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Introduccíón 

Basándose en las observaciones exper imentales en las que se ha comprob~ 

do que los agentes circulantes en sangre actuan regulando la multiplicación 

hepatocelular (Bucher et al 1978) , y después de probar la eficacia de dis

tintas mezclas de sustancias en la incorporación de TdR (H3) al DNA de los 

hepatocitos , J . Short et al (1972) desarrollaron un sistema experimental 

que se basa en la infusión de una solución que por cada 10ml . contiene 100 

pgr de triyodoti ronina , 150- 300 mgr . de hidrolizado de caseína , 1 mgr de gl~ 

cagón, y 100 U.S.P de heparina (T . A.G. H. ) . 

Este sistema de activación posee la ventaja de no ocasionar agresión di

recta ni dar lugar a una pérdida de masa celular como ocurre en el caso de 

la hepatectomía parcial . A diferencia de lo que ocurre después de operación 

los cambios observados en la fase prerreplicativa de este sistema estarán 

más directamente relacionados con la respuesta proliferativa que en la com

pensación funcional a corto plazo. 

Esto nos ofrece l a posibilidad de conocer cuales son los sucesos concre

tos necesarios para l a activación proliferativa, al comparar los cambios ob 

servados en l a fase prerreplicativa de ambos modelos . 

En este trabajo presentamos primero un estudio de la cinética de entrada 

a la síntesis de DNA y a la mitosis después de la activación con la solución 

T. A.G. H. , y en segundo lugar un estudio de las variaciones de los niveles de 

calcio tanto en el interior de la célula como en el plasma, y su posible r~ 
. ++ ++ lación con la actividad de la enzima (Ca - Mg )- ATPasa que es uno de los 

mecanismos responsables del transporte de calcio a través de la membrana 

plasmática . La actividad de este enzima se ha determinado en fracciones pu

ras de membrana plasmática de los hepatocitos aisl ados a distintos tiempos 

después de la activación con la solución T. A.G. H .. 

Materia1 y Métodos 

Para la realización de este trabajo se han uti lizado ratas macho de la ce 

pa Sprague-Dawl ey de 5-7 semanas de edad con un peso medio corporal de 150-
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200 gr. La infusión de la solución T.A .G.H. (10 ml.) conteniendo 100 flgr de 

3-3'-5 triyodotironina, 130-150 mgr. de hidrolizado de caseína, 1 mgr. de 

glucagón y 100 U.S.P. de heparina en 0,15 M de NaCl a pH=7 ,2 se realiza por 

la vena de la cola a un flujo constante de 3,3 ml/hora. Los controles se rea 

lizan inyectando exclusivamente la solución salina . 

La síntesis de DNA in vivo se mide por la ~ncorporación de [H3]-timidina 

a una dosis de 0 , 5 pCi/gr de peso corporal, siendo utilizado en la determin~ 

ción de los ácidos nucleicos el método descrito por Burton (1956) . 

El porcentaje de células marcadas y células en mitbsis se obtienen a pa~ 

tir de un estudio histólógico utilizando el proceso autorradiográfico. 

El contenido de calcio en el tejido hepático, y en el plasma, se mide 

por espectofotometria de absorción atómica. 

Las fracciones de membrana plasmática se obtienen segun el método descrl 

to por Bachmann et al (1977) . La actividad específica de la enzima (Ca++_ 
++ 

Mg )- ATPasa se ha medido por el método descrito por Lotersztajn et al (1981) 

El contenido proteico de las fracciones puras de membrana se ha determinado 

por la técnica descrita por Lowry et al (1951). 

Resultados 

En el estudio cinético de la entrada a la síntesis de DNA, vemos que du

rante las primeras 52 horas despúés de la inyección de la solución T.A.G.H., 

la radiactividad asociada al DNA presenta tres picos máximos: los dos prim~ 

ros muy juntos y casi de la misma intensidad uno a las 24 horas y otro alas 

32 horas; y un tercer pico de menor intensidad que aparece a las 44 horas. 

(Figuranº la) . 

En los contajes efectuados en las preparaciones autorradiográficas vemos 

que el porcentaje de células marcadas a lo largo de las 52 horas estudiadas, 

presentan igualmente 3 picos máximos, el primero a las 24 horas, el segundo 

a las 36 horas, y el tercero a las 44 horas. (Figura n2 le). 

El índice mitótico nos da 2 picos máximos, uno a las 32 horas que corre~ 

ponde al grupo de células que tenía su máximo de marcaje a las 24 horas , y 

entran en mitosis 8 horas más tarde; un segundo máximo lo encontramos a las 

44 horas que corresponde a las células cuyo máximo de marcaje aparecía alas 

36 horas estando asimismo 8 horas desplazado en el tiempo. Un tercer pico 

de menor intensidad pero claramente significativo aparece a las 24 horas p~ 

ro no va precedido por ningún pico de síntesis de DNA . (figuranº lb) . 

La infusión de la solución T.A .G.H. provoca una hipocalcemia, con un va-
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Figuranº l :a)Radiactividad asociada al ONA durante las 52 horas después 

de la infusión con la solución T. A.G. H. b) Porcentaje de células en mitosis. 

c) Por centaje de células marcadas . 
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Figuranº 2: a) Contenido de calcio en sangre .b)Contenido de calcio en hí 

gado .c)Actividad espécífica de la enzima (Ca++_Mg++)-ATPasa en l as fraccio

nes de membrana plasmática.(- ------- ) Ratas inyectadas con solución salina. 

----) Ratas ·inyectadas con solucion T. A.G. H. 



lor mínimo a las 4 horas de la inyección, la disminución es del orden de dos 

unidades. Esta hipocalcemia se recupera lentamente pues desde las 6 horas has 

ta las 20 horas después de la activación los valores se mantienen por debajo 

de lo normal. (Figura n22a). 

En el tejido hepático, se observa un incremento de la cantidad de calcio 

a las 4 horas de la inyección de la solución T. A.G. H., adquiriendo su máximo 

a las 8 horas con un valor casi el doble del basal, manteniéndose hasta las 

15 horas,disminuyendo bruscamente y adquiriendo los valores control a las 20 

horas de la inyección. (Figura n2 2b). 

++ ++ 
La actividad específica (Ca -Mg )-ATPasa medida en las fracciones de 

membrana plasmática durante las 26 horas después de la activación con la so

lución T. A.G. H. presenta una inhibición máxima a las 4 horas manteniéndose 

en valores por debajo del normal hasta las 22 horas. (Figura n2 2c). 

Discusión 

La iniciación de la síntesis de DNA por este estímulo tiene lugar a las 

16-18 horas. La cinética de entrada a la fase S presenta 3 picos máximos, e~ 

tando sus correspondientes máximos de entrada en mitosis desplazados 8 horas 

en el tiempo. Período que concuerda con el mínimo necesario para recorrer las 

fases del ciclo celular que van desde la mitad de la fase S hasta el inicio 

de la mitosis. 

Respecto al primer pico de mitosis que aparece a las 24 horas sin estar 

precedido por un pico de síntesis, todas las evidencias apuntan al hecho de 

que se trate de una subpoblación de células paradas en G0 2 y solo requieren 

salir de esta fase para entrar en la mitosis. 

Esta cinética; nos muestra que el sistema de activación mediante la infu

sión endovenosa de la solución T.A .G. H. , se comporta de manera similar al sis

tema de activación de la hepatectomía parcial, lo que nos hace pensar que de

sencadenan los mismos mecanismos que conducen a la síntesis de DNA. Por lo 

que el estudio comparativo de los cambios prerreplicativos observados en am

bos nos orientarán hacia los cambios necesarios para la actividad prolifera

tiva. 

Uno de estos cambios podría ser la variación de los niveles de calcio; ya 

que la hipocalcemia se observa en ambos sistemas , al igual que la inhibición 

de la actividad específica de la (Ca++_Mg++)-ATPasa. Si superponemos las grá-
. ++ ++ 

ficas del contenido hepático de calcio y la actividad de la enzima (Ca -Mg ) 

ATPasa, concuerdan estrechamente pudiendo deducir que la acumulación de calcio 

puede ser debida en parte a una disminución de una salida de calcio al espa

cio extracelular por una inhibición de la bomba encargada de su extracción. 
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Estos resultados concuerdan con el modelo postulado por Whitfield et al 

(1982) en el que se considera necesaria una acumulación intracelular de cal 

cio para que se producca la iniciación de la replicación del DNA. 
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