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RESUMEN

Los cultivos de hepatocitos entregan un valioso acercamiento al estudio de las funciones metabdlicas
especificas del higado, evaluacién de citotoxicidad. No existen lineas humanas inmortales con funcion
normal. La inmortalizacién de hepatocitos humanos con el método UCHT1(medio de cultivo condicionado
por células tumorales de tiroides) permitira prolongar la sobrevida y funcidon de estos, siendo util para
evaluar funcionalidad y citotoxicidad. Objetivo: Optimizar el cultivo de hepatocitos humanos. Metodologia:
En cultivos primarios de hepatocitos humanos, se agregé medio UCHTL1 cultivando en superficies de
colageno, polilisina, gelatina y matrigel. Como control positivo, se utilizé linea Gherschenson (GER) para
evaluar curva de crecimiento y produccion de Glucdgeno (PAS). Se evalud citotoxicidad (LIVE/DEAD) en
hepatocitos GER expuestos a Metotrexato (10, 100 y 1000 mM) a 24, 48 y 72 hrs. Resultados: Se realizé
3 cultivos primarios. Fue efectiva la utilizacion de Polilisina y Colageno. Duracion 8 meses. No se ha
realizado la curva de crecimiento, ni evaluacion de funcionalidad en hepatocitos humanos. La linea GER
tiene un crecimiento exponencial (tiempo duplicacién: 36 hrs). Se observé produccion de glucégeno en
condiciones de diferenciacion hasta 120 hrs. La citotoxicidad por Metotrexato tiene una curva dosis
dependiente, significativa en todas las concentraciones (p<0,001) (CL50 a 1000 mM a 24 hrs). Conclusio-
nes: Se logré establecer una linea primaria de hepatocitos humanos. La polilisina y el colageno han
optimizado el establecimiento de cultivos primarios. EI método PAS permiti6 evaluar produccién de
glucogeno (diferenciacion). Los valores de citotoxicidad demostraron un efecto dosis dependiente en las
condiciones experimentales. Logrando estandarizar el método para evaluacion futura de lineas celulares
humanas.
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SUMMARY

Background: Hepatocyte cultures are a valuable tool to study specific metabolic liver functions and
cytoxicity. Human hepatocyte cell lines with normal function do not exist. Immortalization of human
hepatocytes with a rat thyroid cell line (UCHT1) allows long-term survival and function of these cells,
becoming useful to evaluate functionality and cytotoxicity. Aim: To optimize long-term culture of human
hepatocytes. Material and Methods: UCHT1 media was added to primary cultures of human hepatocytes,
seeding in collagen, gelatin, matrigel and polilisine surfaces. Gherschenson cell line (GER) was used as a
positive control to evaluate the growth curve and Glycogen production (PAS). Cytotoxicity was evaluated
(LIVE/ DEAD) in GER hepatocytes exposed to Metotrexate (10, 100 and 1000 uM) 24, 48 and 72 hrs.
Results: Three primary cultures were made. The use of Polilisine and Collagen was effective. Cultures were
kept for 8 months. Growth curves or evaluation of functionality in human hepatocytes, were not carried out.
GER cell line had an exponential growth (duplication time: 36 hrs). Production of glycogen in differentiation
conditions was observed up to 120 hrs. Cytotoxicity by Metotrexate had a dose dependent curve with a 50%
lethal dose calculated as 1000 uM at 24 hrs. Conclusions: A primary line of human hepatocytes was
obtained. Polilisine and collagen optimized the establishment of primary cultures. PAS method allowed the
evaluation of glycogen production (differentiation). Cytotoxicity demonstrated a dose dependent effect in
experimental conditions.
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INTRODUCCION

Para describir la complejidad de los sistemas
bioldgicos, se han desarrollado estudios de cultivos
celulares in vitro. Con esta técnica se logra tener
aproximaciones a los fenémenos celulares, lo que
permite aplicaciones diagnosticas y proyecciones
terapéuticas, como en farmacologia donde se puede
estudiar y manipular las condiciones ambientales
responsables del mantenimiento de la funcionalidad
celular y probar medicamentos en cuanto a seguri-
dad y efectividad. Las lineas celulares establecidas
permiten la caracterizacion de una muestra homo-
génea, al obtener un numero replicado de células
idénticas, superando asi el problema de heteroge-
neidad de los resultados asociada al uso de anima-
les de experimentacion y ademas, suponen una
economia en el uso de reactivos o drogas, pues al
realizarse en volimenes reducidos, y con acceso
directo de las células a la droga, las concentracio-
nes requeridas son mucho mas bajas que en un
animal completo?.

Los tipos de cultivos celulares son:

Cultivo primario: cultivo establecido a partir de
un tejido u érgano. Las células mantienen la viabi-
lidad durante un periodo de tiempo limitado y no se
reproducen en cultivo.

Linea primaria: es el primer subcultivo que se
obtiene a partir de un cultivo primario. Estas lineas
logran sobrevivir hasta cierto niUmero de generacio-
nes, entrando luego a un periodo de senescencia y
muerte.

Linea celular continua: cuando la linea prima-

ria mantiene su potencial proliferativo ilimitado. Se
trata de células “inmortales”. Se pueden obtener
por medio de transformacion espontanea o manipu-
lada por oncogenes y/o factores mitogénicos.

La obtencion de una linea continua de hepato-
citos humanos nos entrega un atractivo e importante
acercamiento al estudio de las funciones especifi-
cas del metabolismo del higado humano, las
interacciones entre las células hepaticas y los
agentes infecciosos, farmacos y un modelo muy
importante para estudios de citotoxicidad.

Los cultivos primarios de hepatocitos humanos
en adhesion mantienen su diferenciacion hasta un
maximo de dos semanas. Entre las metodologias
utilizadas para prolongar la viabilidad y funcio-
nalidad celular, podemos mencionar: matrices de
colageno, matrigel, sandwich de colageno y cultivo
en tres dimensiones. Mediante éstas, se ha logrado
mantener cultivos primarios de hepatocitos a largo
plazo por periodos que van desde 120 a 150 dias
(sin subcultivos), manteniendo las funciones de
estos en condiciones 6ptimas, medidas a través de
la evaluacién de sus vias metabdlicas, tales como,
sintesis de proteinas, funcién enzimatica y meta-
bolizacién de toxicos2. Aln asi el tiempo de cultivo
es limitado, no permitiendo experimentos mas du-
raderos.

Se han descrito tres lineas continuas de hepa-
tocitos humanos obtenidas por transformacion
oncogénica, pero estas no mantienen la totalidad
de sus funciones metabdlicas, no permitiendo ex-
trapolar los resultados de citotoxicidad a farmacos
en higado humano sano3.
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En nuestro laboratorio hemos logrado la inmor-
talizacion de distintas lineas celulares (muasculo es-
quelético, neuronas, paratiroides, granulosa humana
y tiroides), mediante la exposicion de los cultivos
primarios a un medio de cultivo condicionado por
células tumorales de tiroides (UCHT-1)*5. Estas li-
neas inmortales, mantienen sus funciones diferen-
ciadas a largo plazo, siendo modelos in vitro de gran
valor para la ciencia®. esperando conseguir a futuro
el mismo resultado con hepatocitos humanos.

En base a estos antecedentes, el propdsito de
nuestra investigacion es prolongar ain mas el pe-
riodo de vida de las células en cultivo, y conservar
sus funciones a largo plazo, mediante el uso del
método de inmortalizacién y la modificacion de su-
perficies de cultivo. Ademds se evaluard la citoto-
xicidad a farmacos conocidos como hepatotoxicos
(metotrexato), sirviendo de base para investigacio-
nes futuras.

MATERIAL Y METODO

Se obtuvo tejido hepético de pacientes some-
tidos a una hepatectomia por patologia benigna en
el Hospital Clinico de la Universidad de Chile. Usa-
mos como criterio de exclusiéon pacientes con
etilismo cronico, infecciones por virus de hepatitis B
o C, patologia autoinmune, antecedentes de céan-
cer, esteatosis, citomegalovirus. Se aplic6 un for-
mulario de consentimiento informado (aprobado
por el comité de ética del hospital). Proyecto apro-
bado por la Oficina de Apoyo a la Investigacion
(OAIC) de nuestro hospital.

Como control positivo y estandarizacion de la
metodologia, se utilizé la linea continua de hepato-
citos de rata Fisher 344 Gerschenson (GER)’.

Se traslado las muestras en medio de cultivo a
4°C. Con técnica estéril el tejido fue manipulado
bajo campana de flujo laminar, donde se perfundié
el tejido con colagenasa V (sigma) a 37°C. Luego
se disgregé mecanicamente, separando el tejido
conectivo del parénquima. Se continué con la dis-
gregacion enzimatica en colagenasa a 37°C. Se
mantuvo las células en medio DMEM/F12 suple-
mentado con Suero Bovino al 10%, Suero Fetal
Bovino al 5%, Insulina 10 mgr/ml y medio UCHT1 al
10%. (Medio Completo). Se incuba en camara de
cultivo con 5% de CO,, 95% de humedad y 37°C.

Se evalud la produccion de Glucdgeno por
tincion de PAS como evidencia de diferenciacion de
los hepatocitos. Se observd en microscopio de luz
y se registraron las imagenes digitales con camara
CoolSanp cf para su evaluacion posterior.

La caracterizacion morfocinética de los cultivos
se realizd6 mediante una curva de crecimiento con-
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trolando en triplicado a distintos tiempos de cultivo,
con camara de Neubauer. Se sembraron 10.000
células por placa de 3,5 cm de diametro y el conteo
se realizé cada 24 hrs. El tiempo de duplicacion se
definié como el tiempo en que se duplica el numero
de células en cultivo.

Para la evaluacion y estandarizacion de un
método in vitro de hepatotoxicidad se utilizd6 Meto-
trexato y se evalué la citotoxicidad por método de
LIVE/DEAD® (calceina/yoduro de propidio). Se
sembraron los hepatocitos de cultivos primarios y
de la linea Gershenson a baja confluencia (3.000
células) sobre cubreobjetos® en placas de 3,5 cm
en triplicado. Se utilizé medio DMEM/F12 sin suero
con distintas concentraciones de Metotrexato (10-
100-1000 mM) y a distintos intervalos de tiempo
(24-48-72 hrs.). Se contaron las células en micros-
copio de fluorescencia, con filtro verde para cal-
ceina (células vivas) y con filtro rojo para yoduro de
propidio (células muertas). De esta forma se obtuvo
el porcentaje de viabilidad (céls vivas/céls totales x
100) y el porcentaje de citotoxicidad (céls muertas/
céls totales x 100). Este mismo procedimiento se
realizo a las 48 y 72 hrs de exposicion.

Los resultados se presentan como promedio +
SD (desviacion estandar) de las distintas situacio-
nes experimentales. Para determinar si existe dife-
rencias estadisticamente significativas, se utilizé un
test no paramétrico para multiples comparaciones
(anélisis de varianza, ANOVA) y el test t de Student
para comparaciones entre dos grupos con un limite
de confianza de 95% (p<0,05).

RESULTADOS

Optimizacion del cultivo primario: Se han rea-
lizado 3 cultivos primarios de higado humano, de
pacientes intervenidos por patologia benigna (Quis-
tes hidatidicos, hiperplasia nodular focal). Sélo uno
de ellos fue efectivo, al utilizar superficies modifica-
das de cultivo. Hubo mayor eficiencia de siembra
en placas con Polilisina y Colageno, los que se
mantuvieron vivos por 6 meses. Se logré realizar un
subcultivo, es decir hemos logrado establecer una
linea primaria de hepatocitos humanos. Sin embar-
go, al 8° mes el cultivo entré6 en senescencia.

En la evaluacion de la produccion de Gluco-
geno, se realizé la tincion de PAS en condiciones
de proliferacion (medio completo) y de diferencia-
cién (medio con suero al 1%). Los hepatocitos de
rata (GER) tuvieron mayor tincion de glicégeno en
condiciones de diferenciacién a las 120 hrs de cul-
tivo (Figura 1).

Para la caracterizacion morfocinética de los
cultivo se estandarizé la obtencion de una curva de
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crecimiento, para esto se realizaron 2 experiencias
en la linea continua de hepatocitos de rata GER, en
gue se sembraron 10.000 células en triplicado en
placas de 3,5 cm y se contaron las células cada 24
hrs. por un periodo de 2 semanas, con lo que se
obtuvo una curva de crecimiento exponencial tipica
de una linea continua, con un tiempo de duplicacion
de 36 hrs. (Figura 2) No se ha realizado la curva de
crecimiento de los cultivos primarios.

Se evalué citotoxicidad por MTX segun el mé-
todo LIVE/DEAD. Se fotografiaron las placas por
separado. Se consider6 como células viables las
gue tuvieran tincion verde, y células inviables las
gue tuvieran sélo tincion roja.

De acuerdo a los resultados obtenidos (Figura
3), se ve una clara tendencia a un aumento de
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Figura 2. Curvas de crecimiento exponencial de linea
Gershenson (n=3).

Figura 1. Tincién de Pas en condi-
cion de diferenciacion (Medio 1%)
v/s condicion de proliferacion (Me-
dio Completo).

células muertas en relacion al aumento de las con-
centraciones de MTX y al tiempo de exposicion. A
mayor tiempo de exposicion, mayor numero de
células muertas y a mayor concentracion de MTX
hay también mayor nimero de células muertas.

El CL50 (concentracion letal 50) fue de 1000
mM a las 24 hrs., es decir a las 24 hrs. de exposi-
cién a una concentracion de 1000 mM, murieron el
50% de los hepatocitos en cultivo.

En relacién a las rectas, las tres presentan una
pendiente similar, lo que indica que el MTX a me-
dida que aumenta el tiempo de exposicién tiene
una citotoxicidad proporcional a este, sin influir en
la pendiente las diferencias de concentracion. La
diferencia entre las distintas condiciones son esta-
disticamente significativas con un p<0.001.

Citotoxicidad de Metotrexato en linea Gershenson
(LIVE/DEAD)
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Figura 3. Curvas de Citotoxicidad a Metotrexato. Linea
GER.
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DISCUSION

Hemos logrado optimizar el establecimiento de
los cultivos primarios de hepatocitos humanos me-
diante la utilizacién de superficies modificadas. Hui-
Lui y otros®10 utilizaron como superficie en las pla-
cas, el sandwich de colageno, lo que ha permitido
obtener cultivos de hasta 120 dias. Nosotros he-
mos mantenido los cultivos primarios por mas de
180 dias y un subcultivo, con polilisina y colageno.
Con respecto a la curva de crecimiento no se ha
realizado en hepatocitos humanos, ya que estos no
lograron sobrevivir para realizar mas experimentos.
En la linea GER se estandarizé la curva de creci-
miento, obteniéndose la clasica forma de creci-
miento exponencial sin senescencia, confirmando
que esta es una linea continua. La deteccién de
glucégeno por método PAS para medir funciona-
lidad celular ha resultado, pero ha mostrado ser un
método bastante sensible a la manipulacién de la
técnica y no permite cuantificar la cantidad de
glucégeno.

Un problema clinico importante es el dafio
hepatico por farmacos (DHF), relacionado directa-
mente con una intervencion médica y de dificil diag-
noéstico. El antineoplasico Metotrexato (MTX), es el
farmaco que a nivel nacional, ha generado mas
casos de DHF en pacientes tratados a largo pla-
zo'l, Ademas MTX muestra toxicidad in vitro en
hepatocitos de rata®2. De esta forma este farmaco
nos permitira establecer un modelo de hepatotoxi-
cidad conocido como control.

Asi como los resultados de citotoxicidad que
obtuvieron Walter y cols.?, nosotros observamos
que la citotoxicidad por MTX tiene una curva dosis
dependiente que es significativa en las concentra-
ciones evaluadas en el tiempo. Utilizamos un méto-
do sencillo y reproducible que permitira evaluar la
proliferacién, viabilidad y citotoxicidad en nuestras
lineas de hepatocitos humanos, teniendo como
control una linea celular continua de hepatocitos
conocidals.

Ademas de los mencionados beneficios en
farmacologia, existe también la posibilidad de esta-
blecer una fuente de células para trasplante celular,
como se han utilizado en cotrasplante de islotes de
Langerhans en Diabetes4. O bien, avanzar en tec-
nologias de soporte de la funcion hepatica (ej: Hi-
gado Bioartificial) en insuficiencia hepatica aguda,
que hasta el momento utilizan lineas celulares de
hepatocitos de porcino812,

En suma, en el periodo de estudio se ha logra-
do establecer una linea primaria de hepatocitos
humanos, y optimizar el establecimiento de cultivos
primarios mediante el uso de superficies modifica-
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das, siendo la mas efectiva la polilisina y el
colageno. Se logré montar y estandarizar métodos
de seguimiento de funcién celular en una linea
control, para ser utilizados en caso de obtener una
linea continua de hepatocitos humanos.

Se obtuvo los valores de citotoxicidad de un
farmaco que muestra DHF en la clinica y que mues-
tra una toxicidad dosis dependiente en condiciones
experimentales in vitro en hepatocitos de rata.
Mediante estas técnicas se tiene un control preciso
del medio fisico-quimico, no precisa de grandes
cantidades de farmaco y métodos como LIVE/
DEAD® son de bajo costo, facil implementacién y
otorgan resultados directos acerca del dafio.
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