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RESUMEN

Como numerosos procesos bioldgicos, la
proliferacién de diversas poblaciones celulares ani-
males presenta un ritmo circadiano. La respuesta
diferencial a la ciclofosfamida ha sido relacionada
con la periodicidad mitética diaria en un carcinoma
mamario de ratén. El presente trabajo analiza la
evolucion de la actividad mitética, a lo largo de un
ciclo de 24 horas, de los hepatocitos neoplasicos del
tumor ES15 (hepatocarcinoma diferenciado, de cre-
cimiento lento). 38 ratones machos, adultos de la
cepa C3H/S, fueron injertados con el tumor en el
tejido celular subcutdneo. Al cabo de 10 semanas los
portadores fueron colocados durante tres semanas en
condiciones de estandarizacién para andlisis de pe-
riodicidad. Pasado ese lapso los mismos se
repartieron en 6 lotes (n=5-8) que se sacrificaron
cada 4 horas a partir de la hora 00:00 hasta abarcar
un periodo de 24 horas, tras recibir una dosis de
Colchicina (2 ug/g/0,01 ml), por via intraperitoneal,
cuatro horas antes de su muerte. Las muestras del
tumor se procesaron para observacién microscopica
bajo objetivo de inmersidon. En los cortes se deter-
miné por conteo mitdtico el indice de metafases
colchicinicas por 1.000 nicleos. Con los datos indi-
viduales se calculé la media aritmética + ES de cada
lote. La significacion de las diferencias entre los va-
lores de los puntos horarios controlados se establecié
con la prueba de t de Student. Se observo que la
actividad mitética presenta su valor minimo a las
04:00 horas y el maximo a las 16:00 horas. Esta
diferencia es estadisticamente significativa (P <
0,001). Este conocimiento es de utilidad para
cualquier ensayo experimental que implique aspec-
tos relacionados con la regulacién del crecimiento
del mismo tumor.
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Circadian Variation in the neoplasic
Hepatocytes Proliferation From the ES 15
Tumor.

SUMMARY

As most of biological processes, the prolif-
eration of a variety of mammalian cell populations
shows a circadian rhythm. The differential response
of a mouse mammary carcinoma to the endoxan
(cyclophosphamide) administration, has been related
to its daily mitotic periodicity. In this work we
analyse the evolution of the mitotic activity, through
a 24 h period, of the ES15 tumor hepatocites (Slow
growing differentiated hepatocarcinoma). Thirty
eight C3H/S inbred male adult mice, were grafted
with the tumor in the hypodermis. Ten weeks later
they were standarized for periodicity analysis during
three weeks. After this time, they were separated in
six groups ( N=5-8) and one group every 4 h for a
day was sacrificed. Four hours before killing, the
mice received an IP injection of colchicine in a dosis
of 2ug per gram of body weight in 0,01 ml of des-
tilled water. Samples of the tumors were processed
for microscopical study (1000 X magnification). The
colchicine metaphases were controlled on slides an
the mitotic index per 1000 nuclei was determined.
With the individual values the arithmetic mean of
each group and the standard error of the means were
calculated. The statistical significance of differences
between the valeus from each time - points con-
trolled, were stablished with Student’s “t” test. The
lowest mitotic activity at 04:00 h and the highest at
16:00h were observed. The difference was highly
significant (p < 0,001). The knowledge of this data is
very useful for experimental assays related to any
aspect of the same tumor growth regulation.
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INTRODUCCION

En un estudio pionero, nuestro grupo de tra-
bajo demostré en la actividad mitética de un carcino-
ma mamario la presencia de una ritmicidad diaria
semejante a la que posee la glandula mamaria nor-
mal (Echave Llanos y Badran, 1963). Esta obser-
vaciéon condujo, seguidamente, a la demostracion
experimental de que la eficacia del tratamiento anti-
tumoral con ciclofosfamida varia segin la hora de
administracion del citostatico (Badran y Echave
Llanos, 1965) y sentd, al mismo tiempo, las bases
para el desarrollo de la cronoterapia. El conocimiento
de la distribucién temporal de la fase M del ciclo
celular de los hepatocitos normales (Surur et al.
1985) y neoplasicos (Barbeito, et al. 1993) ha sido
sumamente util ya que permitié planear experimentos
que demostraron los efectos inhibidores de extractos
de tumores, sobre el crecimiento de poblaciones
hepatociticas (Echaves Llanos, et al. 1986). Estos
resultados nos llevaron a la conclusién de que esos
extractos contienen factores inhibidores del cre-
cimiento y que los tratados tienen, a su vez, recep-
tores para dichos inhibidores en las células blanco.

Seguidamente se demostré que la adminis-
tracidn prolongada de extracto del hepatocarcinoma
SS1K de Wilson estimula significativamente el cre-
cimiento del mismo tumor. El factor o factores de
esta estimulacién por tejido homdlogo es ter-
moestable (Badran y Moreno, resultados no publica-
dos).

En los iltimos afos las técnicas aportadas
por la biologia molecular permitieron demostrar la
gran importancia que tendrian un grupo de sustan-
cias denominadas “factores de crecimiento” en la
regulacion de la proliferacién y diferenciacion celu-
lar. Respecto a su participacién en el crecimiento
hepatocitico se ha sefialado, principalmente, que:
a) el factor de crecimiento transformante B (TGFp)
producido por poblaciones celulares no hepatociticas
-especialmente las células perisinusoidales de Ito- se
comporta como un inhibidor paracrino; b) el factor
de crecimiento hepatocitico (HGF), localizado en las
células de Ito y de Kupffer, también paracrino, pero
con accién estimulante del crecimiento; c) el factor
de crecimiento transformante o (TGF o) con accién
estimulante que recae sobre los mismos hepatocitos
que lo producen (Michalopoulus 1992).

La baja actividad mitética hepatocitica que
se observa en el animal adulto podria obedecer prin-

cipalmente a la presencia de factores inhibitorios
como el TGF . Por el contrario, la elevada actividad

mitética que se observa después de la intoxicacion
con hepatot6xicos como el tetracloruro de carbono o
de la hepatectomia parcial se acompana de un incre-
mento de factores estimulantes del crecimiento como
HGF o TGF a (Michalopoulus 1992).

En el presente trabajo se analiza la evolucion
de la actividad mitética de un hepatocarcinoma injer-
tado, a lo largo de un periodo circadiano, con el
objeto de definirlo como modelo de ensayo para
explorar la accién de agentes capaces de modificar
parametros representativos del crecimiento.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron 38 ratones machos, adultos de
la cepa endocriada C3H/S provenientes del bioterio
del Instituto de Embriologia, Biologia e Histologia
de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNLP.

Desde el nacimiento, los animales viven
sometidos a un régimen normal de iluminacion (luz
fluorescente, 40 vatios, ubicadas sobre las cajas y que
iluminan todas las zonas de las mismas) desde las
06:00 hasta las 18:00 horas alternando con 12 horas de
oscuridad, disponiendo de agua y comida ad-libitum.

Tumor

Se utilizé un hepatoma ES15 (E: esponta-
neo; S:de la cepa C3H/S; 15: decimoquinto tumor
tomado para transplante en el I. de E. B. e Histologia
de la Facultad de Ciencias Médicas de la
UNLP.) en su vigésimo pasaje.

El tumor toma en el 80% de los receptores,
alcanza 1 cm en 10 semanas, y mata al 50% de los
portadores en 4,5 meses. Por su cuadro microscépico
es un hepatocarcinoma diferenciado y por su veloci-
dad de crecimiento es un tumor lento. Requiere, para
su mantenimiento, ser transplantado en receptores
compatibles cada 4-5 meses.

Transplante del tumor

Para el implante subcutdneo se utilizaron
trozos del tumor, sin cambios necréticos aparentes,
obtenidos de portadores previamente sacrificados
por decapitacion y sangria. Los tumores fueron con-
vertidos en un fino picadillo con una tijera curva en
una capsula de Petri, suspendidos en solucién fisio-
16gica (1:2) e inyectados (0,2ml) en el tejido celular
subcutdneo del dorso de los receptores.
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Diseno experimental

Diez semanas después del injerto los porta-
dores del tumor fueron aislados en jaulas indivi-
duales, en un cuarto ad hoc, durante tres semanas
bajo las condiciones de iluminacién y alimentacién
ya descriptas. La temperatura del cuarto se mantuvo
entre 20 y 24 °C. Seguidamente se lotearon (n=5-8)
y se sacrificaron cada 4 horas a partir de la media-
noche hasta abarcar un ciclo de 24 horas. Cuatro
horas antes recibieron una dosis de 2 pug por gramo
de peso corporal de colchicina por via intraperi-
toneal con el fin de detener las mitosis en metafase.
En ese momento los tumores median 1,4 + 0,08 cm;
x * ES de D + d /2 ( D: didmetro mayor, d: didmetro
menor) y los portadores pesaban 33,0 + 0,45 g. Las
muestras del tumor fueron fijadas en formol tampo-
nado al 10%, incluidas en parafina, cortadas en sec-
ciones de 5 um de espesor y coloreadas con

Hematoxilina-Eosina.

Técnica de Conteo Mitético

Las preparaciones histoldgicas fueron estu-
diadas bajo objetivo de inmersién a 1500x, revisando
dreas comparables. Se registr6 el nimero de
metafases colchicinicas de hepatocitos neoplasicos
en 140 campos microscdpicos y todos los niicleos
cada 10 campos, por animal. Con estos datos se cal-
cul6 el indice mitético por 1.000 nicleos. Los va-
lores de cada lote se expresaron por la media arit-
mética (x)  error estandar (ES). La significacién de
las diferencias entre las medias se calculé mediante
la prueba de t de Student.

RESULTADOS

En la tabla 1 y grafico I se aprecia que el
indice de metafases colchicinicas del tumor estudia-
do presenta a las 04:00 horas su valor méas bajo. A
partir del mismo la actividad mitética se empina
gradualmente en los sucesivos puntos horarios alcan-
zando su maximo valor a las 16:00 horas. A partir
de este horario sus valores declinan en los sucesivos
puntos explorados. La significacién de la diferencia
que se observa entre los valores extremos es alta-
mente significativa (P < 0,001).

DISCUSION

Una vez mas el método del bloqueo estag-
mocinético por la colchicina asociado a un control
microscopico metddico permite demostrar una
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Tabla 1: Actividad mitética del hepatocarcinoma ES15 en
un periodo circadiano.

Hora x =+ ES n VR
00:00 8,19 + 1,24 8 78
04:00 0,46 =+ 0,12 5 4
08:00 2,58 + 0,22 5 25
12:00 748 =+ 1,86 6 71
16:00 31,78 * 6,45 7 303
20:00 1243 + 1,76 6 118
P 04-16 < 0,001

X 24 hs 10,48 £ 2,12 38 100

X : Media aritmética del lote.

ES: Error estandar.

n: Tamafio de la muestra.

VR: Variacion relativa (porcentual) con respecto al
promedio de medias.

P: Probabilidad de la diferencia.
X 24 hs: Promedio de las medias.

variacién circadiana de la actividad mitética. No es
ajena a esta comprobacién el hecho de haber utiliza-
do animales estandarizados para el analisis de perio-
dicidad como el haber repartido células de una
misma linea tumoral en todos los receptores del
injerto. La estandarizacién utilizada disminuye la
dispersién de los datos (Halberg et al. 1958) de la
variable medida facilitando el anélisis experimental.

El reparto del tumor por repique seriado
provee del nimero necesario de tumores compara-
bles. Los cambios que se aprecian en la evolucion
de la actividad mitética -con un valor mas elevado en
el periodo de reposo del animal y el més bajo en el
periodo de actividad- son superponibles a los de las
curvas mitéticas obtenidas de tejidos normales con
capacidad regenerativa (Echaves Llanos et al. 1985)
y de algunos tumores injertados (Barbeito et al.
1993). La variacién circadiana mitética ha sido rela-
cionada con las variaciones diarias de: a) las concen-
traciones sanguineas de glucocorticoides y de adre-
nalina dado el aumento de la concentracion de estas
sustancias va seguido de una caida de la actividad
mitética y viceversa (Leffert et al. 1979); b) de los
receptores celulares para factores de crecimiento
(Scheving et al. 1989). Nuestro resultado no puede,
obviamente, excluir ninguna de estas explicaciones.



Por el contrario nos sugiere que ambos cambios
podrian participar, separadamente o en conjunto, en
la sincronizacién de la fase M de la poblacion hepa-
tocitica del tumor estudiado.

La existencia de tumores con variacién cir-
cadiana mitdtica es, potencialmente, de gran impor-
tancia practica. La presencia de este fenémeno pe-
riddico deberia ser investigada en todo tumor, a
través de muestras tomadas con regularidad hasta
abarcar un ciclo de 24 horas y particularmente cuan-
do se ha de recurrir al uso de antiblasticos con selec-
tividad sobre alguna/s de las fases del ciclo celular
(Echaves Llanos y Badran 1963), dado que la posi-

cién horaria del pico mitético permitiria inferir
razonablemente la ubicacién temporal de las fases
quimiosensibles del ciclo de la célula blanco y por
ende precisar la hora correcta de administracién de
un tratamiento particular. Estas consideraciones con-
dujeron a la realizacién del presente estudio. El
resultado obtenido probablemente contribuird al di-
sefio de nuevos experimentos, racionalmente planifi-
cados, donde las células del tumor ES15 sean el
blanco del tratamiento con factores de crecimiento,
factores de crecimiento bloqueados con anticuerpos,
extractos inhibidores del tejido hepético normal y
con otros agentes capaces de modificar el crecimiento.
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Grdfico 1. Proliferacion Tumoral del Hepatocarcinoma ES 15.
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