mayor cantidad de carbono sea metabolizado en AcCoA (ver Figura 26). En
este segundo nodo, se tiene que debido a la alta tasa de triptéfano obtenida, la mayor parte de
carbono (63%) es utilizada para su sintesis (vo7), mientras que solo el 22% es enviado al ciclo
TCA (vs) Y el 15% para reacciones de sintesis de otros aminoacidos (ver Figura 26). A diferencia
del caso 1.1, la fuente de carbono que llega a AcCoA es un 72% proveniente de TG, y no un 90%
con el caso control. Se tiene un alto flujo en el ciclo TCA, mas del doble que el flujo que entra
por concepto de glucosa. Ademas en el metabolismo de aspartato se tiene nuevamente los flujos
con el sentido no esperado (V12 Y Vso), generando problemas en el ciclo de la Urea.

=\ 7 (2296)
Wy (24%) Vi (24%)
V3 (52%) =Y 20,721,227 75 (15%)
]—-F’yr & (52%) Viz (4%)—»ACC0A —
Vs [48%) = Vay (63%)
Vyg 17 (25%) Way (T2%)

—lr"'.lrgz Y
Figura 26: Caso 1.3. Balance de masa de piruvato y acetil CoA.
Distribucion porcentual de los flujos de entrada y salida.
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Figura 27: Caso 1.3. Balance de masa de glutamato.
Distribucion porcentual de los flujos de entrada y salida.

Viendo la distribucion de flujos de nitrogeno en la Figura 21, el modelo indica que es
necesario una mayor entrada de glutamina, dado que el flujo de la reaccion de glutamindlisis (v11)
es el doble de la cantidad de glutamina que entra. Con respecto al metabolismo de glutamato,
dado que para este caso se obtuvieron una gran cantidad de tasas de produccion de aminoacidos,
se tiene que el 60% es utilizado solo para la sintesis de triptéfano (v27), mientras que el otro 40%
es para las reacciones de transaminacion en la formacién de otros aminoacidos. Las fuentes de
nitrégeno para satisfacer esta demanda, ademas de la entrada de glutamina, son la degradacién de
aspartato (vi2), histidina (vs4), y desde el ciclo de Urea (vig) (ver Figura 27). Con respecto a este
ultimo, se obtuvo un comportamiento anormal de este ciclo, dado que no se comporta como tal,
sino que los flujos (Va9 Y V30) son direccionados hacia ornitina, debido al alto flujo de nitrégeno
que va por vie. Por Gltimo, a pesar de que se obtuvo una tasa especifica estimada de GSH, el
modelo indica que este compuesto debe ser degradado en sus tres aminoacidos, para satisfacer la
demanda de éstos, principalmente de glutamato y glicina.

Con respecto a la estimacion de tasas de consumo/produccion que entrega el modelo, se puede
mencionar que para obtener las distribuciones de flujos intracelulares mostradas, es necesario que
las tasas de TG y GSH aumenten en magnitud y sean tasas especificas de consumo, para ayudar a
cerrar el balance de carbono y nitr6geno, mientras que la tasa de produccion de amonio debiese
disminuir a un 6% de la calculada. Otra tasa especifica de produccion que debiese disminuir es la
de drea, pero no mas de la mitad (ver Tabla 26). Con respecto a la tasa de biomasa, a pesar de
que hubo un crecimiento minimo, el modelo sugiere que esta tasa sea aun mas baja, siendo un
80% de la calculada para poder cerrar el balance por elementos.

Tabla 26: Caso 1.3. Tasas especificas de intercambio estimadas, en [mmol/10%el/h].
Tasa especifica a Tasa especifica a Porcentaje
57 [h] de cultivo 70 [h] de cultivo Relativo

Metabolito

Biomasa 5,57 x10° 5,54 x10° 79%
Glucosa -7,82 x10° -7,78 X107 104%
Lactato 9,12 x10* 9,08 x10 98%
Triglicéridos -2,39 x10° -2,38 x10° -4065%
Amonio 1,81 x10°° 1,80 x10°° 6%
CO, 2,73 x10° 2,73 x10° 98%
GSH -1,07 x10° -1,06 x10° -1702%
Urea 2,39 x10° 2,38 x10° 55%

En cuanto a las tasas especificas estimadas para los aminoacidos, mostradas en la tabla
siguiente, es posible indicar que todas debiesen modificarse en gran magnitud para poder obtener
una distribucion como la sefialada con un balance de carbono y nitrégeno cerrado. Existen casos
en que debiesen pasar de tasas de produccion a consumo, como histidina, treonina, metionina,
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asparagina y serina, mientras que con otras ocurre el efecto contrario, como lisina, aspartato,
cisteina y tirosina.

Tabla 27: Caso 1.3. Tasas especificas de intercambio estimadas de aminoéacidos, en
[mmol/10°cel/h].
Aminoéacidos no esenciales
Tasa Tasa
especifica 57 especifica 70

Aminoéacidos esenciales
Tasa

Tasa

especifica 70 Porcentaje

especifica 57 Porcentaje

[h]

(]

Relativo

[h]

[h]

Relativo

-5,09 x10° -5,06 x10° -7717% 9,14 x10° 9,09 x10° 3096%
lle 8,66 x10™ 8,62 x10° 685% Arg -8,36 x10° -8,31 x107 198%
Leu 1,62 x10° 1,61 x10° 184% Asn -2,09 x10° -2,08 x107 -9215%
Lys 1,74 x10” 1,73 x10° -6192% Asp 8,08 x10~ 8,04 x10° -2865%
Met -1,05 x10~ -1,04 x10° -1% Cys 1,07 x107 1,06 x107 -1772%
Phe 6,92 x107 6,89 x10° 720% GlIn -4,83 x10° -4,80 x107 181%
Thr -2,65 x10 -2,64 x107 -544% Glu 8,59 x10~ 8,55 x10° 1208%
Trp 1,68 x10™ 1,67 x10* 87% Gly 2,27 x10™ 2,26 x10™ 88%
Val 1,61 x10° 1,60 x10° 196% Pro 1,28 x10” 1,28 x10” 259%
Ser 2,41 x10° -2,40 x107 -3549%
Tyr 5,46 x107 5,43 x10° -1085%

Finalmente, con respecto a las tasas estimadas extracelulares estimadas para metabolitos

intracelulares, se ve en la Tabla 28 que todas corresponde a tasas de consumo, en los mismos
6rdenes de magnitud que en el caso 1.1, y en consecuencia a la busqueda de fuentes de carbono y
nitrégeno para obtener un sistema en equilibrio.

Tabla 28: Caso 1.3. Tasas especificas de intercambio estimadas de metabolitos

intracelulares, en [mmol/10°cel/h].
Tasa especifica a Tasa especifica a

il 1 57 [n] de cultivo 70 [h] de cultivo
Acetil CoA -9,60x10" -9,55 x10°

a Cetoglutarato -2,40 x107 -2,39 x107
Fumarato -1,92 x10°° -1,91 x10°°
Gliceraldehido 3P -1,44 x10°° -1,43 x10°°
Glucosa 6P -2,88 x10°° -2,87 x10°°
Oxaloacetato -1,92 x10°° -1,91 x10°°
Ornitina -2,16 x10° -2,15 x10°
Piruvato -1,44 x10°° -1,43 x10°°
Succinil CoA -1,92 x10°° -1,91 x10°°

En sintesis, nuevamente se obtuvo un caso en que el desbalance del set inicial de tasas
especificas calculadas produjo una distribucién de flujos internos con resultados no esperados e
inconsistentes, como elevados flujos en ciertos sectores, ciclos con sentido errado y
redireccionamiento de flujos para satisfacer la demanda de tasas de produccion.

3.34 Discusiones Generales del Estudio |

En este primer estudio se busc6 comprender como afecta en el crecimiento celular y en el
metabolismo la aplicacion de acetaminofén en el medio de cultivo (APAP), y analizar el efecto
protector de N-acetilcisteina (NAC) ElI APAP es conocido por generar grandes dafios sobre las
células hepaticas, debido al fulminante estado de estrés oxidativo que genera. Para realizar esta
evaluacion se hizo un trabajo previo para encontrar las concentraciones a utilizar, principalmente
debido a que las celulas utilizadas poseen mecanismos de proteccion menos activos que un
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hepatocito normal, sobre todo a nivel de enzimas de fase | y Il. Bajo este contexto, sélo se pudo
conseguir una proteccion de las células utilizando NAC despues de la aplicacion de APAP, en
donde las células HepG2 alcanzaron un 58% de la densidad celular del control, a una velocidad
de crecimiento igual a la mitad del control. Los resultados obtenidos indican que la linea celular
en este trabajo fue més sensible a los efectos del APAP, comparandolos con los reportados en la
literatura. Dado que el principal efecto de este tipo de compuesto sobre el comportamiento de las
celulas es la alteracion del estado redox intracelular, una primera recomendacion es precisamente
agregar al disefio experimental un método para describir como cambia este estado en el interior
de las células, a través de la cuantificacion de un metabolito intracelular como glutation (GSH) u
alguna otra alternativa.

En cuanto al andlisis del metabolismo, se calcularon las tasas especificas de
produccién/consumo de los 37 metabolitos que se consideraron para la confeccion del modelo
hepético planteado. Se obtuvo que en los casos 1.1 (control) y 1.3, estas tasas calculadas no
cierran los balances de carbono y nitrégeno, y que el flujo neto de salida es por lo menos 3 veces
mayor al de entrada (ver Tabla 29). Por un lado, este hecho reflejaria que no se estan
considerando todas las tasas especificas de consumo de metabolitos en este sistema de cultivo. Si
bien el modelo pudo entregar una distribucion de flujos intracelulares, ésta esta sujeta a ciertas
inconsistencias, como excesivos flujos o corrientes con sentido opuestos. Como producto del
desbalance presentados en cada caso, las tasas especificas de intercambio estimadas a partir de
esta distribucion, presentaron un alto grado de diferencia con respecto a las obtenidas
experimentalmente, con casos extremos de méas de 1000% de diferencia y con el cambio en el
sentido de ciertos flujos. La realizacion del ensayo y el calculo de las tasas especificas por
segunda vez permitiria resolver la interrogante de que si el modelo est& incompleto. En ese caso,
se podria considerar una tasa especifica de consumo Xc a nivel de glicdlisis la que aporta
exclusivamente con moléculas de carbono al sistema. De la misma forma, deberia existir una tasa
especifica de consumo de nitrégeno Xn a nivel de ciclo de Urea. Esta modificacion permitiria la
correccion del modelo en caso de que existiese un error en la estimacion de la ecuacion de
formacion de biomasa o que una via metabélica no fue considerada.

Tabla 29: Resumen de balances de carbono y nitrégeno en Estudio .

Caso ~ Balance de Carbono  Balance de Nitr6geno
1.1: 0 APAP /0 NAC 468% 495%
1.2: 1 APAP /0 NAC 103% 97%
1.3: 1 APAP /5 NAC 379% 358%

El caso 1.2 fue el Unico en que se obtuvo un set de tasas especificas calculadas cuyos balances
cerraban en 100%, considerando ademas que corresponde a un caso de muerte celular, y no de
crecimiento como en los otros dos. Si bien, de acuerdo a lo expuesto en el parrafo anterior, los
resultados obtenidos no son concluyentes, es importante mencionar también que la razén de esto
no sea un modelo mal planteado, sino que un error asociado al célculo de las tasas especificas en
este ensayo. Siendo insistente, el hecho que este ensayo se haya realizado considerando dos
puntos de la curva de crecimiento, en uniplicado, no permite una evaluacion precisa del
comportamiento de las células. Como se menciond, las densidades celulares para los casos
estudiados difieren de las obtenidas en el primer ensayo del cual se obtuvieron las curvas de
crecimiento. Mas aun, para el caso de proteccion, en el ensayo para realizar MFA, la densidad
celular no vario, lo que indica que hubo un problema al trabajar con un volumen mayor de
cultivo. Este hecho revela que es importante un tener un buen disefio experimental, junto con
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mediciones precisas de la variacion de metabolitos en el medio de cultivo, para obtener un buen
set de tasas especificas de intercambio extracelular.

A pesar de lo mencionado anteriormente, es posible indicar ciertas conclusiones de los
resultados obtenidos al utilizar el modelo hepatico, y que permite validarlo por su similitud con lo
encontrado en la bibliografia: Primero que todo, las vias metabolicas mas activas dentro de la
células son la de glicolisis y ciclo TCA, ya que poseen los flujos de carbono mayores, superando
a los demas en por lo menos 2 6rdenes de magnitud; las reacciones anaplerdticas, representadas
por la el flujo vs, es la forma que tiene la célula para obtener flujos de carbono que no consigue
desde el consumo de azucar por glicoélisis; la produccion de lactato es el principal flujo de salida
de la célula, pero existen flujo menores para eliminar excesos como la tasa de produccion de
alanina; existen aminoécidos cuyo metabolismo es bastante bajo, pero necesario para cuadrar los
balances, como el caso de tirosina, fenilalanina, metionina, valina, isoleucina, prolina y leucina;
existe relaciones de equilibrio necesarias para el sistema como la sintesis y degradacion de
aspartato de ornitina u oxaloacetato, y el consumo de cisteina junto con la sintesis de glutatién; la
glutaminolisis es la principal entrada de nitrégeno a la célula, mientras que el ciclo de Urea es la
forma de eliminacién de nitrogeno. De éste ultimo, es importante indicar que la tasa especifica de
produccion de Urea posee como supuesto que del total del flujo que llega hasta el nodo de
ornitina, el 3% se mantiene en el ciclo, mientras que el 97% es destinado hacia glutamato, hecho
que no se ve en los resultados de ninguno de los casos considerado, lo que refleja que la
estimacion no es la mas adecuada.

Finalmente, como Gltima sugerencia para este estudio, se plantea la opcion de agregar una
reaccion mas al modelo hepatico, con el objetivo de encontrar un modelo mas general que
incluye el anélisis de estado redox utilizando esta herramienta computacional. Esta corresponde a
la cuantificacion de las tasas especificas de consumo/produccion de los estados reducido y
oxidado del glutation. Siendo uno de los pares redox méas importante, estas mediciones
permitirian agregar al modelo un indicador del estado redox intracelular, y su evaluacion a través
de la ecuacion de Nerst (Schafer et al., 2001).

GSSG + 2Ht + 2e~ = 2GSH
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3.4 Estudio Il: Diferencias en el Crecimiento Celular en Glucosa y
Fructosa

3.4.1 Analisis del Crecimiento 11

En este estudio se evalud el comportamiento de la linea celular frente a una suplementacion
del medio con glucosa, fructosa y una mezcla de ambos (en una relacion 1:1). Antes de realizar
las curvas de crecimiento se realiz6 un pretratamiento a las células, cultivandola en un medio
compuesto de 15 [mM] de fructosa:glucosa (2:1), por lo menos un pasaje previo, para inducir la
sobreproduccién de enzimas transportadoras y asimiladoras de fructosa. Esto se realizd para que
las células, acostumbradas a crecer en un ambiente de sélo glucosa, posean la maquinaria
metabolica suficiente para crecer en cualquiera de las fuentes de carbono. Las curvas de
crecimiento mostradas en la Figura 28 fueron realizadas durante un periodo de 8 dias,
comenzando de un inéculo de 0,23 x 10° [cel/ml], realizando dos muestreos por dia y en
duplicado.
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Figura 28: Cinética de Crecimiento del Estudio Il. Crecimiento en 10 [mM] de:
Glucosa (G10, azul), Glucosa y Fructosa 1:1 (G5F5, roja) y Fructosa (F10, verde)
(datos representan al promedio de dos muestras + desv. estandar).

De la Figura 28 se observa que el crecimiento en el caso del medio con glucosa 10 [mM]
(G10) se alcanz6 un valor méximo de concentracién celular de 0,94 x 10° [cel/ml]
aproximadamente, un 15% menor que el caso base de la Figura 11. Se ha reportado que cuando
se tiene una menor cantidad de glucosa suplementada en el medio, el cultivo alcanzaria una
densidad méxima menor, junto con una velocidad de crecimiento mas lenta (Glacken et al.,
1986). De la fase exponencial de la curva, la cual ocurre entre las 50 y 100 horas de cultivo, se
extrae una velocidad de crecimiento de 0,0164 [h™], un 22% més bajo que el caso base. Para la
suplementacion con sélo fructosa 10 [mM] (F10) ambos parametros de crecimiento fueron
menores. Por un lado, los datos en color verde de la Figura 28 alcanzan un valor de densidad
celular cercano a 0,78 x 10° [cel/ml], un 29% de diferencia con el caso base y un 17% de
diferencia con el caso G10. La velocidad maxima de crecimiento fue de 0,0154 [h™], lo que
corresponde a un 27% mas bajo que el caso base, pero sélo un 8% con respecto a G10.
Finalmente, se obtuvo que para la suplementacion mixta (G5F5) los valores de concentracion
celular y velocidad celular fueron mas altos que el caso G10, pero no superan el 4% de
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diferencias en ambos parametros. La similitud de estos dos casos se debe principalmente a que
las células tienen un comportamiento diauxico frente a la entrada de diferentes fuentes de
carbono. Las células usaran fructosa como fuente de carbono sélo después de que no existe
glucosa disponible en el medio (Johnsen et al., 2001). Por lo tanto, durante la primera mitad de
cultivo, ambos casos (G10 y G5F5) se encuentran en la fase de consumo de glucosa, y sus valores
de concentracion celular son similares. Los parametros mencionados se encuentran resumidos en
la Tabla 30.

Tabla 30: Resumen de parametros de crecimiento del Estudio I1I.

Caso Maxima densidad Méxima velocidad de
celular [x 10°cel/ml]  crecimiento pma [h™]

Glucosa 10 0,94 + 0,06 0,0167
Glucosa 5 / Fructosa 5 0,98 + 0,08 0,0171
Fructosa 10 0,78 + 0,05 0,0154

El consumo de fructosa como fuente de carbono estd limitado por la cantidad de proteinas
transportadoras a nivel de membrana disponible en las células HepG2. Esta linea celular posee
niveles de expresion similares a un hepatocito, en cuanto a las dos proteinas de membrana
encargadas de captar fructosa del medio, GLUT2 y GLUT5 (Hirahatake et al., 2011). La primera
es la principal proteina transportadora de carbohidratos en el higado, a pesar de tener una baja
afinidad por estos (Kmgc = 17 [MM] y Kmg = 76 [MM]) (Wu et al., 2010). Para contrarrestar
este hecho, los hepatocitos sintetizan una gran cantidad de esta proteina (mayor a cualquier otra
célula del cuerpo), lo que les permite cumplir con su funcion de homeostasis glicémico (Bell et
al., 1990). En cambio, la proteina GLUTS5 es exclusiva de fructosa, con una afinidad de 6 [mM],
pero su nivel de expresion en higado es casi nulo (Bell et al., 1990; Wu et al., 2010). Existen dos
teorias que explicarian el crecimiento mas lento de las células en F10 en este ensayo: la primera
consiste en que el pretratamiento no fue totalmente efectivo y las células tienen una deficiencia
en transportadores especificos de fructosa, lo que produce un crecimiento levemente menor a los
otros casos; o por otro lado, las células estan preparadas para un crecimiento en fructosa, pero
utilizan el flujo de carbono para la produccién de triglicéridos y no para proliferaciéon, lo cual,
concordaria con la hipétesis planteada para este ensayo. En las siguientes secciones, el calculo de
tasas especificas de intercambio junto con el MFA permitira aclarar si esta Gltima teoria es cierta.

3.4.2 Analisis Metabolico 11

A través de la medicion de concentraciones en el medio de cultivo, se obtuvieron las tasas de
consumo/produccién de los metabolitos considerados en el modelo. De acuerdo a las curvas de
crecimiento mostradas en la Figura 28, la fase exponencial comprende entre las 50 y 100 horas de
cultivo. Para este ensayo, se inocularon células HepG2 en placas de 100 [mM] y se realizaron las
medicion en los tiempo 58 y 78 horas de cultivo. Se analizaron los tres casos de suplementacion
del medio (G10, G5F5 y F10), con dos muestras por caso, en uniplicado. En la Figura 29, se
muestran los graficos de concentracion celular, hexosa (dependiendo el caso) y lactato. Dado que
en este estudio es de interés comparar el nivel de sintesis de triglicéridos (TG), también se
muestra la variacion de su concentracion, normalizada a la concentracion de proteinas totales
para compararlos con reportes de literatura. A continuacion, se realiza el andlisis caso a caso de
las tasas de intercambio obtenidas.
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Figura 29: Andlisis Metabodlico del Estudio Il. VVariacion a lo largo del tiempo de: A)
densidad celular, B) glucosa, C) lactato, D) triglicéridos (datos representan al promedio de
dos mediciones de una misma muestra + desv. estandar).

3.4.2.1 Caso 2.1: Glucosa 10 [mM] (G10)

Para el caso de suplementacion exclusiva de glucosa, de la curva azul de la Figura 29 A, se
obtiene una velocidad de crecimiento de 0,0164 [h™'], levemente menor al ensayo anterior. Sin
embargo, en este ensayo se obtuvo una densidad celular mayor, con valores de concentracién por
sobre los 0,7 x 10° [cel/ml] a las 58 horas, y por sobre 10° [cel/ml] a las 78 horas, mientras que
para el ensayo de la curva de crecimiento, en los mismos tiempos se obtuvo una concentracion de
0,4y 0,6 x 10° [cel/ml], respectivamente. Dado que crecieron a la misma velocidad en ambos
ensayos, la razén de la diferencia puede ser que simplemente se inoculdé una mayor cantidad de
células. Viendo los graficos B y C de la Figura 29 se indica que este caso fue en el que hubo un
mayor consumo de glucosa, pero a la vez, una mayor produccion de lactato, siendo el ALac/AGlc
de 1,4, dentro del margen esperado y un 40% mayor al generado de la curva de crecimiento de la
Figura 11. Ademas, fue el Gnico caso en que la concentracion de TG (normalizada a la conc. de
proteinas) aumenta con el tiempo (Figura 29 D), llegando cercano a 80 [ug/mg de proteina]. Es
necesario indicar que este valor se encuentra por debajo al encontrado en reportes cientificos,
siendo los de éstos mayores en por lo menos un orden de magnitud (Gibbons et al., 1994; Zang et
al., 2006; Gomez-Lechon et al., 2007). La Tabla 31 muestra las tasas especificas obtenidas para
biomasa, glucosa, lactato, TG y amonio, las cuales son altas con magnitudes por sobre los 107?, a
excepcion de TG. Para este caso, las tasas especificas disminuyen entre las 20 horas de cultivo,
indicando que a las 78 [h] hubo un mayor crecimiento, por encontrarse cercano a la maxima
velocidad de crecimiento.
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Tabla 31: Caso 2.1. Tasas especificas de intercambio, en [mmol/10°cel/h].

Metabolito

Tasa especifica a
58 [h] de cultivo

Tasa especifica a
78 [h] de cultivo

Biomasa 3,22x10° 2,31 x10°
Hexosa -2,58 x10 -1,85 x10”
Lactato 3,66 x10™" 2,63 x10™
Triglicéridos 9,63 x10™ 6,29 x10
Amonio 2,72 X107 1,95 x10°

Con respecto a las tasas de intercambio de aminoacidos, mostradas en la Tabla 32, todas
corresponden a tasas de consumo, siendo las mas altas las de leucina y triptéfano para el caso de
los esenciales, y arginina, glutamina y glicina para los no esenciales. Al igual que las tasas de la
tabla anterior, éstas disminuyen a las 78 horas de cultivo.

Tabla 32: Caso 2.1. Tasas especificas de intercambio de aminoacidos, en [mmol/10°cel/h].
Aminoacidos esenciales Aminoéacido no esenciales

Tasa especificaa = Tasa especifica a Tasa especificaa Tasa especifica a

58 [h] de cultivo | 78 [h] de cultivo 58 [h] de cultivo = 78 [h] de cultivo

Histidina -2,63 x10° -1,69 x10° Alanina -8,06 x10° -5,79 x10™
Isoleucina -5,63 x10~ -4,05 x10° Arginina -1,88 x10° -1,35 x107
Leucina -1,11 x10° -8,01 x10° Asparagina -1,29 x10° -9,30 x10™
Lisina -5,98 x10~ -4,29 x10° Aspartato -1,13 x10° -8,14 x10™
Metionina -1,50 x10°® -1,08 x10°° Cisteina -4,96 x10°° -3,57 x10°
Fenilalanina -3,35 x10°° -2,40 x10°® Glutamina -6,68 x107 -4,80 x10°
Treonina 7,56 x10°° -5,43 x10°° Glutamato -2,70 x10°® -1,94 x10°
Triptofano -1,39 x10° -1,00 x10° Glicina -2,84 x10° -2,04 x107
Valina -2,16 x10°® -1,55 x10°° Prolina -3,27 x10°° -2,35 x10°
Serina -3,74 x10°° -2,69 x10°

Tirosina -9,56 x10™ -6,87 x10™

3.4.2.2 Caso 2.2: Glucosa 5 [MM] y Fructosa 5 [mMM] (G5F5)

En este caso, de la Figura 29 A, se observa que hubo un crecimiento menor que el caso
anterior, alcanzando un nivel de concentracion celular por debajo de los 10° [cel/ml]. Esto
constituye la primera diferencia con el ensayo anterior, dado que en la curva de crecimiento
obtenida para G5F5 las densidades celulares fueron casi iguales que las de G10 durante la fase
exponencial (Figura 28). Sin embargo, las obtenidas en este ensayo también se encuentran muy
por sobre las que se alcanzaron en esa curva, en los mismos tiempos de evaluacién. Para este
caso, la velocidad de crecimiento que se desprende de los datos fue de 0,0109 [h™], un 34%
menor que el caso 2.1, y un 36% menor que el obtenido en la curva de crecimiento para el caso
2.2.

El ALac/AGlc para este caso fue de 1,2, valor que se encuentra dentro del rango esperado
(ALac/AGIc < 2). Ademas, de la Figura 29 B, el cual muestra la concentracién de azlcar total,
ésta tiene un valor cercano a 5 [mM] a las 57 [h] y de 3 [MM] a las 78[h]. Dado que existe un
comportamiento diauxico, a esta altura del crecimiento la glucosa ya fue consumida, y la
evaluacion se esté haciendo durante un periodo de consumo de fructosa. Viendo la tasa especifica
de consumo de azUcar (Tabla 33), este consumo fue mas lento que el de glucosa para el caso 2.1.
Este hecho refleja que, si bien la fructosa se metabolizaria de forma mas rapida que la glucosa en
el interior, esto no implica que su ingreso a través de las proteinas transportadoras sea igual de
rapido, sino que los resultados obtenidos muestran lo contrario.

57



Tabla 33: Caso 2.2. Tasas especificas de intercambio, en [mmol/10°cel/h].

Metabolito

Tasa especifica a
58 [h] de cultivo

Tasa especifica a
78 [h] de cultivo

Biomasa 1,67 x10 1,39 x10
Hexosa -1,45 x10* -1,20 x10*
Lactato 1,67 x10* 1,38 x10*
Triglicéridos 1,31 x10™ 1,09 x10™
Amonio 5,65 x10° 4,69 x10°

Con respecto al metabolismo de trglicéridos, es posible ver en la Figura 29 D, que la
concentracion relativa de triglicéridos disminuye, a diferencia del caso anterior, siendo
consistente con el hecho de que estd entrando una menor cantidad de fuente de carbono. Cabe
destacar que a pesar de que disminuye la concentracion relativa, esto no indica que se produzca
un consumo de TG. En la Tabla 33 se muestra que la tasa especifica de intercambio de TG es de
produccion, pero menos del 20% de la obtenida para el caso 2.1. Por ultimo, todas las tasas de
intercambio de aminoacidos calculadas son de consumo, con magnitudes similares al caso 2.1
(Tabla 34).

Tabla 34: Caso 2.2. Tasas especificas de intercambio de aminoacidos, en [mmol/10°cel/h].
Aminoacidos esenciales Aminoacido no esenciales

Tasa especificaa = Tasa especifica a Tasa especificaa Tasa especifica a

58 [h] de cultivo | 78 [h] de cultivo 58 [h] de cultivo = 78 [h] de cultivo

Histidina 22,17 x10° -1,80 x10° Alanina -8,24 x10™ -6,84 x10™
Isoleucina -5,88 x10~ -4,88 x10° Arginina -1,52 x10° -1,26 x107
Leucina -1,08 x107 -8,95 x10°7 Asparagina -1,12 x10° -9,33 x10™
Lisina -9,15 x10°7 -7,60 x10° Aspartato -1,02 x10° -8,64 x10™
Metionina -1,50 x10°® -1,25 x10°® Cisteina -5,47 x10°° -4,54 x10°
Fenilalanina -3,10 x10°® -2,58 x10°° Glutamina -6,29 x10° -5,22 X107
Treonina -7,92 x10°® -6,58 x10°° Glutamato -1,77 x10°® -1,47 x10°
Triptofano -1,19 x10° -9,92 x10° Glicina -1,84 x10° -1,53 x107
Valina -1,77 x10°® -1,47 x10°° Prolina -1,77 x10°® -1,47 x10°
Serina -2,31x10° -1,92 x10°

Tirosina -2,50 x10°® -2,08 x10°

3.4.2.3 Caso 2.3: Fructosa 10 [mM] (F10)

Utilizando solo una suplementacion del medio de cultivo con 10 [mM] de fructosa, se obtuvo
que la densidad celular alcanzada a los 58 horas es menor que la de los dos casos anteriores, con
un valor de 0,55 x 10° [cel/ml]. Sin embargo, a las 78 horas, la concentracién celular llega a los
0,9 x 10° [cel/ml] (Figura 29 A). Dado este gran salto durante el tiempo de cultivo es que la
velocidad de crecimiento para F10 es de 0,0234 [h™], un 42% mayor que G10 y un 52% que la
velocidad calculada de la curva de crecimiento de la Figura 28 para el mismo caso. Debido a esta
gran variacion, las tasas especificas de los metabolitos disminuyen en un mayor rango que ambos
casos anteriores. Es posible que el segundo punto se encuentre sobrevalorado, y segun las curva
de crecimiento del ensayo anterior, para que creciera a la velocidad esperada, este valor de
densidad celular debiese ser menor. El consumo de glucosa y la produccién de lactato fueron
similares al caso 2.2, generando un ALac/AGlc de 1,1, valor dentro del margen esperado
(ALac/AGlc < 2). Nuevamente, con estos resultados se sostiene la teoria comentada en el caso
2.2, donde un bajo nivel de proteinas de membrana para fructosa produce una entrada de ésta mas
lenta. Todas estas tasas especificas, junto con la de TG y amonio se encuentran en la Tabla 35.
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Tabla 35: Caso 2.3. Tasas especificas de intercambio, en [mmol/10°cel/h].

Metabolito

Tasa especifica a
58 [h] de cultivo

Tasa especifica a
78 [h] de cultivo

Biomasa 4,62 x10 2,96 x10°
Hexosa -1,70 x10* -1,09 x10*
Lactato 1,86 x10* 1,19 x10*
Triglicéridos 2,89 x10 1,85 x10™
Amonio 7,95 x10°° 5,09 x10°

Los resultados de concentracion relativa de TG (Figura 29 D) también fueron similares al caso
2.2, donde a pesar de tener una tasa especifica de produccion de TG, la baja cantidad de flujo de
carbono que entra por concepto de hexosa, no permite un gran incremento de la produccién de
TG. Finalmente, los aminoéacidos presentaron el mismo comportamiento que los otros dos casos,
pero con algunas tasas de consumo con mayor de magnitud. En los esenciales, ademas de leucina
y triptéfano, también son grandes las tasas de lisina y treonina. En cambio, para los nos
esenciales se obtuvo una tasa mayor para arginina, aspartato, glutamina y glicina.

Tabla 36: Caso 2.3. Tasas especificas de intercambio de aminoécidos, en [mmol/10°cel/h].
Aminoécidos esenciales Aminoécido no esenciales

Tasa especificaa = Tasa especifica a Tasa especificaa Tasa especifica a
58 [h] de cultivo | 78 [h] de cultivo 58 [h] de cultivo 78 [h] de cultivo

Histidina -2,93 x10° -1,87 x10 Alanina -1,91 x10° -1,22 x10
Isoleucina -1,02 x10° -6,53 x10° Arginina -1,30 x10° -8,31 x107
Leucina -1,28 x10° -8,17 x10° Asparagina -1,56 x10° -9,98 x10™
Lisina -1,20 x10° -7,66 x10° Aspartato -3,80 x10° -2,43 x10”
Metionina -2,20 x10°® -1,41 x10° Cisteina -5,79 x10°® -3,70 x10°
Fenilalanina -5,64 x107 -3,61 x10° Glutamina -9,50 x10 -6,08 x10°
Treonina -1,23 x10° -7,85x10° Glutamato -3,74 x10° -2,39 x10°°
Triptofano -1,03 x10~ -6,57 x10° Glicina -2,63 x10~ -1,69 x107
Valina -5,00 x107 -3,20 x10° Prolina -5,02 x10° -3,21 x10°°
Serina -4,25 x10°° -2,72 x10°

Tirosina -2,90 x10°° -1,86 x10°

En sintesis, los tres casos analizados mediante el calculo de las tasas especificas de
consumo/produccidn presentaron un comportamiento general bastantes similares, con ciertos
factores que identifica a cada uno. Para el caso 2.1, su crecimiento fue bastante alto, pero a una
velocidad similar a la registrada en el ensayo anterior. Ademas, fue el de mayor consumo de
fuente de carbono y produccion de lactato. El caso 2.2 y 2.3 presentaron un consumo mas lento
de la fuente de carbono, debido principalmente a que ambos casos se estan alimentando de
fructosa. La diferencia entre estos dos casos es que en el segundo se obtuvo una mayor velocidad
de crecimiento durante el tiempo de cultivo evaluado. La Tabla 37 resume los parametros de
crecimiento obtenidos en este ensayo.
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Tabla 37: Resumen de parametros de crecimiento en el Analisis Metabolico I1.

Velocidad de
Cexe crecimiento u [h™'] ARaC/AGIC
2.1: Glucosa 10 0,016 1,4
2.2: Glucosa 5 / Fructosa 5 0,011 1.2
2.3: Fructosa 10 0,023 11

En cuanto a la sintesis de TG, se obtuvo una relacién directa donde a mayor cantidad de
moléculas de azucar consumida, mayor sera la concentracion de TG generada. Esto contradice en
cierta medida a la hipotesis planteada para este estudio, ya que un consumo mixto o exclusivo de
fructosa no produjo una elevada sintesis de TG. En la seccidn a continuacion, utilizando las tasas
de consumo/produccién calculadas y el modelo hepético planteado, se podra ver si existen
diferencias méas notorias en la distribucion de flujos internos debido a suplementaciones
diferentes.

3.4.3 Analisis de Flujos Metabodlico 11

Siguiendo el mismo procedimiento de anélisis del estudio anterior, para cada caso se indicara
las tasas especificas de produccion de CO, GSH vy Urea, y las ponderaciones que se utilizaran
para cerrar los balances de carbono y nitrégeno, dentro de un rango del 10%. Luego, se obtendra
las distribuciones de flujos internos para un analisis del metabolismo interno, y las tasas
estimadas de intercambio que permitira ver si existen diferencias considerables entre éstas y las
obtenidas de las mediciones. En la Figura 30 se muestra la distribucion de flujos de carbono
normalizados al flujo v, (primera reaccion del Glc a G6P), mientras que en la Figura 31 se ve la
distribucion de flujos de nitrégenos normalizados al flujo de entrada de glutamina. La discusion
de estas figuras se realiza en cada caso correspondiente.
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3.4.3.1 Caso 2.1: Glucosa 10 [mM] (G10)

En la Tabla 38 es posible ver las tasas especificas de produccién faltantes para el modelo,
recordando que la tasa de oxigeno es constante para todos los casos, y proporcional entre ella de
acuerdo al numero de células en cada uno de los tiempo. En cambio, el GSH y Urea corresponden
a una estimacion a partir de cisteina y arginina, respectivamente. Dado que este ultimo fue una de
las tasas especificas de consumo mas alta, la tasa de produccién de Urea también serd alta. El
balance de carbono cierra con un 63%, mientras que el de nitrogeno lo hace con 47%, indicando
precisamente que las tres tasas de produccion de la Tabla 38 debiesen aumentar para satisfacer
los requerimientos en ambos casos. Para cerrar los balances se ponderd las tasas de produccion de
CO, y GSH en 20 y 10, respectivamente. Con esto el balance queda en 101% para carbono y 97%
para nitrogeno.

Tabla 38: Caso 2.1. Tasas especificas de intercambio de metabolitos no medidos

experimentalmente, en [mmol/10°cel/h].
Metabolito Tasa especifiqa a Tasa especific_a a
58 [h] de cultivo 78 [h] de cultivo

CcO, 4,46 x10° 3,21 x10°
GSH 6,16 x10 4,42 x107
Urea 1,93 x107 1,39 x107

Teniendo el set de tasas especificas de intercambio se obtuvo la distribucion de flujos de
carbono internos de la Figura 30 (datos de color azul). De ésta es posible decir el 98% de la
glucosa que entra pasa directamente hacia piruvato a travées de la glicélisis, mientras que el 2% es
destinado a formacion de biomasa (vs2) y de triglicéridos (v3;) a partir de G6P y G3P. El primer
nodo para el flujo de carbono es piruvato, donde del total del flujo que llega a este punto, el 98%
proviene de la fuente de carbono (v3), mientras que s6lo el 2% viene por concepto de reacciones
anapleroticas (vs) (ver Figura 32). Desde aqui, el 3% es utilizado para sintesis de serina y alanina
(Vis Y V17), el 27% para la formacion de lacato (v4) y el 70% continua hacia AcCoA. En este
segundo nodo, el 72% del flujo total de carbono que llega proviene precisamente de piruvato,
mientras que el 28% restante es producto de la degradacion de aminoacidos. En cuanto a las
reacciones que utilizan AcCoA como precursor se tiene que el 8% es utilizado para sintesis de
lisina y tirosina, 13% para TG y 3% para biomasa. El resto es direccionado (71%) es
direccionado hacia ciclo TCA, el cual posee flujos cuya magnitud se mantiene entre un 40% y
50% del flujo de entrada (ver Figura 32). Ademas, otra salida importante es la sintesis de GSH
con un porcentaje relativo de un 22%.

=\ 7 (T19%)
Wy (T0%)
Wa (28%) Ve (T1%) e\ 22 a5 (8%)
]—-Pyr Vig (27%) }MC 0A —
Ve [ 2%) Vig 202127 (28%)} =Yg (12%)
Vg 17 (2%
—Wan (3%

Figura 32: Caso 2.1. Balance de masa de piruvato y acetil CoA.
Distribucion porcentual de los flujos de entrada y salida.

Por otra parte, de la distribucién de flujos internos de nitr6geno, mostrados en la Figura 31, es
posible indicar que el 86% de la glutamina que entra es destinado para el aumento de los niveles
de amonio y glutamato intracelular (v11). Viendo el metabolismo de glutamato, el 73% de flujos

63



de entradas proviene de las tasas especificas de consumo de glutamina y glutamato, mientras que
el 20% es producto de reacciones de transaminacion en la degradacion de algunos aminoacidos.
El 7% restante proviene del ciclo de la Urea (vi). Con respecto a éste es posible indicar que los
flujos involucrados poseen los sentidos esperados (Vo9 Y Vao), con un flujo constante de nitrogeno
del 35% relativo. Volviendo al metabolismo del glutamato, de las reacciones de transaminacion
en que se utiliza glutamato como fuente de grupo amonio, el 32% del flujo de salida es
exclusivamente utilizado en la reaccion de sintesis de aspartato (vi,), para mantener el equilibrio
con el ciclo de la drea. El 25% es utilizado para la sintesis de otros aminoacidos, mientras que el
43% es para la formacion de GSH (vi14). El aporte hacia la formacion de biomasa, comparéndola
con los otros flujos de salida, es practicamente nulo (ver Figura 33).

Vg (T0%)— —=Vyo (32%)
Vg (7%)— Vg (43%)
> Glu—
V0,21 27 120%) — > Vi7 15 22 2224 25(25%)

Figura 33: Caso 2.1. Balance de masa de glutamato.
Distribucion porcentual de los flujos de entrada y salida.

A través de la Ec. 18, se obtuvieron las tasas especificas estimadas que entrega el modelo. En
la Tabla 39 se observa que las tasas para biomasa, glucosa, lactato y CO,, no sufren ninguna
modificacion al hacer cuadrar los balances. Ademas, la tasa de TG debiese ser un 12% menor, la
de amonio un 8% mayor y la de Grea un 21% mayor. La tasa con un mayor cambio debiese ser la
de produccion de GSH, siendo casi un 50% menor que la calculada.

Tabla 39: Caso 2.1. Tasas especificas de intercambio estimadas, en [mmol/10%el/h].
Tasa especifica a Tasa especifica a Porcentaje

Metabolito | o' decultivo 78 [n]de cultivo  Relativo

Biomasa 3,22x10° 2,32 x10° 100%
Hexosa -2,58 x10 -1,85 x10” 100%
Lactato 3,66 x10™" 2,63x10" 100%
Triglicéridos 8,45 x10™ 6,07 x10™ 88%
Amonio 2,92 x10° 2,10 x10” 108%
co, 4,46 x10™ 3,21x10™ 100%
GSH 3,46 x10 2,49 x10° 56%
Urea 2,33 x10° 1,67 x10° 121%

En cuanto a los aminoacidos, a diferencia de la tabla anterior, la estimacion de sus tasas sufre
mayores cambios, para que exista un balance del 100% del sistema. Para el caso de los
aminoéacidos esenciales, el modelo sefiala que existe un exceso de histidina, y esta debiese ser
producida por la célula a una tasa 55% mayor a la calculada. Los demé&s aminoéacidos de este
grupo se mantienen como tasas especificas de consumo, pero con una menor magnitud, siendo
lisina, metionina, fenilalanina y valina las que se reducen en mas del 50%. Para los no esenciales,
los casos de alanina, asparagina, aspartato y tirosina debiesen ser tasas de produccién de
aminoacidos, con asparagina con el mayor aumento (el doble de la tasa calculada). Ademas, de
las tasas de consumo, la de cisteina sufre un cambio extremo, con una tasa estimada 7 veces
mayor, indicando que existe un gran requerimiento de éste compuesto para el cierre del balance,
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y para que exista un equilibrio entre lo que entra como cisteina y lo que sale como GSH. Las
demas tasas de consumo debiesen disminuir en magnitud.

Tabla 40: Caso 2.1. Tasas especificas de intercambio estimadas de aminoéacidos, en
[mmol/10°cel/h].

Aminoéacidos esenciales Aminoacidos no esenciales

Tasa Tasa Tasa Tasa

Porcentaje
Relativo

p o Porcentaje b pin
especifica 58 especifica 78 Relativo especifica 58 especifica 78

[h] [h] [h] [h]

3,65 x10° 2,62 x10° 1,10 x10° 7,91 x10” -137%
lle -3,73x10° -2,68 x107 66% Arg -1,08 x10° -7,78 x107 58%
Leu -9,24 x10° -6,64 x107 83% Asn 2,67 x10° 1,91 x10° -206%
Lys -2,16 x10° -1,55 x107 36% Asp 7,72 x10™ 5,55 x10™ -68%
Met -6,05 x10™ -4,34 x10™ 40% Cys -3,59 x10° -2,58 x107 722%
Phe -1,45 x10° -1,04 x10°7 43% Gln -6,28 x10~ -4,51 x107 94%
Thr -5,52 x10° -3,96 x10°7 73% Glu -7,93 x10™ -5,70 x10™ 29%
Trp -9,98 x10° -7,17 x107 72% Gly -2,64 x107 -1,90 x10° 93%
Val -2,56 x10™ -1,84 x10™* 12% Pro -1,37 x10° -9,85 x10™ 42%
Ser -1,70 x10° -1,22 x107 45%
Tyr 9,37 x10™ 6,73 x10™ -98%

Finalmente, el modelo entrega una estimacion de las tasas especificas de metabolitos
intermedios, los cuales habian sido asumidos como nulos. Se obtuvo que a excepcion de ornitina,
todos estos flujos son de consumo y muy pequefios, del orden de 10, por lo que no son muy
influyentes en el sistema. Sin embargo, la tasa de produccion de ornitina es comparable con
algunos casos de aminoécidos, indicando que existe la posibilidad de que las células si realicen
intercambio de ornitina con el medio extracelular, y que éste sea necesario para poder regular los
flujos pertenecientes al ciclo de la Urea.

Tabla 41: Caso 2.1. Tasas especificas de intercambio estimadas de metabolitos

intracelulares, en [mmol/10°cel/h].
Tasa especifica a Tasa especifica a

Vi el 58 [n] de cultivo 78 [h] de cultivo
Acetil CoA -4,65x10™ -3,34 x10°
a Cetoglutarato -1,16 x10° -8,36 x10°
Fumarato -9,31 x10° -6,69 x10°°
Gliceraldehido 3P -6,98 x10° -5,01 x10°®
Glucosa 6P -1,40 x107 -1,00 x107
Oxaloacetato -9,31 x10° -6,69 x10°
Ornitina 3,96 x10° 2,84 x10°
Piruvato -6,98 x10° -5,01 x10°®
Succinil CoA -9,31 x10° -6,69 x10°

En sintesis, el set de tasas especificas calculadas permitié generar una distribucion de flujos
sin situaciones anormales como en el estudio anterior. El flujo total de carbono que proviene de la
fuente de azlcar es utilizado principalmente para la produccion de lactato, y el restante es
direccionado hacia el ciclo TCA. Por el lado de los flujos de nitrégeno, el principal uso de lo que
entra por el consumo de glutamina es utilizado para la formacion de GSH y de aspartato. Sin
embargo, cabe sefialar que si bien fue posible calzar los balances por especie, las tasas estimadas
que entrega el modelo indican que no es factible que todas las tasas especificas de aminoacidos
sean de consumo, sino que deben existir de produccion de manera que permita disminuir la carga
de carbono y nitrégeno en ciertas vias. Ademas, se sefiala que ornitina es un flujo que debiese
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considerarse como tasa de produccién importante, al igual que los demas aminoacidos del
modelo.

3.4.3.2 Caso 2.2: Glucosa 5 [mM] y Fructosa 5 [MM] (G5F5)

Para la suplementacién mixta, con las tasas especificas de producciéon de CO,, GSH y urea
junto con las tasas de la seccion anterior, el balance de carbono para éstas es de 49%, mientras
que el balance de nitrogeno es de 54%. Nuevamente se presenta el caso en donde falta
practicamente la mitad de flujos de salida. Con el objetivo de cerrar bien el balance, se ponderd
por los mismos factores que el caso 2.1, es decir, se multiplicé por 20 la tasa especifica de CO, y
por 10 la tasa especifica de GSH, logrando cerrar el balance de carbono y nitrégeno en un 102%
y 101%, respectivamente. Las tasas especificas de CO,, GSH y Urea consideradas se muestran en
la Tabla 42, a continuacion.

Tabla 42 : Caso 2.2. Tasas especificas de intercambio de metabolitos no medidos

experimentalmente, en [mmol/10°cel/h].
Tasa especifica a Tasa especifica a
58 [h] de cultivo 78 [h] de cultivo

Metabolito

co, 4,36 x10° 3,62 x10°
GSH 6,09 x10° 5,06 x10°
Urea 1,56 x10° 1,30 x10°

Con este set de tasas especificas se elabor6 la distribucion de flujos de carbono mostradas en
la Figura 30, pero ahora los datos de este caso son los de color rojo. Esta distribucion de flujos es
bastante similar que el caso 2.1, a pesar de no tener las mismas tasas de consumo de hexosa. Del
total de carbonos que entra a la célula como fructosa (se recuerda que debido al comportamiento
diauxico, las células se encuentran en un crecimiento bajo fructosa), el 99% es llevado a formar
piruvato, mientras que el 1% es utilizado para la sintesis de TG (vs;) y biomasa (vs;). Siendo
reiterativo, la distribucién porcentual de los flujos que llegan y salen de piruvato es semejante al
caso 2.1, donde el 98% proviene de la glicdlisis (v3), mientras que s6lo el 2% es por reacciones
anapleroticas (vs). Desde piruvato, el 3% es dirigido para sintesis de alanina y serina (Vis Y Vig),
el 56% para la sintesis de lactato (v4) y el 41% sigue hacia AcCoA (ve) (ver Figura 34). En este
segundo punto importante, el mayor flujo proviene desde piruvato (71%), lo deméas proviene de
la degradacion de aminoacidos (29%). Los flujos de salida de carbono desde AcCoA se dividen
en un 84% hacia ciclo TCA (v7), 8% para sintesis de lisina y tirosina (Va2 Y Vzs), 3% para la de
TG (va1) y 5% para biomasa (vs2) (ver Figura 34). Aqui existe una diferencia entre los casos. El
efecto de la menor produccién de TG para el caso 2.2 se ve reflejado en el aumento del flujo
hacia el ciclo TCA, siendo un 13% mayor que el caso 2.1. Esto produce que el flujo de carbono
que se mantiene en el ciclo TCA corresponda a un rango de porcentaje relativo entre 70 y 90.

=V 7 (54%)
Wy (55%)
W3 [28%) Ve (71%) eV 2z os [B%)
]—-Pyr Vg (41%) }MC 0A —
Vs (2%;) Vig 202127 (29%} =Wy (3%)
Vg 17 (2%
—=Vap (53)

Figura 34: Caso 2.2. Balance de masa de piruvato y acetil CoA.
Distribucion porcentual de los flujos de entrada y salida.
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Adicionalmente, la Figura 31 muestra la distribucién de flujos de nitr6geno, normalizadas a la
entrada de glutamina (datos de color rojo), de las cual se puede decir que la reaccion de
glutaminolisis (vi1) se lleva el 91% del total de glutamina disponible. La diferencia de la
distribucion porcentual de flujos de nitrégeno que llegan hacia glutamato entre los casos 2.1y 2.2
son despreciables. Se obtuvo que el 71% proviene de glutamina (vi1), el 8% desde el ciclo de
urea (vig), el 20% de la desaminacion de los mismos aminoacidos que en el caso 2.1, y solo 1%
proviene del consumo de glutamato desde el medio extracelular (ver Figura 35). Del flujo total de
nitrdgeno que sale desde este nodo, un 44% es destinado a GSH (vig), un 25% (7% menor que el
caso 2.1) se utiliza en el paso de OAA a aspartato, mientras que el resto de reacciones de sintesis
de aminoacidos se lleva el 31% restante. Con respecto al ciclo de la Urea, éste posee un flujo
permanente que se mantiene en un rango de porcentaje relativo entre 30 y 60, limites 10% menor
a los del caso 2.1. Ademas, se obtuvo que las reacciones que involucran aspartato (Vi Yy Vao) Se
encuentran en equilibrio.

Vg (71%)— Vg (25%)
Vig (8% — W g [44%)
>Glu—
V20212427 120%)— V7 1522 2325(31%)
Glu,, (136 — Vo (0%

Figura 35: Caso 2.2. Balance de masa de glutamato.
Distribucion porcentual de los flujos de entrada y salida.

De las tasas especificas estimadas por el modelo, al igual que el caso 2.1, se obtuvo que las
tasas de biomasa, hexosa, lactato, amonio y CO, no deben variar para un cierre de los balances,
mientras que las de TG y GSH debiesen disminuir en un 35% y 44% respectivamente (ver Tabla
43). Ademas, la tasa de produccién de urea debe aumentar en un 17%.

Tabla 43: Caso 2.2. Tasas especificas de intercambio estimadas, en [mmol/10%el/h].
Tasa especifica a Tasa especifica a Porcentaje

Metabolito g decultivo 78 [] de cultivo  Relativo
Biomasa 1,68 x10 1,39 x10° 100%
Glucosa -1,45 x10™ -1,20 x10™ 100%
Lactato 1,67 x10™" 1,38 x10™" 100%

Triglicéridos 8,56 x10™ 7,11 x10™ 65%
Amonio 5,47 x10° 4,54 x10°° 97%
co, 4,36 x10™ 3,62 x10" 100%
GSH 3,42 x10” 2,84 x10° 56%
Urea 1,83 x10° 1,52 x10° 117%

De las tasas estimadas de intercambio de aminoacidos (mostradas en Tabla 44), el modelo
indica que en el caso de los esenciales, fenilalanina y valina debiesen ser de produccion. Esta
ultima ademas debe aumentar en un 50%, mientras que el consumo de treonina sélo un 20%.
Todas las demaés tasas de este grupo deben disminuir, siendo el mas notorio la tasa de lisina que
debiera llegar a un 2%. De los aminoacidos no esenciales existen cambios mas grandes: alanina y
aspartato deben ser de produccion, con una tasa 4 y 3 veces mas grandes, respectivamente; las
tasas que también necesitan cambiar de sentido son asparagina, glutamato, prolina y tirosina,
todas a excepcion de la ultima, con una magnitud de flujo mayor al calculado. Cisteina, glicina y
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serina contindan siendo de consumo, pero con una mayor magnitud, siendo la primera la que
debe aumentar 6 veces su valor.

Tabla 44: Caso 2.2. Tasas especificas de intercambio estimadas de aminoéacidos, en
[mmol/10°cel/h].

Aminoéacidos esenciales Aminoacidos no esenciales
lasd Med Porcentaje lasa Tasa Porcentaje
especifica 58 especifica 78 Relativ cJ) especifica 58 especifica 78 Relativ é
[h] [h] [h] [h]
-1,26 x10° -1,04 x10° 3,64 x10° 3,02 x10° -441%
lle -1,42 x10° -1,18 x107 24% Arg -9,79 x10° -8,13 x107 65%
Leu -6,32 x10°® -5,25 x10° 59% Asn 1,56 x10° 1,30 x10° -139%
Lys -2,27 x10™ -1,89 x10™ 2% Asp 3,44 x107 2,86 x10° -338%
Met -3,15 x10™ -2,62 x10™ 21% Cys -3,48 x107 -2,89 x107 637%
Phe 1,35 x10° 1,12 x10° -44% Gln -6,02 x10° -5,00 X107 96%
Thr -9,70 x10°® -8,06 x10° 122% Glu 2,69 x10° 2,23 x10° -152%
Trp -9,26 x10° -7,69 x107 78% Gly -2,02 x10° -1,68 x107 110%
Val 2,69 x10° 2,23 x10° -152% Pro 2,69 x10° 2,24 x10° -152%
Ser -4,09 x10°° -3,40 x10° 177%
Tyr 1,96 x10° 1,63 x10° -78%

Por ultimo, siendo reiterativo, las tasas especificas de metabolitos intracelulares son similares
a las obtenidas en el caso 2.1, con un orden de magnitud bastante bajo (10°), por lo que se
pueden considerar que no influyen en el sistema. Nuevamente, orinitina fue el Unico caso que se
destaca, siendo una tasa especifica de produccion, bajo la misma teoria de que es necesaria para
la regulacion de los flujos de nitrogeno en el ciclo de la Urea.

Tabla 45: Caso 2.2. Tasas especificas de intercambio estimadas de metabolitos

intracelulares, en [mmol/10°cel/h].
. Tasa especifica a Tasa especifica a
ety 58 [n] de cultivo 78 [h] de cultivo

Acetil CoA -1,79 x10° -1,48 x10°

a Cetoglutarato -4,47 x10° -3,71 x10°
Fumarato -3,57 x10° -2,97 x10°®°
Gliceraldehido 3P -2,68 x10° -2,23x10°
Glucosa 6P -5,36 x10° -4,45 x10°
Oxaloacetato -3,57 x10° -2,97 x10°®°
Ornitina 2,60 x10° 2,23 x10°
Piruvato -2,68 x10° -2,23x10°
Succinil CoA -3,57 x10°® -2,97 x10°®°

En términos generales, comparando las distribuciones de los flujos es posible indicar que para
este tipo de suplementacién los flujos internos son bastantes similares a los obtenidos en el caso
2.1 en cuanto a magnitud, a pesar de que en este caso se analiza la alimentacién de fructosa. El
unico efecto que se ve reflejado por el menor consumo fuente de carbono es que los flujos
internos disminuiran, pero al normalizarlos por el flujo v1 se concluye que el metabolismo
interno es el mismo que presento el caso 2.1. La diferencia entre los casos radica que hubo una
menor cantidad de carbono destinado hacia biomasa y lactato, lo que se traduce en un aumento en
el ciclo TCA, y no en la sintesis de TG como se indica en la hipotesis de este estudio.
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3.4.3.3 Caso 2.3: Fructosa 10 [mM] (F10)

En este dltimo caso de estudio, utilizando las tasas especificas calculadas para CO,, GSH y
Urea, los balances para el caso de suplementacion con solo fructosa en el medio son de 49% para
carbono y 54% para nitrogeno. Se realizd la misma modificacion que se hizo en los casos
anteriores, ponderar la tasa de produccién de CO, por 20 y la de GSH por 10, con el objetivo de
estandarizar la metodologia de estimacion de estas tasas. Esto dio como resultado un cierre de
balance de carbono en un 102% y de nitrogeno en un 101%. Las tasas se muestran en la Tabla 46
y es posible sefialar que al igual que las tasas mostradas en la Tabla 35 y Tabla 36, sufren una
gran variacion entre los tiempos de cultivo debido al gran crecimiento presentado en este ensayo.

Tabla 46: Caso 2.3. Tasas especificas de intercambio de metabolitos no medidos

experimentalmente, en [mmol/10°cel/h].
Tasa especifica a Tasa especifica a

Metabolito | 5o 11y e cultivo 78 [n] de cultivo
CO, 6,11 x10 3,91 x10
GSH 7,50 x10” 4,80 x10”
Urea 1,34 x107 8,57 x10°

La distribucién de flujo generada para esta suplementacion se muestran en las mimas Figura
30 y Figura 31, siendo para este caso los datos de color verde. Para comenzar, la distribucion de
flujos de carbono (Figura 30) sefiala que el 98% que entra por concepto de fructosa es
metabolizado hasta piruvato a través de la glicolisis, y s6lo un 2% es para la sintesis de TG y
biomasa (va1 Y V32). En este primer nodo, el 88% del flujo que se recibe proviene de glicdlisis
(v3), mientras que el 12% viene por reacciones anapleoticas (vs), un 10% mayor que el caso 2.1.
De los flujos de salida, el 50% se convierte en lactato, mientras que el 47% es enviado hacia
AcCoA, y al igual que los dos casos anteriores, el 3% es para la sintesis de alanina y serina (ver
Figura 36). Realizando ahora el balance a nivel de AcCoA, el flujo que proviene de piruvato
corresponde a un 65% de total que entra, mientras que el 13% es recibido desde la degradacion
de aminoacidos y el 22% desde triglicéridos. Las salidas comprenden un 18% como precursor
para sintesis de aminoacidos, 10% para formacion de biomasa y un 72% destinado a ciclo TCA
(ver Figura 36). Este Gltimo se diferencia de los dos casos estudiado anteriormente. Debido a la
alta tasa de produccion de CO, obtenida luego de la ponderacién, el rango porcentual relativo de
los flujos dentro del ciclo es entre un 70 y 100%, el doble al obtenido en el caso 2.1. Como
resultado de este efecto, se obtuvo que la tasa de TG tenga el sentido contrario por los
requerimientos de AcCoA, y no existe un equilibrio entre los flujos vi, y V3o, SiN0 que ambos
flujos se orientan hacia el ciclo TCA.

Wy (50%) Vi (85%) W7 (723%)

W3 (B5%)
:|—’FI1_.I,rr M (473 Vigzoz127 (13%) AcCob Voo 2s (18%)
Ve (12%)

Wy 7 (3%) Vay (22%) Wz (10%)

Figura 36: Caso 2.3. Balance de masa de piruvato y acetil CoA.
Distribucion porcentual de los flujos de entrada y salida.

Revisando la distribucion de flujos de nitrégeno en la red metabolica (Figura 31), se obtuvo
que le 89% de la glutamina que entra se degrada en amonio y glutamato (v11). Esto corresponde
al 79% de flujos de nitrogeno que llega hacia glutamato. El 4% de entrada es los que la célula
toma desde el medio y el 17% de la transaminacion en la degradacion de aminodacidos. El aporte
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desde Urea es casi nulo (vig) (ver Figura 37). Esta reserva de glutamato es utilizado en un 43%
para la sintesis de GSH y 57% para transaminacion para sintesis de aminoacidos. El ciclo de Urea
posee un flujo porcentual relativo de 30%, mucho mas bajo que los otros casos estudiados, razén
por la cual no es enviado nitrogeno desde este ciclo hacia glutamato.

Vo (75%0)—
Mg (22%)
Viz21 24 27 (179 —
P Glu—*= V17,1922, 23 25 (57%)
Vg (0%)—
Waz (03
Glug, 496 —

Figura 37: Caso 2.3. Balance de masa de glutamato.
Distribucion porcentual de los flujos de entrada y salida.

De la tasas especificas estimadas por el modelo y mostradas en la Tabla 47, se tiene que para
obtener un balance de masa cerrado, el necesario que la tasa de triglicéridos sea de consumo y
aumento su magnitud 8 veces, debido a los requerimiento de carbono para ciclo TCA explicados
en los péarrafos anteriores. Por tercera vez se indica que la tasa de produccion de GSH debe
disminuir a la mitad, mientras que la de Urea debe aumentar un 25%. Las demas tasas sefialadas
no muestran cambios.

Tabla 47: Caso 2.3. Tasas especificas de intercambio estimadas, en [mmol/10°cel/h].
Tasa especifica a Tasa especifica a Porcentaje
58 [h] de cultivo 78 [h] de cultivo Relativo

Metabolito

Biomasa 4,63 x10° 2,96 x10° 100%
Glucosa -1,70 x10* -1,09 x10*1 100%
Lactato 1,85 x107 1,19 x10* 100%
Triglicéridos -2,54 x10° -1,62 x10™ -879%
Amonio 7,51 x10° 4,81 x10° 95%
Co, 6,11 x10*t 3,91 x107 100%
GSH 4,10 x10° 2,62 x10° 55%
Urea 1,68 x10° 1,08 x10° 126%

En los aminoacidos esenciales, las tasas de lisina, fenilalanina y valina pasan a ser de
produccién, con una magnitud menor al 50% de la medida. S6lo histidina y treonina deben
aumentar su magnitud no méas de un 40% para el cierre de balance, mientras que las demas tasas
especificas de consumo disminuyen su valor. De los 11 aminoacidos no esenciales, 5 pasan a ser
tasas de produccion, en donde, la tasa de alanina debiese aumentar al triple, la de tirosina un 50%
y la de arparragina y glutamato no mas del 10%. Al igual que el caso G5F5, la tasa especifica de
consumo de cisteina aumenta 7 veces. También aumentan la de glicina y de serina, mientras que
las tasas restantes disminuyen su magnitud.

De la tasas de intercambio de metabolitos intracelulares, para este caso la magnitud de las
tasas son de 2 6rdenes de magnitud mayor que la de los casos anteriores, indicando que existen
desbalances producto de tasas especificas medidas asociadas a un gran error, por lo que es
necesario gque exista consumo de éstos metabolitos internos con mayores magnitudes que los
obtenidos en los casos 2.1 y 2.2. Por tercera vez la tasa de ornitina alcanza valores similares a
algunos aminoacidos.
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Tabla 48: Caso 2.3. Tasas especificas de intercambio estimadas de aminoéacidos, en
[mmol/10°cel/h].

Aminoécidos esenciales \ Aminoécidos no esenciales

Taga Ta§a Porcentaje Taga Ta§a
especifica 58 especifica 78 Relativo especifica 58 especifica 78
[h] [h] [h] [h]

Porcentaje
Relativo

His -4,14 X10° -2,65 x10° 141% Ala 5,76 x10° 3,68 x10° -301%
lle -2,70 x10° -1,73 x107 26% Arg -6,36 x10° -4,07 x107 49%
Leu -5,26 x10° -3,37 x10°° 41% Asn 1,70 x10°® 1,09 x10°° -109%
Lys 3,38 x10” 2,16 x10° -28% Asp -3,04 x10° -1,94 x107 80%
Met -8,68 x10™ -5,56 x10™ 39% Cys -4,28 x10° -2,74 x107 740%
Phe 1,69 x10°° 1,08 x10°° -30% Gln 9,18 x10 -5,87 x10° 97%
Thr -1,68 x10 -1,08 x10°° 137% Glu 3,82x10° 2,45 x10°° -102%
Trp -7,40 x10° -4,74 x107 72% Gly -3,08 x10° -1,97 x107 117%
Val 2,56 x10°° 1,64 x10°° -51% Pro 2,54 x10°° 1,63 x10° -51%
Ser -8,77 x10° -5,61 x10°° 207%
Tyr 4,43 x10° 2,84 x107 -153%

Tabla 49: Caso 2.3. Tasas especificas de intercambio estimadas de metabolitos
intracelulares, en [mmol/10°cel/h].
Tasa especifica a Tasa especifica a

il 1 58 [n] de cultivo 78 [h] de cultivo
Acetil CoA -1,11 x10™ -7,10 x10°
a Cetoglutarato -2,77 x10™ -1,77 x10™*
Fumarato -2,22 x10™ -1,42 x10™*
Gliceraldehido 3P -1,66 x10™ -1,06 x10™
Glucosa 6P -3,33 x10° -2,13 x10™
Oxaloacetato -2,22 x10™ -1,42 x10™
Ornitina 3,20 x10° 2,05 x10°°
Piruvato -1,66 x10™ -1,06 x10™
Succinil CoA -2,22 x10™ -1,42 x10™*

Resumiendo, en este caso de consumo 100% de fructosa, se obtuvo que fue el caso de mayor
crecimiento, por lo que el flujo v, de formacion de biomasa es el mayor de los 3 casos
estudiados. Existe un elevado flujo en el ciclo TCA lo que produce problemas en ciertas vias
dentro del metabolismo. Uno de los efectos de esto es que la célula necesita un elevado flujo de
carbono proveniente de las reservas de TG intracelular. Ademas, ambas reacciones de aspartato
resultaron ser dirigidas hacia el ciclo TCA, no respetando el equilibrio entre ellas. Este mismo
hecho produce que el flujo de nitrégeno se mantenga a nivel de ciclo de Urea, y que el aporte
hacia glutamato (vi6) sea practicamente nulo.

3.44 Discusiones Generales del Estudio 11

El enfoque de estudio era examinar las diferencias en el metabolismo de las células HepG2
que se generan al utilizar diferentes fuentes de carbono. Esto se justifica por la creciente demanda
de endulzantes con fructosa como compuesto principal, y que segun los reportes publicados,
producen desérdenes metabolicos a nivel del higado, siendo su efecto mas directo la
sobreproduccién de lipidos. Bajo este contexto se evaluaron tres casos de concentracion de
azucar suplementada en el medio, a una concentracion suficiente que permitiria ver estas
diferencias. Las curvas de crecimiento sefialan que para los tres casos los parametros de
crecimiento son bastantes similares, donde las velocidades maximas de crecimiento no se
diferencian en més de un 10% entre si. En cuanto a densidad celular méxima alcanzada, la
suplementacion con sélo fructosa (F10) se aleja de los otros dos casos, siendo 0,2 x 10° [cel/ml]
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por debajo de los otros dos casos. Las células HepG2 estan acostumbradas a un crecimiento a
base de glucosa, por lo que las células no estan capacitadas para un cambio drastico de la fuente
de carbono, a pesar que se mantuvieron las células durante un pasaje previo en un medio con
fructosa. La diferencia entre la suplementacion mixta (G5F5) y la exclusiva de fructosa (F10) es
que en la primera se presenta el fendbmeno conocido como crecimiento diauxico, en donde las
células HepG2 utilizando primero la glucosa disponible para crecer, y solamente cuando los
niveles de ésta en el medio son nulos utilizaran la fructosa disponible.

El analisis metabolico hecho sostiene la teoria expresada en el parrafo anterior. En un ensayo
diferente, se obtuvo que la entrada de glucosa en el caso 2.1 es mucho mayor que en las que se
utiliza fructosa, y por consiguiente hubo una mayor produccion de TG. Este hecho constituye una
piedra de tope en la hipotesis de este estudio. Por mucho que las células posean un mecanismo de
asimilacion de fructosa mucho mas rapido que el de glucosa, si la entrada de fructosa a través de
las proteinas transportadoras es menor no habra un aumento de la formacion de TG, ya que existe
un menor flujo disponible de atomos de carbono. De la distribucion de flujos internos obtenida, la
principal conclusion que se desprende es que el Unico efecto directo del uso de fructosa es un
aumento de las tasas internas del ciclo TCA, mientras que la via de sintesis de TG es casi
despreciable al lado de éstas. Incluso, se obtuvo que para el caso 2.3, para un correcto balance, la
tasa de intercambio de TG debiese ser de consumo, debido a la necesidad de flujos de carbonos
requerida para alimentar el ciclo TCA. Una segunda sugerencia para este estudio seria aumentar
el nimero de evaluaciones por curva de crecimiento, ya que este ensayo solo permitio el andlisis
al inicio de la fase exponencial, por lo que esta modificacion permitiria ver si los efectos se
mantienen durante el tiempo de cultivo o existen cambios posteriores.

Con respecto a la aplicacion del modelo planteado, es necesario indicar ciertos hechos en base
al calculo de las tasas especificas de produccién de CO,, GSHy urea. Como se ve en la Tabla 50,
fue posible balancear las tasas especificas de intercambio extracelular a través de las mismas
ponderaciones de las tasas de produccion en los tres casos, 10 que permitié obtener un balance
bastante cerrado de carbono y nitrégeno. Sin embargo, las tasas especificas estimadas por el
modelo al resolver el sistema (Ec. 18) indican en todos los casos que la tasa de produccion de
Urea esta subestimada. Ademas, para el calculo de esta tasa el supuesto usado era que el 97% del
flujo que pasa de arginina a ornitina era destinado a glutamato, pero en todos los casos este flujo
es bastante bajo comparado con lo que se mantiene en el ciclo. Aln mas, para mantener el
equilibrio en el ciclo de la urea, no solo se elimina el exceso de flujo como Urea, sino que también
debe existir un flujo de salida de ornitina. Realizando una medicion real de la tasa de produccién
de Urea sera posible indicar si este valor fue subestimado, y como consecuencia, es necesario que
exista esta tasa de ornitina mencionada.

Tabla 50: Resumen de balances de carbono y nitrégeno en Estudio I1.

Caso ~ Balance de Carbono  Balance de Nitrégeno
2.1: Glucosa 10 101% 97%
2.2: Glucosa 5 / Fructosa 5 99% 102%
2.3: Fructosa 10 102% 101%

De la tasa de produccion de GSH, en todos los casos se ponderé esta tasa por 10 para poder
cerrar el balance. Esta accion genera una tasa muy alta de produccion comparada con la entrada
de cisteina. En los tres casos analizados, el modelo indica que las tasas de produccion de GSH
debe ser la mitad de la considerada para mantener un equilibrio en el sistema, junto con un
aumento sustancial de la tasa de consumo de cisteina de por lo menos 6 veces a la obtenida
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experimentalmente. Finalmente, la tasa de produccion de CO, es determinante para definir el
flujo que tendrda el ciclo de TCA y el sentido de ciertas vias aledafias a ésta. La tasa usada es la
misma para todos los casos estudiados, s6lo que se encuentran en proporcion con la
concentracion de células obtenidas en cada uno de los tiempos de cultivo. Dado que la
suplementacion con fructosa exclusiva fue el caso en donde se obtuvo una mayor velocidad de
crecimiento, esto produjo que la tasa de CO, sea también alta, por lo que arrastraria el error
asociado a la densidad celular en este caso. Para una correcta representacion de metabolismo
interno de la célula es necesario que existan mediciones precisas de las tasas especificas de
intercambio, idealmente todas obtenidas de forma experimental. En los 3 casos estudiados, si
bien se logro cerrar el balance, la estimacion de las tasas de intercambio hecha por el modelo
refleja que muchas de éstas deben modificarse para una distribucion de flujos internos
balanceada, es decir, no s6lo es necesario cerrar el balance, sino que debe existir una consistencia
entre las tasas calculadas. El célculo de estas 3 tasas de produccion de forma experimental,
permitiria identificar falencia que posea el modelo planteado. Si estas tasas fueron
sobreestimadas, habria que agregar al modelo una tasa especifica de produccién de carbono Xc y
una de nitrogeno Xn, o en su defecto, una tasa especifica de produccion de un metabolito que
contenga ambos elementos en su estructura Xcn, lo que permitiria el cierre de los balances de
ambos elementos. Luego, es necesario revisar en la literatura si existe algun subproducto de las
células hepaticas que no se esté considerando en el modelo planteado en este trabajo.

Sin dejar de considerar lo expuesto en los parrafos anteriores, es posible sefialar que el modelo
hepatico si es capaz de entregar una representacion del metabolismo interno, siendo coherentes
con los reportes de la literatura: el principal flujo de carbono corresponde a las vias de glicolisis y
ciclo TCA, mientras que la principal salida de carbono de la célula seria en forma de lactato; en
todos los casos se obtuvo que es necesaria la sintesis de alanina y de serina a partir de pruvato;
existe un equilibrio en las reacciones del metabolismo de aspartato, a excepcién del caso F10,
donde ambos flujos son utilizados para mantener los elevados flujos en el ciclo TCA; dentro de
los aminodacidos que poseen un metabolismo pequefio, pero que son necesarios para mantener el
equilibrio dentro de la células, estan metionina, asparagina, tirosina, fenilalanina, valina,
isoleucina, prolina, histidina, leucina y lisina; el principal ingreso de nitrogeno es a través de la
reaccion de glutaminolisis, encargada de aumentar los niveles de amonio intracelular y de
glutamato para realizar las reacciones de transaminacién en los procesos de sintesis de
aminoacidos.
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4 CONCLUSIONES

El objetivo de este trabajo de tesis es establecer una metodologia que permita realizar estudios
metabolicos en células de origen hepéatico, con herramientas in silico que complemente el
entendimiento en investigaciones in vitro. Se disefio un modelo hepatico para realizar los analisis
del metabolismo de las células HepG2, a partir de modelos reportados en la literatura, el cudl
comprende 37 metabolitos intracelulares y 32 reacciones que abarcan las principales vias
metabdlicas. Del analisis de sensibilidad de la matriz pseudoestequiométrica se desprende que las
reacciones de mayor sensibilidad son las referentes al metabolismo de piruvato y acetil CoA, las
que incluyen reaccion anaplerotica, ciclo TCA vy sintesis de triglicéridos.

En un primer enfoque, se estudié el efecto de la aplicacion de acetaminofén (APAP) sobre el
crecimiento de las células. Comparando las curvas de crecimiento obtenidas en un primer ensayo,
se corroboro el efecto toxico que posee el APAP, debido a que luego de su aplicacion (a las 40
[h] de cultivo), las células inmediatamente detienen su crecimiento y comienza una fase de
muerte celular. Sin embargo, la concentracién utilizada (1 [mM]) es menor a la registrada como
dosis dafiina, indicando que las células utilizadas en este estudio son méas sensible a los efectos
nocivos directos e indirectos que provoca las presencia de APAP en el medio. En un segundo
ensayo se realizd el analisis del metabolismo de las células en ausencia y presencia del APAP.
Los resultados para el control 0A/ON no estuvieron exentos a errores de medicion ya que la fue
velocidad de crecimiento observada 30% menor al obtenido para la curva de crecimiento y un
AlLac/AGlc de 3,3, valor por sobre el esperado tedrico. Ademas, luego de calcular las tasas
especificas de consumo/produccion, se alcanzé un desbalance por sobre 400%, es decir, los flujos
de salida son 4 veces los flujos de entrada. Para el caso de presencia de APAP en el medio
(LA/ON), a diferencia del control, si se logro cerrar los balances de masas por especie a traves de
la ponderacion de las tasas especificas de produccion. En este caso se obtuvo una alta produccion
de lactato, con un ALac/AGlIc de 7,1, lo que se tradujo en que los flujos interno se redireccionen
hacia piruvato y satisfacer esta demanda de carbono, utilizando como fuente de carbono
triglicéridos y triptéfano, ademas de la glucosa. Como se mencion0 en la respectiva seccion, esta
alta tasa de lactato, junto con el cambio de sentido de ciertos flujos pueden ser indicadores del
estado de muerte celular, pero dado que el ensayo del caso control no fue exitoso, no es posible
comparar estos resultados.

Por otra parte, se estudio el efecto protector del N-acetilcisteina (NAC), ya que frente a la
accion de APAP las células disminuyen los niveles de glutation intracelular. EI NAC aporta con
los residuos de cisteina para reestablecer los niveles de glutation, y disminuir el estrés oxidativo
que se genera dentro de las células. Se evaluaron dos casos de proteccion, en donde se aplicd 3
horas antes y 3 horas después de suministrar el APAP al medio. El efecto preventivo no fue
efectivo, ya que luego de agregar APAP las densidad comenz6 a bajar, al igual que el caso
1A/ON. Se deduce que dado a que antes del APAP las células se encuentran en un crecimiento
con condiciones estandar, el NAC suministrado fue utilizado para otros propositos dentro de la
célula. El efecto protector al aplicarlo después el APAP resulto ser efectivo, en donde se obtuvo
un crecimiento con un 50% y 58% menor en la velocidad y concentracion maxima que el caso
control OA/ON, respectivamente. En el segundo ensayo solo se realizo el analisis de flujo
metabolico para el caso con proteccion posterior a la aplicacion de APAP. Si bien, éste fue el
unico caso en que el ALac/AGIc se encuentra dentro del rango esperado, la concentracion celular
se mantuvo practicamente constante durante el tiempo de cultivo, y no fue posible reproducir los
resultados de la curva de crecimiento. Ademas, del calculo de las tasas especificas se obtuvo un
desbalance por sobre el 300%, y una distribucion de flujos internos con casos inconsistentes con
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lo esperado, como flujos excesivos en ciertas vias sentidos de flujos opuestos. En sintesis, de este
primer estudio, los resultados obtenidos no pueden ser concluyentes sin realizar antes una
repeticion de los ensayos, con el fin de dilucidar si existe un problema con el modelo planteado y
no se estan considerando todas las tasas especificas de consumo, o simplemente hubo un
problema en el procedimiento experimental, y por consiguiente, las mediciones y el célculo de
tasas especificas tiene un error experimental asociado.

En el segundo estudio, se analizaron los cambios metabdlicos que se generan al utilizar
diferentes fuentes de carbono, ya que se ha reportado que una dieta a base de fructosa produce
desordenes en el metabolismo de células hepéticas, siendo una excesiva sintesis de lipidos el
efecto més directo. Se estudié tres casos de suplementacién: 10 [mM] de glucosa (G10), 5 [mM]
de glucosa y de fructosa (G5F5) y 10 [mM] de fructosa (F10). Comparando los tres casos de
estudio, se obtuvieron curvas de crecimiento similares, siendo el caso de suplementacion mixta el
que presentd una mayor velocidad de crecimiento. Sin embargo, las demés no se diferencian méas
alla de un 10% en cuanto a la velocidad de crecimiento. En un comienzo del crecimiento, las
densidades celulares del caso G5F5 son précticamente iguales al caso G10, debido que en este
periodo la fuente de carbono es glucosa (comportamiento diauxico), por lo que el cambio de
azucar no retardd el crecimiento de las células. En cambio, para el caso de 100% fructosa, se
obtuvo que las concentraciones celulares siempre fueron menores que los otros casos, debido a
que las células deben pasar un proceso de adaptacion que les permitan crecer en un medio con
fructosa.

Se realiz6 un segundo ensayo con el que se obtuvieron las tasas especificas de
consumo/produccion para generar los diagramas de flujos internos y analizar los cambios que
ocurren en el metabolismo al interior de las células. De estos resultados se obtuvo que en todos
los casos las densidades celulares se encuentran por sobre los valores de las curvas de
crecimiento en los mismos tiempos de evaluacién. Este error se atribuye a que las placas pueden
haber sido inoculadas a una concentracion mayor. Sin embargo, solamente para el caso G10 se
logré reproducir la velocidad de crecimiento, mientras que la de G5F5 fue un 36% menor y F10
un 52% mayor que en el ensayo de las curvas de crecimiento. Ademas, en los tres casos hubo un
ALac/AGIc menor a 1,5. La diferencia entre los tres casos se refleja en la concentracion relativa de
triglicéridos (con respecto a la concentracion total de proteina). Se obtuvo que para el Gnico caso
en que hubo un aumento de esta concentracién fue para el caso G10, que coincidentemente fue el
caso con mayor consumo de azucar y mayor produccion de lactato. Ademas, la distribucién de
flujos internos indica que en términos generales son bastante similares los casos estudiados, y que
el gran flujo que entra por concepto de consumo de hexosa es distribuido principalmente entre la
produccion de lactato y lo destinado al ciclo TCA. En resumen, en la hipotesis de este estudio se
plante6 que altos niveles de fructosa en el medio producen un incremento de la sintesis de
triglicéridos. Esta hipotesis se rechaza, debido a que el aumento de triglicéridos se correlaciona
con el aumento de fuente de carbono que entran al sistema, y que la entrada de fructosa es una
etapa limitante, a pesar de que dentro de las células es metabolizada mas rapido que glucosa.

La linea celular HepG2 ha sido ampliamente utilizada por la comunidad cientifica, y posee un
potencial uso como modelo in vitro para estudios metabdlicos debido a que mantiene varias
funciones propias de las células hepaticas. No obstante, para estudios de caracter toxicoldgicos,
las células presentan un bajo nivel de expresion de enzimas involucradas en procesos de
eliminacién de drogas, hecho que se refleja en la alta sensibilidad a los efectos nocivos del APAP
en el primer estudio. Existen alternativas de sublineas, como HepG2 E47 y HepG2 Mvh22E1,
gue sobreexpresan enzimas involucradas en procesos de eliminacion de farmacos. Seria
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interesante desarrollar un estudio en que se realice el mismo disefio experimental, y en base a los
resultados definir si estas sublineas son una mejor representacion in vitro que las utilizadas en
este trabajo. Por otro lado, ya que en el segundo estudio se obtuvieron bajas tasas de consumo de
fructosa y concentraciones relativas de triglicéridos menores en por lo menos un orden de
magnitud a lo reportado, seria de gran utilidad evaluar el nivel de expresion de las proteinas de
membrana GLUT2 y GLUT5 de las células HepG2 utilizadas en este trabajo y compararlo con
los de un hepatocito, con el objetivo de complementar la caracterizacion de esta linea celular.

El modelo hepatico planteado fue capaz de presentar una distribucion de flujos internos del
metabolismo de las células en cada uno de los casos estudiados, presentando problemas en ciertas
vias metabdlicas (sobre todo en el primer estudio), pero que podrian ser por errores de calculo de
las tasas especificas. Es necesario realizar mas ensayos de caracter toxicologicos para validar el
modelo como herramienta computacional para la caracterizacion de los efectos que podrian tener
nuevas drogas, e incluso, ser utilizado para proponer nuevas técnica de tratamientos para
contrarrestar el dafio causado por drogas o alguna enfermedad que produzca cambios en el
metabolismo interno de las células hepéticas. Mas aun, el modelo podria utilizarse no sélo con
células HepG2, sino que también con otros sistemas de cultivo in vitro, con la finalidad de
caracterizar y mejorar funciones hepaticas en el desarrollo de nuevos dispositivos de caracter
medicinal, como higados artificiales.
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ANEXOS

Anexo A: Cultivo de Células Animales

El cultivo de células animales nace con el objetivo de estudiar conceptos béasicos a nivel
celular como parte del desarrollo de la biologia. En el afio 1907, siendo el primer cientifico en
incursionar en esta area, Ross Harrison estudio el desarrollo de fibras nerviosas en codgulos de
plasmas, utilizando tejido de un embrion de rana. Este acontecimiento abri0 las puertas al estudio
de sistemas celulares alejados de los mismos organismos a lo largo del siglo 20, cuyo interés se
desarrolla en base a la comparacién entre cultivos de animales bajo condiciones normales y
patoldgicas, para obtener aproximaciones de sistemas humanos. (Mather et al., 1998; Freshney,
2005)

En los afios proximos a 1950, comenzo6 el desarrollo de células con una vida util mayor a los
cultivos normalmente usados. Bajo el nombre de lineas celulares, se logré enfocar los estudios no
solo en el crecimiento celular, sino que también en la respuestas de estas frente factores externos
y en la produccion y secrecion de hormonas y otras funciones in vitro. (Freshney, 2005)

No solo se ha logrado un avance en los sistemas celulares, sino que también el ambiente en
que crecen estos sistemas ha evolucionado a lo largo de los afios. Algunos cientificos, como
Harry Eagle (1955), demostraron que los extractos celulares pueden crecer en determinados
medios compuestos por una mezcla de aminoacidos, vitaminas, co-factores, carbohidratos, sales y
suero. Estudios posteriores determinaron que cada tipo de células posee un medio 6ptimo de
nutrientes para su crecimiento. Por Gltimo, el remplazo del suero por ciertos compuestos (proteina
de anclaje, proteinas de transporte, hormonas y factores de crecimiento) permitio el desarrollo de
nuevos medios que permitieron un mejor crecimiento. (Mather et al., 1998)

Tipos de Investigacion

Los diferentes estudios que pueden ser llevados a cabo utilizando cultivo in vitro se clasifican en
9 lineas de investigacion, sefialadas en la Tabla 51(Freshney, 2005).

Tabla 51: Areas de aplicacion de cultivos celulares.

Linea de Investigacién Aplicacion

L Transcripcion y replicacion de DNA, sintesis de proteinas, metabolismo energético, ciclo
Actividad Intracelular .
celular, apoptosis
Formacion y utilizacion de RNA, receptores hormonales, flujo de metabolitos, sefializacién
traduccional, traficos a nivel de membrana

Flujos Intracelular

Farmacologia Metabolismo de drogas, interaccion ligando-receptor, resistencia a drogas
Toxicologia Infeccidn, citotoxicidad, mutagénesis, carcinogénesis, irritacion, inflamacion
Inmunologia Epitopos de superficie celular, hibridomas, citosinas y sefializacion, inflamacion

Morfogénesis, control paracrino, cinéticas de proliferacion celular, cooperacién metabdlica,

Interaccioén célula-célula L " - ., -
motilidad y adhesion celular, interaccién matricial

Gendémica Andlisis genético, transfeccion, infeccion, transformacion, inmortalizacion

Productos Celulares Protedmica, secrecidn, biotecnologia, disefio de bioreactores, procesamiento down-stream

Construccion de tejidos, matrices y soportes, fuente de células madre, propagacion,
diferenciacion

Ingenieria de Tejidos
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Ventajas y Desventajas

Dentro de las ventajas que se pueden mencionar en cuanto al trabajo de laboratorio es que es
posible mantener un control del ambiente en que crecen las células, es decir, un control en las
propiedades fisicoquimicas del medio de cultivo (pH, temperatura, tension de O, y COy).
Ademaés, las condiciones fisiol6gicas (concentracion hormonal y de nutrientes) permanecen
relativamente constantes. Es posible suplementar los medios de forma de mantener células con un
fenotipo lo méas proximos a la situacion in vivo. Por otra parte, el hecho de que las células se
encuentren expuestas permite utilizar concentracion bajas de agentes externos (nutrientes, drogas,
etc.) a la hora de realizar experimentos, evitando pérdidas debido a excrecion y distribucion en
los tejidos aledafios, dentro del mismo organismo. (Freshney, 2005)

Sin embargo, existen también desventajas que se deben considerar a la hora de trabajar con
cualquier sistema celular in vitro, partiendo por las estrictas condiciones asépticas que procuran
evitar cualquier tipo de contaminacion (quimica, microbiana o cruzada). Conjuntamente, las
células en cultivo estdn propensas a sufrir variaciones a nivel de genotipo (heterogeneidad,
variabilidad), como también de fenotipo (desdiferenciacion, adaptacién). Por ultimo, se debe
tener en consideracion la baja cantidad de células con que se trabaja y los altos costos de las
mismas células, medios, material de trabajo y equipos. (Freshney, 2005)

Tipos de Cultivo

Los cultivos celulares se clasifican bajo el criterio de la cantidad de células y del tamafio con que
se trabaja. Es asi como existen 3 grandes grupos, cada uno con sus pros y contras. (Mather et al.,
1998; Freshney, 2005)

Cultivo de Organos

Corresponde 6rganos embrionarios o fragmentos de tejido adulto, que como principal
caracteristica es la retencion de la estructura tridimensional del 6rgano en estudio. En necesario
mantener durante su cultivo una interface liquido-gas que favorezca la retencion de su forma
esférica. Dado a que es un extracto directo, las células mantienen las propiedades de
diferenciacion del 6rgano, convirtiéendolo en uno de los mejores modelos a nivel funcional. No
obstante, una de las desventajas es el requerimiento de fragmentos frescos para cada experiencia
debido a su baja capacidad de propagacion, impidiendo la reproducibilidad en cada trabajo.

Cultivos de Explantes Primarios

En este caso se habla de pequefios fragmentos de tejido que se colocan en placas para su
anclaje y posterior propagacion. Sin bien, no poseen la estructura tridimensional completa, las
células mantienes las propiedades citoldgicas iniciales in vivo. Al igual que el caso anterior, el
origen de los fragmentos produce una alta variabilidad entre cada experiencia, por lo que
disminuye la reproducibilidad, y su cuantificacion celular también es compleja.

Cultivos de Células

A este tipo de cultivo pertenecen los cultivos primarios y lineas celulares. La diferencia entre
ellos, es que los cultivos primarios son disgregaciones de Organos, por lo que son una
representacion mas proxima que las lineas celulares, o células que han sufrido de modificacion
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genética. La ventaja de estas Gltimas, es que poseen una capacidad de proliferacion y de
subcultivo mayor que los cultivos primarios.

A pesar de sus diferencias, ambos tipos de cultivos corresponden a células que crecen
mayoritariamente en forma de monocapas. No obstante, es posible que ciertas células puedan
crecer en suspension, produciendo un modelo mas proximo a la situacion in vivo. Ademas,
permiten analisis bioquimicos, moleculares, inmunologicos y citolégicos, con una alta
reproducibilidad. Finalmente, debido a la pérdida de las interacciones célula-célula en este tipo de
cultivo, investigadores han profundizado en la blsqueda de la construccion de tejidos de alta
densidad celular. Es asi como se diferencian entre dos estructuras tridimensionales: Cultivo
histotipicos, formados por el mismo tipo de célula; y cultivo organotipicos, formados por
diferentes células, simulando la diversidad que presentan los tejidos in vivo. (Freshney, 2005)
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Anexo B: Modelos Hepaticos

Para el estudio del higado a nivel de laboratorio se han utilizado diferentes modelos hepaticos,
clasificados segin su mecanismo de extraccion, su tamafio y su perdurabilidad ex vivo.

Microsomas y Supersomas

Los microsomas son vesiculas del reticulo endomplasmético de hepatocitos que contienen
enzimas del citocromo P450 (CYP), flavin monooxigenasas (FMO) y glucoronosil transferasas
(UGT). Los supersomas, por otra parte, corresponde al mismo tipo de vesicula, pero proveniente
de células de insecto transfectadas con CYP y UGT. (Brandon et al., 2003; Plant, 2004)

Con este mecanismo es posible el estudio (s6lo de forma cuantitativa) de la actividad
especifica de cada enzima en el metabolismo de ciertos compuestos, su comportamiento frente a
la presencia de inhibidores especificos, y también interacciones droga-droga.

A pesar de ser de bajo costo y de facil manejo, la actividad enzimatica dependera de la
procedencia de estas vesiculas. Para esto, aplicaciones han optado por la formacién de pool de
microsomas, con la intencion de obtener una actividad representativa. Dentro de las desventajas
se encuentra la ausencia de otras enzimas de la fase Il y de cofactores, lo que aumenta la cantidad
de intermediarios nocivos.

Fracciones Subcelulares

Como resultado de sucesivas centrifugaciones de muestras celulares hepaticas, se obtiene un
pellet y un sobrenadante, denominados fraccion mitocondrial y fraccion citosdlica,
respectivamente. Cada fraccion se encuentra enriquecida con diferentes enzimas. Mientras que la
fraccion mitocondrial posee principalmente enzimas de fase I, la fraccion citosélica contiene
enzimas de fase Il. La union de ambas fases también constituye un modelo para estudios, y recibe
el nombre de fraccion S9. (Brandon et al., 2003; Plant, 2004)

Ambas fracciones han sido utilizadas para estudiar la actividad enzimatica de sus respectivas
proteinas, pero al igual que los microsomas, estos estudios son solamente cuantitativos. La
fraccion S9 ademas, es utilizada para la deteccion de mutagénesis provocada por quimicos. Es
requerido agregar a los medios cofactores exdgenos Yy sistemas de regeneracion de NADPH.
Como principal desventaja es la baja actividad enzimatica que presentan.

Lineas Celulares

Como fue mencionado previamente, las lineas corresponden a células que han sufrido
alteraciones a nivel de su genotipo. Lineas celulares de hepatocito son obtenidos de
inmortalizaciones oncogénicas y de tumores hepaticos. Por definicion, estas células son
transformaciones estables funcionalmente hablando, presentan el espectro casi completo de
enzimas de fase | y Il, y poseen una alta reproducibilidad y consistencia en los experimentos.
Ademas, su manipulacion es sencilla y poseen una capacidad de proliferacion y de subcultivo
mayor a los cultivos primarios. Dentro de las lineas hepaticas utilizadas se encuentran BC2,
HepG2, NKNT-3, HepaRG, entre otras. (Guillouzo, 1998; Brandon et al., 2003; Plant, 2004;
Guillouzo et al., 2008)
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Sin embargo, la modificacién a nivel de codigo genético produce alteraciones fenotipicas que
derivan a diferencias funcionales, por lo que no son un completo reflejo del metabolismo de un
hepatocito in vivo, presentando en la mayoria de los caso una baja expresion de actividad
enzimatica. Con el objetivo de incrementar la actividad, se ha aplicado las técnicas de
recombinacion de genes individuales de enzimas CYP o algin cofactor para un mejor
comportamiento. Como alternativa, se ha utilizado ingenieria genética para modificar lineas
celulares no hepaticas, introduciéndoles genes de CYP. Un ejemplo de esto ultimo es la linea
celular de hamster chino V79.

Cultivo Primario de Hepatocitos

Los cultivos primarios hepaticos son obtenidos a traves del método de perfusion con
colagenasa modificado, a partir de extractos de higado humano. Tanto su cultivo en suspension
como en superficie, constituyen un excelente herramienta como modelo in vitro, debido al gran
parecido que poseen con hepatocitos in vivo. Su viabilidad se ha estimado en 4 semanas para el
caso de crecimiento en placas, y de solamente 3 0 4 horas para crecimiento en suspension. Sin
embargo, se realizan estudios que permitan generar soportes para el aumento de la viabilidad.
Ademas, es posible la criopreservacién, y el co-cultivo con células noparenquimales han
incrementado su viabilidad y funcionalidad. (Guillouzo, 1998; Brandon et al., 2003; Plant, 2004;
Guillouzo et al., 2008)

Estan sujetos a variaciones fenotipicas dependientes de la condiciones de cultivo (como la
solubilidad, factores de matriz e interaccion célula-células). Sufren de pérdidas graduales a los
largo de su corta vida util, sobretodo en la expresion de enzimas CYP. Por otra parte, la poca
disponibilidad de tejidos y la variabilidad entre individuos donadores, afectan de gran manera a la
reproducibilidad de los estudios.

Cortes de Higado y Aislacion Completa

Corresponde a los mejores modelos in vitro, debido a que ademas de representar la real
actividad enzimaticas, estas estructuras mantienen la organizacién tisular tridimensional, las
interacciones célula-célula y las interacciones célula-matriz. Sin embargo, ambos poseen una baja
viabilidad y reproducibilidad. (Guillouzo, 1998; Brandon et al., 2003; Guillouzo et al., 2008)

Con respecto a los cortes de tejido, son capaces de mantenerse metab6licamente activo durante
2 y 3 dias, y su cultivo en medio enriquecido con nutrientes los convierten en una herramienta
efectiva para el estudio de biotransformacion de drogas. El principal problema que genera su
corta vida util yace en los problemas de difusion de nutrientes y oxigeno dentro del tejido.

Por otro lado, aislar el 6rgano completo tiene como beneficio representacion completa del
sistema, ya que se tiene la estructura tridimensional exacta, y la totalidad de los tipos de células
hepaticas. Sin embargo, no existe disponibilidad de higado humanos y solo se trabaja con higados
animales a una menor escala. Asimismo, son modelos muy delicados y de dificil manejo, lo que
conlleva a su pobre reproducibilidad.
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Anexo C: Medios de Cultivo

En sus inicios, el cultivo de células in vitro se realizaban en medios naturales basados en
extractos de tejidos y fluidos corporales. Sin embargo, dada la necesidad de grandes cantidades
de medio de mayor calidad por el aumento de estudios in vitro, han surgido medios comerciales
basados en bioquimica nutricional (Freshney, 2005).

Eagle’s Minimun Essential Medium (EMEM)

Este medio formado por Eagle (1959) es uno de los méas usados, debido a que es
perfectamente adecuada a la mayoria de las lineas celulares, obteniéndose ciertas ventajas en
cuanto a crecimiento celular, como lo es el remplazo del uso del suero, entre otras. Consiste en
una solucioén modificada a partir de un medio previo (Eagle’s Basal Medium) (Freshney, 2005).

Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12)

Como el nombre lo indica, Dulbecco & Freeman (1959) disefiaron un nuevo medio en base a
la modificacion de EMEM. Siendo también uno de los mas usados, Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) posee una concentracion mayor de aminoacidos y vitaminas, junto con otros
suplementos adicionales.

Las mezclas de nutrientes Ham (1965) fueron desarrollado con el objetivo de brindar un
soporte al crecimiento celular, para ser usado con o sin suero, dependiendo del tipo de células.
Ham’s F12 ha sido utilizado en cultivos primarios de hepatocitos y células epiteliales de rata.
Ademaés, también se han realizado estudios en células de ovario de hamster chino (CHO). Esta
mezcla esta suplementada ademas con 25 [mM] de HEPES, buffer que mantiene el pH 6ptimo
(entre 7.2 'y 7.4) (Freshney, 2005).

Algunos laboratorios han determinado que la union de Ham’s F12 junto con DMEM, en
determinadas proporciones, generan un ambiente adecuado para el crecimiento y propagacion de
células de cultivo primaria o lineas celulares (Freshney, 2005).

A modo de comparacion, se encuentra en la Tabla 52 las concentraciones de sales inorganicas,

aminoacidos, vitaminas y otros compuestos de ambos medios (informacion obtenida de los
catalogos de (Invitrogen)):
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Tabla 52: Comparacion de medios de cultivo.

Amino Acidos

Glycine

L-Alanine

L-Arginine hydrochloride
L-Asparagine-H20

L-Aspartic acid

L-Cysteine hydrochloride-H20
L-Cystine 2HCI

L-Glutamic Acid

L-Glutamine

L-Histidine hydrochloride-H20
L-1soleucine

L-Leucine

L-Lysine hydrochloride
L-Methionine

L-Phenylalanine

L-Proline

L-Serine

L-Threonine

L-Tryptophan

L-Tyrosine disodium salt dehydrate
L-Valine

Vitaminas

Biotin

Choline chloride

D-Calcium pantothenate

Folic Acid

Niacinamide

Pyridoxine hydrochloride
Riboflavin

Thiamine hydrochloride

Vitamin B12

i-Inositol

Sales Inorgénicas

Calcium Chloride (CaCl2) (anhyd,)
Cupric sulfate (CuSO4-5H20)
Ferric Nitrate (Fe(NO3)3"9H20)
Ferric sulfate (FeSO4-7H20)
Magnesium Chloride (anhydrous)
Magnesium Sulfate (MgSO4) (anhyd,)
Potassium Chloride (KCI)
Sodium Bicarbonate (NaHCO3)
Sodium Chloride (NaCl)

Sodium Phosphate dibasic (Na2HPO4) anhydrous
Sodium Phosphate monobasic (NaH2PO4-H20)
Zinc sulfate (ZnSO4-7H20)
Otros Componentes

D-Glucose (Dextrose)
Hypoxanthine Na

Linoleic Acid

Lipoic Acid

Phenol Red

Putrescine 2HCI

Sodium Pyruvate

Thymidine

Componentes

75
89
211
150
133
176
313
147
146
210
131
131
183
149
165
115
105
119
204
261
117

244
140
477
441
122
206
376
337
1355
180

111
250
404
278
95
120
75
84
58
142
138
288

180
159
280
206
376,4
161
110
242

DMEM/F12
12400024
mg/L mM
18,75 0,25
4,45 0,05
1475 0,699
7,5 0,05
6,65 0,05
17,56 0,0998
31,29 0,1
7,35 0,05
365 2,5
31,48 0,15
54,47 0,416
59,05 0,451
91,25 0,499
17,24 0,116
35,48 0,215
17,25 0,15
26,25 0,25
53,45 0,449
9,02 0,0442
55,79 0,214
52,85 0,452
0,0035  0,0000143
8,98 0,0641
2,24 0,0047
2,65 0,00601
2,02 0,0166
2 0,00971
0,219 0,000582
2,17 0,00644
0,68 0,000502
12,6 0,07
116,6 1,05
0,0013  0,0000052
0,05 0,000124
0,417 0,0015
28,64 0,301
48,84 0,407
311,8 4,16
2438 29,02
6995,5 120,61
71,02 0,5
62,5 0,453
0,432 0,0015
3151 17,51
2,39 0,015
0,042 0,00015
0,105 0,00051
8,1 0,0215
0,081 0,000503
55 0,5
0,365 0,00151

MEM

11095072

mg/L

126

31

292
42
52
52
73
15
32

48
10
52
46

N = T e = =

0,1

200

97,67
400
2200
6800

140

1000

10

mM

0,597

0,099

2
0,2
0,397
0,397
0,399
0,101
0,194

0,403
0,049
0,199
0,393

0,00714
0,0021
0,00227
0,0082
0,0049
0,000266
0,00297

0,0111

18

0,814
5,33
26,19
117,24

1,01

5,56

0,0266
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Anexo D: Protocolos
Protocolo de Cultivo en Adherencia

La propagacion se lleva a cabo en placas T-flask, de superficie 25 [cm?] (T-25) o 75 [cm?] (T-
75). El volumen de medio de cultivo es de 8 [ml] para T-25 y 24 [ml] para T-75, suplementado de
acuerdo al estudio a realizar. Las condiciones de incubacion son a 37 [°C], con aire a un 5% de
CO..

Se realiza un pasaje 1:3 cada 4 dias aproximadamente, cuando la confluencia en la placa haya
alcanzado entre 70% u 80%. Durante ese periodo, se cambia el medio 1 vez entre cada pasaje,
sustituyendo 2 tercios del volumen de la placa con medio fresco.

La inoculacion de las placas, como también el subcultivo, debe ser llevada bajo campana, en la
Céamara de Flujo Laminar, la cual debe estar encendida 20 minutos antes de trabajar en ella, y
limpiada con etanol al 70%. Por otra parte, el medio de cultivo debe ser calentado 15 minutos
antes de ser utilizado en el bafio termorregulado.

Protocolo de Descongelamiento

e Se toma un vial de los tanques de nitrogeno y se coloca en el bafio termoregulado a
40°C por unos 5 minutos.

e Al ser descongelado, se toma el contenido del vial (1 [ml] aproximadamente) y se
coloca en un tubo de centrifugacién con 1 [ml] de medio fresco, homogenizando
cuidadosamente.

e Sedejaa40 °C en el bafio termorregulado por 5 min.

e Luego, se dobla el volumen, es decir, se mezcla con 2 [ml] de medio fresco,
homogenizando la mezcla y nuevamente se deja en el bafio termorregulado por 5 min.

e Se repite el paso anterior hasta que el volumen final sea de 16 [ml] aproximadamente.

e Se centrifuga a 700 [rpm] por 5 [min].

e Se elimina el sobrenadante, y se resuspenden las células en 12 [ml] de medio fresco,
transfiriendo este volumen en una placa T-75.

e Pasadas las 6 horas, se elimina el medio de la placa, con las células que no se pegaron,
y se repone con 24 [ml] de medio fresco.

Protocolo de Congelamiento

e Se prepara el medio para congelar, el cual contiene medio fresco mas un 10% de FBS,
20% de medio usado y un 10% de DMSO.

e Seresuspenden las células en 1 [ml] este medio, a una concentracion de 10° [cell/ml].

e Se lleva al frezzer que estd a una temperatura de -80°C para su congelamiento,
rapidamente para evitar intoxicacion de las células por DMSO.

Protocolo de Pasaje

e Se saca todo el medio de la placa.

e Se lavan las células con 3 [mlI] PBS (para un T-75), para extraer los restos de FBS que
puedan quedar.
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e Se utiliza tripsina EDTA para despegar las células (1,5 [ml] para una T-75), dejando la
placa a 37 °C en la incubadora durante unos 15 a 20 minutos.

e Se toma el volumen (células més tripsina), y se obtiene la concentracion de células
utilizando la técnica de Trypan Blue.

e Se reparten las células en placas, tal que cada una quede a una concentracion de 0,3 o
0,4 x 10° [cell/ml].

e Finalmente, se reponen los medios de cada placa y se dejan en la incubadora para su
propagacion. Se recomienda utilizar un tercio de medio usado y dos tercios de medio
fresco.

Protocolo de Medicion de Concentracién Celular

Para la cuantificacion de la concentracion, se utiliza la tincion con Trypan Blue, la cual
permite diferenciar las células vivas de las muertas, debido a que este quimico es capaz de entrar
a las células muertas, entregandoles un color azul.

Luego de la tripsinacion, se resuspenden la células en un volumen de medio adecuado.
Se toman 50 [ul] de muestra, y se mezcla con 50 [ul] de Trypan Blue.

Se mezclan con agua destilada para obtener un grado de dilucién adecuado para contar.
En una cdmara de Neubauer se colocan 20 [ul] de muestra y se cuentan las células en
los 8 cuadrantes de la camara, con ayuda de un contador de células.

e La concentracion de células vivas se calcula con la siguiente ecuacion:

#células vivas contadas - factor_dilucion - 10.000
8

Ec. 19

[Células Vivas] =

e La concentracion de células muertas se obtiene de las mismas formas, pero esta vez,
contando muertas. La viabilidad sera obtenida de acuerdo la siguiente ecuacion:

9% Viabilidad = [Células Vivas] - 100 Ec. 20
o viabgad = [Células Vivas] + [Células Muertas] ¢

Protocolo de Medicion de Concentracion de Glucosa

La medicién de Glucosa serd por medio de Glucose Gluc-PAP Kit (Randox), el cual posee las
enzimas que catalizan primero la oxidacion de la glucosa, y posteriormente la formacion de
quinonaimina por acciéon de la peroxidasa. Este producto final de color rojo-violeta es usado
como indicador de la cantidad de glucosa. Se ha modificado el protocolo, con el fin de ser
ocupado en placas de 96 pocillos.

e En cada uno de los pocillos se colocan 2 [ul] de muestra, obtenidos de los
sobrenadantes guardado a -20 [°C].

e Enun pocillo aparte de coloca 1 [ul] del estdndar que viene en el Kit.

e Se colocan 150 [ul] del reactivo 1 en cada pocillo (muestras y estandar), preparado
previamente como indica el manual del kit.

e Se deja reaccionar a 37 [°C] por 10 minutos.
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e Se lee la absorbancia a una longitud de onda de 500 [nm], utilizando el Lector de
Placas.

e La concentracion de glucosa se calcula con la siguiente formula (la concentracién del
estandar viene especificada en cada Kit):

Abs - Conc
[GlC] — muestra standard Ec. 21

Ab Sstandard

Protocolo de Medicion de Concentraciéon de Lactato

La tasa de produccion de Lactato serd a través de L-Lactate LAC Kit (Randox). Al igual que el
caso anterior, este kit posee las enzimas que catalizan dos reacciones. Primero se oxida el lactato,
y luego, con ayuda de una peroxidasa se forma un compuesto morado, medible a través del
espectrofotometro. Este protocolo también fue modificado para una placa de 96 pocillos.

e En cada uno de los pocillos se colocan 3 [ul] de muestra, obtenidos de los
sobrenadantes guardado a -20 °C.

e Enun pocillo aparte de coloca 3 [ul] del estdndar que viene en el kit.

e Se colocan 150 [ul] del reactivo 1 en cada pocillo (muestras y estandar), preparado
previamente como indica el manual del kit.

e Se deja reaccionar a 37 °C por 5 min.

e Se lee la absorbancia a una longitud de onda de 550 [nm], utilizando el Lector de
Placas.

e La concentracion de lactato se calcula con la siguiente formula (la concentracién del
estandar viene especificada en cada kit):

Abs - Conc
[Lact] — muestra standard Ec. 22

Ab Sstandard

Protocolo de Medicion de Concentracion de Fructosa

La mediciéon de fructosa es a través del uso de Fructose Assay Kit (BioVision), el cual
consiste en la transformacion enzimética de este azucar en B-glucosa, la cual reacciona con
OxiRed Probe, entregando un producto coloreado.

e Primero, se prepara la curva de calibracion: Diluir la muestra estdndar 100 veces, y
luego colocar en una placa de 96 pocillos 0, 2, 4, 6, 8 y 10 [ul], y luego ajustar el
volumen de cada uno de los pocillos a 50 [pl].

e Secolocan 50 [ul] de muestra, diluida previamente en un factor de 18.

e Se prepara la mezcla de reaccion como indica el manual del kit, y se afiaden 50 [ul] de
esta solucidn en cada uno de los pocillos (muestras y estandares).

e Seincuba por 1 hora a 37 °C, protegiendo la placa de la luz.

e Se lee la absorbancia a una longitud de onda de 570 [nm], en el Lector de Placas.

e La concentracion de fructosa se obtiene interpolando la absorbancia en la curva de
calibracion obtenida.
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Protocolo de Extraccion de Triglicéridos

Se utilizara el protocolo basado en el método de Folch para extraer los triglicéridos
acumulados dentro de las células. Cabe destacar que para obtener una cantidad suficiente de
triglicéridos, es necesario inocular placas de 100 [mm] al momento de realizar las curvas.
Utilizando la cuarta parte del total de las células de una placa, es posible obtener una
acumulacién suficiente para su posterior cuantificacion.

Luego de tripsinar las células, se resuspenden las células en 3 [ml] de PBS. Se separan
1 [ml] y se guarda a -20 °C.

Tomar 1 [ml] de células almacenadas y mezclar con 4 [ml] de mezcla
cloroformo:metanol 2:1, dejando la muestra en hielo.

Agregar 1 [ml] de NaCl al 0,9%.

Agregar 100 [ul] de &cido acético 100%.

Agitar vigorosamente y centrifugar a 2000-3000 [RPM] por 5-10 minutos.

Colectar con pipeta Pasteur la fase inferior, transfiriéndola a un tubo de vidrio.

Agregar 2 [ml] de cloroformo 100% a la fase superior remanente, agitar vigorosamente
y centrifugar a 2000-3000 [RPM] por 5-10 minutos.

Nuevamente, colectar la fase inferior, juntar con la previamente colectada y secar bajo
nitrégeno.

Agregar 250 [ul] de mezcla cloroformo:metanol 2:1 al tubo de vidrio y sonicar para
resuspender los lipidos totales.

Tomar 100 [ul] del resuspendido, y trasladar a un tubo eppendorf.

Secar el contenido con nitrégeno.

Afadir 100 [ul] de Tritén x100 0,05% y sonicar utilizando un sonicador de véstago.
Extraer el volumen suficiente para su cuantificacion.

Protocolo de Medicién de Concentracion de Triglicéridos

Se utilizara EnzyChrom Triglyecride Assay Kit (BioAssay Systems) para la cuantificacion de
triglicéridos. EIl kit consiste en catalizar la hidrolisis de triglicéridos y la determinacion de la
cantidad de glicerol, a través de la oxidacion de un compuesto que genera coloracion.

Primero, se prepara las soluciones de la curva de calibracién, diluyendo el estandar
como indica el manual.

En una placa de 96 pocillos colocar 10 [ul] de los estandares de la curva de calibracién
(0, 3,6y 10 [mM])

Se coloca en cada pocillos 10 [ul] de cada extracto de triglicéridos.

Se prepara la mezcla de reaccién como indica el manual del kit, y se afiaden 100 [ul]
de esta solucién en cada uno de los pocillos (muestras y estandares).

Se incuba por 30 min. a temperatura ambiente.

Se lee la absorbancia a una longitud de onda de 570 [nm], en el Lector de Placas.

La concentracion de triglicéridos se obtiene interpolando la absorbancia en la curva de
calibracion obtenida.
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Protocolo de Medicion de Concentracion de Aminoacidos

La medicion de la concentracion de los 20 amino&cidos en el medio sera a traves de la técnica
de Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC). Durante la medicion, se hace pasar el flujo
primero por una trampa de amonio, eliminando este compuesto de la muestra, y posteriormente
por la columna de litio Shim-pack Amino-Li (Shimadzu), la que permitird el anélisis de los
aminoacidos libres presentes en la muestra. Cabe destacar que el meétodo contempla la
derivatizacion de los aminoécidos que no poseen anillos aromaticos en sus estructura (y por lo
tanto, su lectura es limitada), a través de la reaccion de éstos con o-Phtalaldehyde (OPA).

Antes de utilizar el equipo, es necesario preparar las soluciones de reaccidn, junto con la fase

movil.

Soluciones de Reaccidn

1. Preparacion de Buffer de Acido Carbonico.

Composicion quimica para 2 [L]:

Na,COs: 81,4 [gr] (0,384 [M])
HsBOs: 27,1 [gr] (0,216 [M])
K,SOs 37,6 [gr] (0,108 [M])

Procedimiento:

a.
b.

C.

d.
e.

f.

En una botella de aforo de 2 [L] agregar 1,5 [L] de agua desionizada.

Pesar Na,CO; y agregarlo de a tercios asegurandose que se haya disuelto
correctamente lo anterior.

Agregar el K,SO,4 cuidando de disolverlo correctamente antes de seguir al siguiente
paso.

Agregar el H3BOs.

Agregar agua desionizada hasta completar los 2 [L] de solucion.

Filtrar con filtro de membrana de 0,45 [um].

El pH de la solucidn es alrededor de 10, no es necesario ajustar el pH.

2. Preparacion solucion 10% Brij-35.

Procedimiento:

a.
b.
C.

d.
e.

Pesar 10 [gr] de Brij-35.

Agregar 50 [ml] de agua desionizada a un recipiente de 100 [ml] aforado.

Agregar Brij-35 al agua en un sistema agitado, y calentado suavemente, esperar que se
disuelva.

Una vez enfriado, completar volumen a 100 [ml].

Agitar.

3. Preparacion Solucion de Reaccion A (AA-RA)

Procedimiento:
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Agregar 500 [ml] de buffer de &cido carbdnico en una botella.
Agregar 0.2 [ml] de hipoclorito de sodio (7-10%).

Mezclar.

Filtrar con filtro de membrana de 0,45 [um].

o0 oo

No agregar Brij-35 a la solucion
4. Preparacion Solucién de Reaccion B (AA-RB)
Composicion quimica: OPA 0.08%

e OPA 400 [mg] (4 [mI] de solucion 10%)
Etanol 7 [ml]

2-mercaptoetanol 1 [ml]

Solucién 10% Brij-35 2 [ml]

Lavar recipientes, puntas, todo el material que se utilizara en etanol.
Procedimiento:

Agitar hasta que todos los cristales se hayan disuelto.

En un matraz aforado agregar 450 [ml] de buffer de acido carbonico.
Agregar solucion etanol-OPA.

Agregar 1 [ml] de 2-mercaptoetanol.

Agregar 2 [ml] de solucién 10% Brij-35.

Completar volumen a 500 [ml].

g. Filtrar con filtro de membrana de 0,45 [um)].

S 00T

La vida util de la solucion es de 5 dias. Debido a esto, se recomienda preparar esta solucion
después de chequear la linea base.

Preparacion de Fase Movil

Para esta fase es necesario preparar 3 soluciones, cuya composicion se detalla en la Tabla 53.

Tabla 53: Composicion de buffers de la fase movil para HPLC.
Fase Movil Inicial (A) Eluent (B) Regenerador Liquido (C)
AA-MA AA-MB AA-MC

Normalidad ion Litio | [N] 0,15 0,3 0,2
pH | 2,6 10 Sin ajuste de pH
Citrato de Litio | [gr] 28,2 28,2 -
Hidréxido de Litio | [gr] - 5,04 4,2
Acido Bérico | [or] - 12,4 -
Eter Monometilico de
Etilenglicol il 140
Acido Perclérico | [ml] 26,7 - -
Volumen Final 2 1 0,5

Luego de realizar las mezclas éstas deben ser filtradas a través de una membrada de 0,45 [um]
para retirar cualquier impureza que pudiera causar un bloqueo en la columna. La vida util de las
soluciones es de 3 semanas.
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El ajuste de pH se lleva a cabo con éacido percldrico o soluciéon LiOH 4 [N].

Instalacion del equipo

Se debe comenzar instalando la columna de litio (Shim-pack Amino-Li
(100mmL.x6.0mml.D.), Shimadzu) y la trampa de amonio (Shim-pack ISC-30/S0504Na
(50mmL.x4.0mml.D.) Shimadzu) en el equipo. Luego se conectan las soluciones preparadas a
sus bombas respectivas:

o 1-A AA-MA
e 1-B: AA-MC
e B: AA-MB
o A" AA-RA
e B AA-RB

Preparacion de Muestra Estandar

La solucién estdndar de amino acidos (L-amino acids, LAA18, Sigma Aldrich) se debe diluir
25 veces llevandola a una concentracion final de 0,1 [umol/ml] en AA-MA. De esta manera al
tomar una muestra de 10 [ul] se tiene 1 [nmol] de amino&cidos.

Preparacion de Muestras

Todas las muestras que se analizan mediante HPLC deben ser filtradas anteriormente por una
membrana de al menos 0,45 [um].

Uso

El uso del equipo consta en tres pasos importantes, la purga del equipo para comenzar, la
utilizacion del método para el andlisis de muestras y el lavado del dispositivo al finalizar.

1. Purga

La purga se encuentra programada dentro del método “amino_acid Li”. Antes de comenzar la
purga siempre se debe actualizar la opcion Mobile Phase Setup, en el cual se le informa al
programa los volimenes de las soluciones que tiene el equipo a su disposicion.

ﬂ'JJ-Eile Edit Wiew Method Instrument Acquisiion Data Tools Window Help

Dl el ¥2 FED+ 2 |2 ¢

H ¥ ;ao Y
LG Nito phase s}

LC Running Time: 0.00 ./ 160.00 min Detector & Chi [E «: Onrn, Em:Onm]; Oy

Figura 38: Boton Mobile Phase Setup.

Para purgar el equipo se debe comenzar limpiando primero la bomba A. Para esto se debe
cuidar que la ventana de la opcion AutoPurgeSe se vea de la siguiente manera:
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Elnstrument Parameters Yiew Mormal | Edvanced

Data Acquizition | LC Time F'rog.] Furmp ] Detector.ﬁ] Colurnn D\-'enl Controller | Autozampler  Auto Purge

Purge Order k ohile Phasze Purge Time Purged Pump

1st: |3_ o Purnp A: LC-2048

2nd: ﬂ |3 it
| =i
| =
v Autosampler: W ity
I Init. Cone. -Replacement: I—

WA Lp
Wwhait bime: ,1_ mir
Purnp A Flaw: ,W ral ity

Figura 39: Ventana Autopurge.

La ventana PUMP debe tener la siguiente configuracion:

e Total flow 0,6 [ml/min]
e B concentration 0% (Esto significa que no funciona B)
e B curve 0%

Para realizar la autopurga se debe apretar el boton Autopurge.

ﬂLlLEile Edit Yiew Method Instrument Acquisiion Data Tools \Window Help
DEE S0 AE  FER-s| % |4 €

O

| Auko Purge Not Connected
A cquiztior - - -
”LI: Funning Time: 0.00 / 160.00 min Detector & Ch [Es:Onm,E m:Onm]; Omt

Figura 40: Boton Autopurge.

Una vez que termina la autopurga, se debe purgar el canal que anteriormente no se encontraba
activo, en este caso la bomba B. Para esto se siguen las siguientes instrucciones:

a. En la pestafia PUMP, cambiar de bomba A a B segln se muestra en la Figura 41. Esto
permite trabajar con la bomba A-B.

b. Apretar DOWNLOAD para guardar los cambios.

c. En el equipo LC20AB apretar botdbn PUMP (éste activa y detiene la bomba de forma
manual).

d. Abrir llave del equipo LC20AB como se observa en la Figura 42.

e. Apretar boton PURGE en equipo LC20AB vy la purga se detiene automaticamente
después de 3 minutos.

f. En la pestaiia PUMP, cambiar de bomba B a A para restaurar la configuracion inicial.

Apretar DOWNLOAD para guardar los cambios.

Cerrar la llave del equipo LC20AB.

- Q
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E Instrument Parameters Yiew Mormal | Advanced (¢ b

Data Aequistion | LC Time Prog. Pump ]Detacmm] Column Dven | Contraller | Autosampler | Auto Purge

Mode Binar pump -
Configured Pumps Solenoid Valve

Total Flow: 06000 mL¢mir Purnp A, LC-2048 Pump &: FCW-11481

Bl 00 % Pump B CA=[>[ =
B Curve ’70 Purnp C; AT 4

Pump D: Pump B:

Pressure Limits [Pump 4)
Maxirur: | 30.0 MPa

Minirnur: ,007 hPa Purmp C:

Figura 41: Cambio de bomba A a bomba B.

TiSe

Cerrado Abierto

Figura 42: llustracion de la llave

. ) del equipo abierta y cerrada.
Purga Bomba Peristaltica: quip y

a. Se puede hacer al mismo tiempo que la Autopurga.
b. Poner el control de flujo al 50%.
c. Purgar durante 3 mins.

2. Procedimiento

Linea base.

Antes de comenzar a utilizar la columna se debe obtener una linea base estable. Para esto, se
debe permitir que fluya fase movil durante 10 minutos a través del equipo, apagando la bomba
peristéltica con la solucion reactante. Después de este tiempo se aprieta el botén BASELINE
CHECK en la interfaz del equipo en el computador. Se abre una ventana donde se observa si la
base satisface los criterios de estabilizar. De no lograr la estabilidad deseada se debe revisar la
presencia de burbujas las cuales se pueden eliminar del sistema purgando nuevamente la linea
involucrada y volver a intentar.

Single Run y Batch Processing.

La opcién Single Run instruye al equipo a tomar una muestra y obtener el cromatograma de
ésta. En tanto Batch Processing permite programar un numero demuestra analizadas
consecutivamente. Para llevar a cabo cualquiera de estas dos opciones se debe entregar al
programa informacién acerca del volumen de la muestra a analizar, nombre y otros. La opcion de
Background file debe quedar vacia ya que ésta resta a los datos obtenidos aquellos que se
encuentran en el archivo seleccionado.
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Shutdown.

La funcion Shutdown permite que una vez que termine la muestra 0 muestras de analizarse se
lave el equipo y se apague automaticamente. Para activarla se debe apretar el boton en el menu
del programa, como se observa en la Figura 43. Debido a que la bomba peristaltica funciona
independientemente se debe cuidar de conectar ésta a un timer para asegurar que se apague y no
quede prendido por un tiempo indefinido de tiempo.

A File Edit View Method Instrument Acquisition Data Tools Window Help
LDed @& A FEE:w 27 |4 &
£ 5 i
Lonnec’(ed |
LT Aunning Time: 0.00 / 150,00 min Detector & Ch £+ Onm,E meDnm]: Orv
Figura 43: Boton Shutdown.

3. Lavado del equipo

Cuando no se ocuparé el equipo por mas de dos dias se debe dejar todos los canales en algun
solvente orgénico al 100% como metanol o alcohol isopropilico de grado para cromatografia.
Para hacer esto se sabe comenzar lavando las columnas con utilizando el método “Lavado
aminoacido”. Una vez terminado se retiran las columnas, se tapan y guardan.

El paso siguiente consiste en remplazar las botellas con soluciones organicas por botellas con
metanol y las inorgénicas por agua de grado HPLC. Se debe repetir la purga de todas las lineas de
como se explico anteriormente. Luego dejar todas las mangueras en recipientes con metanol para
hacer fluir este liquido a través del equipo durante un tiempo suficiente para desplazar todos los
liquidos inorganicos.

Protocolo de Medicion de Concentracién de Amonio

El amonio serd determinado a través de la reaccion de Berthelot, la cual consiste en la
reaccion entre amonio, hipoclorito de sodio y fenol, para formar indofenol en presencia de NaOH
y del catalizador nitroprusiato de sodio. El indofenol es un compuesto de color azul, y cuya
concentracion luego de la reaccion es proporcional a la concentracion de amonio inicial en el
medio.

Antes que todo, es necesario preparar las siguientes soluciones:

e Solucion 1: Hipoclorito de sodio 33,3 [MM] y NaOH 562,5 [mM].

e Solucion 2: Fenol 487,6 [mM] y nitroprusiato de sodio 1 [mM] (extraer el fenol bajo
campana).

e Solucion 3: 10 [mM] de NH,CI.

Se recomienda preparar las soluciones de forma concentrada y almacenar en el refrigerado
para su posterior uso. El protocolo de medicion sera:

e Se prepara la curva estandar, diluyendo la solucion 3 en medio de cultivo a
concentraciones de 0, 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4y 6 [mM].
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Se coloca 6 [ul] de cada uno de los estandares y de las muestras a medir, en una placa
de 96 pocillos, ubicada en un lugar frio (utilizar friopacks).

Se afiade a cada pocillo (muestras y estandares) 120 [ul] de la solucion 1y 120 [ul] de
la solucion 2.

Se incuba a 37 °C por 10 min.

Se lee la absorbancia a una longitud de onda de 630 [nm], en el Lector de Placas.

La concentracion de triglicéridos se obtiene interpolando la absorbancia en la curva de
calibracién obtenida.
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Anexo E: Resultados Preliminares

Se realizaron ensayos previos en donde se utilizo diferentes concentraciones de Acetaminofén
(APAP) y N-acetilcisteina (NAC), con el fin de seleccionar las concentraciones a utilizar en los
ensayos oficiales. Primero, se utilizé una concentracion de 1 y 5 [mM], y se evaluo el efecto por
separado y mixto a la vez, en un ensayo que contempla 15 combinaciones: Por un lado, se utilizd
0, 1 y 5 [mM] de APAP, mientras que para el NAC, ademas de utilizar las concentracion
indicadas, se aplicd el compuesto antes y después de la intoxicacion con APAP (ver el esquema
en la Figura 44 A).

a 1 5 a 0.3 1
A AFBFR APAR AFAR B AFBE AFAR ARPAFE

GO0y~ (OO0
O O O+ OO Ofrvon
O O O« OO Ofswom
O O O« [O O O
O O Qv (O O Qi

Figura 44: Disefio Experimental de ensayos de efectos de APAP y NAC. (A) 1*
ensayo con 0, 1y 5 [mM] de APAP. (B) 2% ensayo con 0, 0,5y 1 [mM] de APAP.

Para estas curvas se inoculé a 0,3 x 10° [cell/ml]. En el tiempo 0 y en el 6 se aplicé el
protector, NAC pre y NAC post, respectivamente. A las 3 horas del indculo, se aplico el APAP
(ver planificacion del ensayo en Figura 45 A). Utilizando la cuantificacion con Trypan Blue, se
obtuvieron las curvas de crecimiento a lo largo de 3 dias de cultivo, con muestreo cada 24 horas,
en uniplicado. Estas se encuentran ilustradas en la Figura 46.
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Figura 45: Planificacion de ensayos de efectos de APAP y NAC. (A) 1* ensayo
con 0, 1y 5 [mM] de APAP. (B) 2° ensayo con 0, 0,5y 1 [mM] de APAP (las
fechas indican los muestreos).
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Figura 46: 1* ensayo de efecto mixto. Crecimiento celular con diferentes
concentraciones de NAC (0, 1y 5 [mM], pre y post APAP) en diferentes
concentraciones de APAP: (A) 0 [mM], (B) 1 [mM]y (C) 5 [mM].

Es posible indicar de la Figura 46 que: El grafico A represente el crecimiento sin la presencia
de APAP en el medio, por lo que refleja sélo el efecto del NAC sobre las células. Se observa que
las concentraciones 1 NAC post y 5 NAC pre y post tienen un comportamiento similar al control
(curva azul), con las misma tendencia de crecimiento después de las 40 horas, con la diferencia
de que alcanzan niveles de concentracion celular diferentes. Mientras tanto, el caso 1 NAC pre
fue el unico que mostrd un nivel bajo de crecimiento, cercano al in6culo. En los graficos By C,
donde existe APAP en el medio a una concentracion de 1 y 5 respectivamente, es posible apreciar
el gran efecto toxico de este compuesto sobre las células hepaticas. EI hecho de que los valores
de concentracién celular sean cercanos a los casos bases respectivos (datos de color azul), y que
se encuentren por debajo del in6culo inicial al final de las 70 horas de cultivos, es evidencia
suficiente para indicar que el APAP impidi6 el crecimiento celular.

Para obtener un mejor resultados, se realizaron los siguientes cambios: i) Qued6 en manifiesto
el alto poder nocivo del APAP, impidiendo la proteccion con NAC, por lo que se utilizard una
concentracion menor de 0,5 [mM], y evaluar de nuevo con 1 [mM]; ii) Una caracteristica del
cultivo en placas de este tipo de células, es que poseen una gran fase de retardo (lag phase). El
ataque toxico con APAP a las 3 horas del indculo, produjo un estado de mayor estrés celular,
impidiendo una correcta adherencia de ellas en la placa. Se decidio esperar a que las células
llegasen a la fase exponencial, es decir, para agregar el APAP y el NAC después de las 32 horas;
iii) Finalmente, se realizO el muestreo en duplicado, con el fin de tener una mejor
reproducibilidad de los datos. El disefio experimental y la planificacién de este nuevo ensayo se
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encuentran ilustrados en la Figura 44 B y Figura 45 B, respectivamente. Se obtuvo una muestra
por dia, por 4 dias de cultivo, iniciando con un indculo de 0,25 x 10° [cell/ml]. Los resultados de
este ensayo se encuentran en la Figura 47.
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Figura 47: 2%° ensayo de efecto mixto. Crecimiento celular con diferentes
concentraciones de NAC (0, 1y 5 [mM], pre y post APAP) en diferentes
concentraciones de APAP: (A) 0 [mM], (B) 0,5 [mM] y (C) 1 [mM].

En los graficos de la Figura 47, los 3 primeros puntos de cada uno, correspondientes a los
tiempos 0, 19 y 38 horas, son iguales para todas las curvas, dado a que fueron tomados antes del
tratamiento con APAP y/o NAC. El grafico A, de cultivo sin APAP en el medio, es posible ver
que las 5 curvas mostradas siguen una misma tendencia, indicando que el protector aplicado
durante la fase exponencial no interfiere en el crecimiento celular. Por otro lado, en el grafico B
es posible observar que nuevamente las 5 curvas siguen una tendencia ascendente de crecimiento,
Ilegando eso si a una concentracion celular menor que en el grafico A. Esto indica que por un
lado que existe un ataque a esa concentracion de APAP (0,5 [mM]) provocando un retraso, pero
que fue contrarrestado por el uso de NAC debido a que las células alcanzaron un mismo nivel de
crecimiento que el caso control (curva de color azul). El grafico C, corresponde al crecimiento
con 1 [mM] de APAP en el medio. En el ensayo anterior a la misma concentracion (Figura 46B)
no hubo crecimiento en ningun caso. En este ensayo, si bien a las 43 horas hubo un crecimiento
cercano al doble con respecto al punto anterior, los datos siguientes indican que las células llegan
a un estado estacionario, con valores mayores al caso control (datos de color azul), por lo que es
un indicio de que hubo proteccion con NAC. Sin embargo, estos datos estan sujetos a un error
experimental, indicado por las barras de error, y que en este caso sefialan una cercania entre los
valores bastante proximos entre si.
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La complejidad de éste ultimo ensayo radica en la gran cantidad de muestras a cuantificar (15
curvas diferentes, en duplicado, corresponden a 30 muestras). Hasta el momento, se ha
corroborado por un lado que el APAP es altamente toxico, mientras que el NAC, sin la presencia
de APAP en el medio, no es nocivo para las células. Para verificar el efecto protector del NAC, se
decidio trabajar en el siguiente ensayo solo con las concentraciones mayores de ambos
compuestos, de modo de trabajar con una menor cantidad de muestras por punto. Los resultados
de este tercer ensayo se encuentran en la seccion de Resultados y Discusiones de este trabajo de
tesis, ya que constituyen los resultados oficiales de este estudio.
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Anexo F: Nomenclatura

* ACCoA: Acetil CoA

» aKG: oa-ceto glutarato
+ Ala: Alanina

« APAP: Acetaminofén
* Arg: Arginina

+ Asn: Asparragina

* Asp: Aspartato

» CYP: Citocromo P450

* DAP: Dihidroxiacetona fosfato

* F1,6BP: Fructosa 1,6 bifosfato
* F1P: Fructosa 1 fosfato

* F2,6BP: Fructosa 2,6 bifosfato
* F6P: Fructosa 6 fosfato

* Frc: Fructosa

* Fum: Fumarato

» G3P: Gliceraldehido 3 fosfato

» GCS: Glutamil cisteina sintetasa

* Glc: Glucosa

* GIn: Glutamina

* Glu: Glutamato

* Gly: Glicina

» GSH: Glutation (reducido)

» GSSG: Glutation oxidado

» GST: Glutation S-trasnferasa
» Hex: Hexosa

* HFCS: Jarabe de maiz con alto
contenido de fructosa

« His: Histidina
« lle: Isoleucina
* Lac: Lactato

* Leu: Leucina

* Lys: Lisina

» Met: Metionina

* NAC: N-acetilcisteina

* NAPQI: N-acetil-p-benzoquinona

imina
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* OAA: Oxaloacetato

» Orn: Ornitina

* Phe: Fenilalanina

* Pro: Prolina

* Pyr: Piruvato

* ROS: Reactivos de oxigenos
» Ser: Serina

* SucCoA: Succinil CoA

« SULT: Sulfo transferasa

* TG: Triglicéridos

* The: Treonina

* Trp: Triptéfano

* Tyr: Tirosina

» UGT: Glucuronosil transferasa

« Val: Valina



