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Resumen La presencia de tumores injertados en el ratén generalmente provoca modifi-

caciones de la prolileracién de sus poblaciones celulares normales. En el pre-
sente trabajo se analiza la actividad mitdtica (AM) de los enterocitos de las criplas
duodenales del ratén injertado con el hepatocarcinoma ES12a. Se utilizan ratones C3H/S
hembras de 28 dias de edad, estandarizados para andlisis de periodicidad, distribuidos
an dos grupos: testigos y portadores del tumor injertado. Animales de ambos grupos se
reparten en seis lotes [n = 6-10] que se sacrifican cada cualro horas después de recibir
una dosis de 2 pg'g de colchicina. Muestras de ducdeno se fijan en formol tamponado al
10% y se procesan para la determinacién de la actividad mitética. Se controlan, por ani-
mal, los enterocitos correspondientes a 20 criplas, seccionadas longitudinalmente, regis-
trando las células en metafase y su localizacion topogralica. A partir de estos valores se
determinan los indices mitdticos (metafases colchicinicas x 1000 nidcleos) de_toda la crip-
ta y de cada zona previamente establecida. Con estas cifras se define la X + SEM de
cada lote. Las diferencias a comparar se analizan utilizando la prueba de "{" de Student,
Los resultados demuestran que la presencia del tumor ES12a ejerce tanto un electo inhi-
bitorio sobre la AM de los enlerocitos, como un desfasamiento de la curva circadiana de
aste parametro de crecimiento.
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En las criptas de Lieberkihn, glandulas tubu-
losas simples alojadas en la capa mucosa del in-
testino, se cumplen principalmente funciones
generativas —-que permiten reponer todas las ce-
lulas epiteliales perdidas por el drgano- y de se-
crecién exocrina, endocrina y paracrina. Los cita-
dos aspectos funcionales tienen diversas manifes-
taciones entre las que se destacan una elevada
actividad mitética (AM) con significativas variacio-
nes temporales y secloriales, y el reconocimien-
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to tanto de células indiferenciadas como de va-
rios linajes celulares. Los antedichos aspectos
confieren a las criptas una gran utilidad en aque-
llos estudios que analizan aspectos cinéticos de
la reproduccidn y diferenciacién celular’,

Las criptas intestinales del raton adulto estan
tapizadas por unas 250 células epiteliales. La ob-
servacion de secciones longitudinales de las crip-
tas permite el andlisis, desde la profundidad ha-
cia la superficie, de unas 25 filas celulares por
hemicripta®, En su fondo se encuentran las célu-
las de Paneth, cuyo nimero va aumentando des-
de el duodeno hacia el ileon®. Por encima de
éstas se localizan entre 1 y 4 hileras de células
troncales, o "stem cells®, que tienen la capacidad
de dar origen a los otros tipos celulares sin per-
der por ello su potencialidad autorrenovadora. El
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ciclo celular de las células troncales se complata
en 24 horas y su descendencia comprende tanto
a nuevas células troncales como a la primera
genaracion de las denominadas células en tran-
sito®. Estas (ltimas se reproducen cada 12 horas®
y se ubican inmediatamente por encima de las
células troncales, de la fila 5 a la 12, Las prime-
ras generaciones de células en transito lienen,
como las células troncales, capacidad clono-
génica y pueden repoblar totalmente la cripta si
se dafan las células troncales.® Por dltimo los
enterocitos localizados en los tramos mas super-
ficiales de las criptas, a partir de la hilera 13, pre-
sentan un mayor grado de diferenciacion y un
menor potencial preliferative® =,

Una gran variedad de procedimientos experi-
mentales puede provocar modificaciones, tanto
cuantitativas como cualitativas, del patron prolife-
ralive de poblaciones celulares normales. Entre
las mismas se encuentran las radiaciones, ra-
diomiméticos, antimetabalitos, desnutricion y
portacidn de tumores® =% Referente a los cam-
bios deteclados en relacidn al dltimo punto no-
sotros hemos descripto, en animales con carci-
nomas hepatocelulares y mamarios, modificacio-
nes cuantitativas y cualitativas de la AM a nivel
de los hepatocitos del higado™ *®, de las células
del estroma renal cortical®, de los queratinocitos
linguales® y epidérmicos™ y de las células
aciddfilas de la pars distalis". Mo hemos encon-
trado en la bibliografia consultada datos —en por-
tadores de tumor- concemientes a la AM de los
enterocitos de las criptas en un periodo circa-
diana, Para conocer la evolucion de dicha expre-
sion del crecimiento del epitelio ducdenal, en
animales portadores de un tumar implantado, se
realizd el experimento que se describe.

Se utilizaron B7 ratones hembras endocriados,
pertenecientes a la cepa C3H/S, provenientes del
bioterio del Institulo de Embriclogia, Biologia &
Histologia de la FCM-UNLP. Desde el nacimien-
to y hasta el destete —dia 21- los ratones per-
manecieron con sus madres en una sala (sala de
cria), sometidos a un régimen de iluminacion
normal —luz fluorescente de 40 w. de 06:00 a
18:00 horas; oscuridad de 18:00 a 06:00- y tem-
peratura ambiente de 22 + 2°C, siendo importante
gue todos los animales recibieran una misma in-
tensidad luminica. En el vigesimoprimer dia las
crias se separaron de las madres y se colocaron
en un cuario ad-hoc (sala de ritmos), en condi-
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ciones de estandarizacién que comprendieron:
alojamiento en jaulas individuales, agua y alimen-
to ad libitum, temperatura ambients de 22 = 2°C
y las condiciones de iluminacion previamente
mencionadas. Los animales se repartieron en dos
grupes: |] Intactos que se utilizaron como contro-
les [n = 44]; Il] Portadores [n = 43|, que se injer-
taron subcutaneamente con el hepatocarcinoma
pobremente diferenciado ES12a (E:Espontaneo,
S: originado en la cepa C3HIS, 12: 12% tumor he-
pético originado en forma espontanea en nues-
tro laboratorio, a; primera sublinea derivada del
tumaor original). Al cumplir 28 dias de edad rato-
nes de ambos grupos se distribuyeron en 6 lotes
[n = 8-10] y se sacrificaron por decapitacion y
sangria cada 4 horas a partir de la medianoche
tras recibir una dosis de 2 pg/g de peso corporal
de colchina IP 4 horas antes, para detener las
mitosis en metafase. Muestras de duodeno se
fijaron en formol tamponado neutro al 10%, inclu-
yeron en parafina, cortaron en microtomo de des-
lizamiento a 5 ym de espesor y colorearon con
H-E. Las secciones se observaron microsco-
picamente bajo objetivo de inmersidén con 1000X
de aumento, revisande por cada animal 20 crip-
tas cortadas longitudinalmente. En cada cripta se
controld el total de ndcleos celulares, el nimero
de nicleos en metafase y su ubicacién. Con es-
tos datos se determind el indice mitdtico
[metafases colchicinicas por 1.000] del total de
enterocitos de la cripta y de cada sector consi-
derado: filas 1-4, 5-12 y 13-20. Los valores de
cada lote y grupo se expresaron por la media
aritmética + SEM. La significacion de las diferen-
clas entre las medias a comparar se analizo apli-
cando la prueba de "t" de Student.

Los resultados muestran (Tabla 1) que la AM
de los testigos exhibe una variacion circadiana de
sus valores con un maximo de 241 al mediodia
¥ un minimo de 174 a las 16:00 hs, el valor pro-
medio diario es de 203.

Los animales portadores del tumor injertado,
también muestran una AM circadiana, pero con el
valor maximo de 96 a las 08:00 y el valor minimo
de 75 a las 16:00 hs, siendo el valor promedio
diario de B86. La AM de los portadores es
significativamente menor que la de los testigos
tanto en su valor promedio como en todos los
puntos horarios controlados.

For otra pare, como se observa en la Tabla
2, la actividad proliferativa mas intensa se pro-
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TABLA 1.— Actividad mildtica de los enterocitos de las criptas duodenales (Melafases
colchicinicas por 1.000)
Testigos Portadores

Hora X £ ES n Xz ES n p
00:00 180,23 + 324 6 8425 + 459 10 < 0,001
04:00 211,29 + 28,59 7 BO30 =+ 897 7 < 0,010
08:00 207,17 + 13,61 7 96,46 = 549 T < 0,001
12:00 240,73 = 14,74 T B251 = 954 L] < (0,001
16:00 173,77 = 11,44 g9 7543 £+ 7.85 6 < 0,001
20:00 195,98 + 14,29 8 87.20 £10,94 7 < 0,001
P 08-16 = 0,050 12-16 < 0,010

X24hs 203,20 = 6,96 44 85,93 = 3,15 43 < 0,001

X + ES: Media aritmélica + arror standard; n: Tamafic de la muestra; p: Probabilidad da la

diferencia

TABLA 2.- Estudio sectorial de la actividad mildfica de las criplas ducdenales (Melafases colchicinicas por

1.000)

Testigos Portadores % de
Tramo X + ES X +ES p inhibicicn
a (hileras 1-4) 164,46 + 8,84 75,23 + 4,16 < 0,001 54
b (hileras 5-12) 274,70 £ 11,35 104,38 = 4,23 < 0,001 62
¢ (hileras 13-20) 151,14 = 5,08 7317 £ 3,72 < 0,001 52
d (total da la cripta 203,20 = 6,97 85,93 £ 3,15 < 0,001 58

ab <0001 a-b < 0,001

a-c NS a-c NS

b-c < 0,001 b-c < 0,001

X & ES: Media aritmética = arror standard; n: Tamafio de la muestra; p: Probabilidad de la diferencia

duce en la zona de las hileras 5-12 alcanzando
un valor de 275 en los testigos y de 104 en los
portadores. En cambio los valores de los testigos
(164) y de los portadores (75) correspondientes
a las filas 1-4, son similares a los de la zona com-
prendida entre las filas 13-20 (151 para los testi-
gos y 73 para los portadores).

Este andlisis sectorial de la AM demostrd que
la inhibicion de la proliferacién celular en los ani-
males portadores supera al 50% en los 3 segmen-
tos analizados, alcanzando idéntica significacién
estadistica (p < 0,001).

De los resultados obtenidos del grupo control
surge que, en nuesiras condiciones expenmenta-
les, el ratén hembra normal a los 28 dias de edad
presenta a nivel de las criptas ducdenales un rit-
mo circadiano de la actividad mitdtica cuyo valor
méaximo se localiza al mediodia. Estos resultados
son similares a los reporiados para esta variable
en ratones machos jovenes', aunque los prome-
dios de los valores obtenidos por nosotros son
levemente superiores.

Considerando que los animales utilizados, ob-
tenidos por endocria, son de la misma cepa y
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edad, estuvieron sometidos a condiciones simi-
lares de estandarizacion incluyendo la alimenta-
cién (alimento balanceado Ganave rata/ratan),
pero de distinto sexo, este hallazgo sugiere que
es altamente probable que exista una influencia
hormonal que exprese un ciero grado de dimor-
fismo sexual'®, Esta suposicidn confirmaria pre-
vias observacionss realizadas en nuestro labora-
torio, aungue en olras poblaciones celulares, don-
de el dimorfismo sexual se ha expresado como
diferencias en la actividad proliferativa del parén-
guima de la glandula submaxilar y de la pars
distalis de la hipdfisis.

La informacién sobre la actividad mitética re-
cogida en este experimento permite afirmar que
en las criplas duodenales de los portadores: 1) se
conserva el ritmo circadiano de la variable anali-
zada; 2) se presenta un desfasamiento de la
acrofase (punto horaric de maxima actividad
mitatica del ciclo; 3) hay una evidente disminucion
del indice mitdtico de la totalidad de la glandula,
tanto del promedio diario como en todos los pun-
tos horarios y 4) dicha disminucion se registra en
los tres sectores considerados. Estas observacio-
nes sugieren gue los mecanismos determinantes
de la periodicidad circadiana de los enterocitos
siguen aun operando en los portadores, pero con
alteraciones que se manifiestan por el desfasa-
miento del pico. En cambio la existencia de valo-
res mas bajos se deberia a un efecto inhibitorio
sobre la actividad mitdtica de los enterocitos. En
el animal control tanto la magnitud como la loca-
lizacién circadiana de la variable analizada expre-
san &l interjuego de un importante ndmero de
mecanismos regulatorios entrelazados en que
participan, entre otras susiancias, hormonas, fac-
tores de crecimiento y receptores celulares, para
algunos de los cuales se han descripto también
variaciones circadianas™.

Con base en la informacion anteriormente ci-
tada, consideramos como allamente probable que
las poblaciones celulares normales de los porta-
dores del tumor ES12a se encuentran en un con-
texto alterado de sefales moleculares relaciona-
das al crecimiento. Estas sefiales perturbadoras
de la proliferacién celular podrian provenir de las
células tumorales y/o de los tejidos normales del
animal, En ese marco se puede postular que las
células del tumor ES12a producen y liberan al
medio extracelular, y por consecuencia a la cir-
culacion sanguinea, un factor inhibidor de la mi-
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tosis que podria tratarse del factor de crecimien-
to transformante p (TGFR)™, polipéptido cuya pro-
duccién ha sido detectada en diversos tumores
¥ que ejerce un poderoso efecto inhibidor sobre
la multiplicacion de los enterocitos'™.

La demostracion en el presente trabajo de la
persistencia de la variacion circadiana mitotica de
los enterocitos, asi como del desfasamiento del
pico surgen como datos que deberdn tenerse en
cuenta para evitar efectos indeseables en ague-
llos tratamientos basados en la utilizacion de
agentes antitumerales con accién selectiva sobre
alguna de las fases del ciclo celular de tumores.

Summary

Mitotic activity of duodenal-crypt entarocytes in
mice bearing a transpianted hepatocarcinoma

Tumors grafted inte mice may maodify the pro-
liferation of normal cell populations. In this paper,
we have studied the evolution of mitotic activity
(MA} in ducdenal-crypt enterocytes of ES12a
hepatocarcinoma-bearing mice; a total of 87 28-
day-old female animals of the C3H/S strain were
used after standardization for circadian-periodicity
analysis. The mice were distributed into two groups:
those remaining intact and those receiving tumor
grafts, Each group was then divided into six
batches (n = 6-10), one of which was sacrificed
every 4 h over a period of one day. A dose of
colchicine (2 pg/g) was administered to each ani-
mal 4 h before killing. Samples of duodenum were
fixed in 10% (v/v) buffered formalin and processed
for assessmaent of mitotic activity. The number and
topographic localization of the colchicine-arrested
metaphases were recorded among the entero-cytes
within 20 longitudinal sections of the duodenal
crypts in each animal. From these data the mitotic
indices over the total crypt-cell population as well
as within each previously-established zone were
determined along with x + SEM for each experi-
mental group. The statistical significance of the
differences among the data were analyzed by
Student t test. The results show that the presence
of ES12a tumor inhibits the mitotic activity of the
duodenal-crypt enterocytes and produces an
apparent temporal shift in the peak and trough
within the circadian curve tar this growth parameter,
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