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INTRODUCCION

Los modelos in vitro han sido de gran importancia en la investigacion y desarrollo
biotecnolégico al formar parte de un conjunto de métodos para estudiar el efecto de
diversos agentes xenobi6ticos, susceptibilidad antimicrobiana, procesos patolégicos,
relaciones entre vias metabllicas y las caracteristicas farmacodiniAmicas de
xenobidticos o farmacos, asi como para el desarrollo de biomarcadores y de nuevos
medicamentos. Entre estos modelos destacan los co-cultivos, cultivos primarios y el
cultivo de lineas celulares establecidas (Chiu, 1993; Said-Fernandez et al., 1997).
Sin embargo, estos modelos, no siempre reflejan una respuesta fisiolégica completa
debido a que generalmente corresponden a poblaciones o linajes celulares tinicos. Un
modelo adicional y potencialmente valioso lo constituye la técnica de rebanadas de
tejidos, la cual fue desarrollada originalmente por Krumdieck er al, en 1980. Las
rebanadas de 6rganos son cortes de tejidos cuya caracteristica distintiva es que
dependiendo del 6rgano o tejido en estudio, se pueden preparar con didmetro de 5 a
10 mm y grosor de 200 a 600 p, lo cual les permite mantenerse viables in vitro
(Smith ef al., 1985). El modelo de las rebanadas de tejido posee las caracteristicas
unicas de conservar la organizacion espacial tridimensional propia del tejido y el
mantenimiento de las interacciones célula-célula, asi como entre las células y su
matriz extracelular (Moronvalle-Halley, 2005). Ademds, en una rebanada de tejido
se encuentran representadas todas las de células del érgano del cual proviene (Parrish
et al., 1995; Bach et al., 1996). Esta técnica ha sido ampliamente utilizada con
diferentes 6rganos, incluyendo el higado, rifién, pulmén, corazén y bazo (Parrish et

. al., 1995).
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Su uso se ha incrementado gracias al desarrollo de sistemas de incubacién, los cuales
permiten extender la viabilidad de las rebanadas de tejidos de animales y humanos
por 5, 7 y hasta 10 dias (Brendel et al., 1987; Behrsing et al., 2003). De lo expuesto
anteriormente se pueden comprender las ventajas del sistema de rebanadas de
tejidos, de ahi surge el objetivo de estandarizar las condiciones para establecer este

modelo en nuestra region.
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ANTECEDENTES

Las rebanadas de érganos han sido muy utilizadas en estudios bioquimicos; muchas
de las vias basicas de metabolismo intermediario fueron descubiertas empleando
rebanadas de tejidos (Parrish ez al., 1995, cfr ref.). El uso de las rebanadas de tejidos
in vitro fue reportado inicialmente en la década de 1920-1930 (Bach et al., 1996). En
los primeros trabajos se obtenian rebanadas de forma manual, utilizando bisturies;
debido a esto la produccion de rebanadas idénticas era muy dificil y poco
reproducible, dependiendo en gran medida de la experiencia del investigador
(Campbell y Hales 1971). Posteriormente aparecieron rebanadores mecanicos como
el Microtomo Stadie-Riggs en 1944 y el rebanador de Mcllwan en 1953, los cuales, a
pesar de que mejoraron la calidad de las rebanadas, no eran del todo reproducibles,
ademas de que tenian el inconveniente de comprimir y dafiar los tejidos (Bach et al.,

1996).

A pesar de estas limitaciones las rebanadas de tejidos continuaron siendo
ampliamente utilizadas. En 1980, Krumdieck disefié un rebanador de tejidos que
permitié obtener rebanadas posicionales con didmetro y grosor precisos (Krumdieck
et al., 1980). El grosor y diametro controlados en las rebanadas de 6rganos favorecen
las condiciones idoneas para el intercambio de gases y de nutrientes permitiendo

mantenerlas viables in vitro.
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Han pasado dos décadas desde que aparecié el primer trabajo publicado acerca de la
preparacién y mantenimiento de rebanadas de higado de rata, conejo y humano
utilizando “rebanadores™ de precision para realizar estudios toxicologicos in vitro
(Smith et al., 1985). No obstante, hoy en dia, el uso de las rebanadas de tejidos se ha
extendido gracias al desarrollo de sistemas de incubacién adecuados que permiten
prolongar su viabilidad (Brendel er al., 1987; Behrsing et al., 2003). Lo anterior es
muy importante, ya que el cultivo in vifro de las rebanadas de tejido en buenas
condiciones fisioldgicas y morfologicas permite realizar estudios experimentales

tanto agudos como crénicos.

Las rebanadas de higado se han utilizado para evaluar el efecto citoprotector de
ciertos compuestos contra la toxicidad debida a xenobiéticos y para estudiar eventos
tempranos en la carcinogénesis inducida por compuestos quimicos (Godoy er al.,
1983; Goodall, 1984; Hall ef al., 1985), necrosis hepética inducida por paracetamol
(Bailie et al., 1984), toxicidad de aflatoxinas (Uwaifo, 1984), para estudiar la
hepatotoxicidad de hidrocarburos halogenados, especialmente el papel de la
peroxidacién de lipidos (Fraga ef al., 1987; Fraga et al., 1988), alteraciones en el
transporte de electrones (Mourelle y McLean, 1989), toxicidad de cocaina (Boelsterli
y Goldlin, 1991), para estudiar alteraciones histopatologicas y citotoxicidad
inducidas por paraquat (Togashi et al., 1991). Para evaluar la toxicidad de sustancias
quimicas (Miller et al., 1993; Price et al., 1995),' para establecer la vias metabolicas
de xenobidticos (Ball e al., 1996; Ekins., 1996), para evaluar el potencial
. genotdxico y antigenotoxico de diversos compuestos (Baumann ef al., 1996; Lake et

al., 1999), para investigar la respuesta hepéatica a drogas (Olinga ef al., 2001), para
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estudiar la regulacién de sistemas enzimaticos como él citocromo P450 (Meredith et
al., 2003), y tgmbién para comparar la viabilidad de las rebanadas entre especies
animales (Sivapathasundaram et al., 2004). Por otra parte, las rebanadas de rifién
representan un modelo que permite exponer a todas las células de interés al efecto
directo de agentes nefrotoxicos, asi como para estudiar el metabolismo renal de
sustratos endégenos y exdgenos (Gandolfi et al., 1995). Se han utilizado en estudios
toxicolégicos para determinar ¢l mecanismo de nefrotoxicidad del cloroformo
(Smith y Hook, 1983; Bailie ef al., 1984), para estudiar la sintesis de prostaglandinas '
(Fujimoto et al., 1984; Fujita et al., 1986) y la preservacion de érganos (Southard ef
al., 1985; Southard ef al., 1985b). También se ha estudiado la liberacién de renina
(Gossain et al., 1986; Pedraza-Chaverri et al., 1986), y el transporte de iones
organicos (Braunlich, 1987). Parrish et al. (1998) presentaron evidencia de cambios
en la expresién de los oncogenes c-fos, c-Ha-ras y c-jun en rebanadas de rifién e
higado de rata, asi como del factor transcripcional AP-1 inducidos por arsénico
inorganico en rebanadas de riiién de congjo (Parrish et al, 1999). Las rebanadas de
rifion de conejo también han sido utilizadas para mostrar las alteraciones inducidas
por mercurio en la cascada de transduccion de seifiales mediadas por kinasas (Turney
et al, 1999). Kirkpatrick et al describieron los efectos del arsenito en la via
ubiquitina-proteosoma utilizando el mismo modelo de rebanadas de la corteza renal

en conejo (Kirkpatrick et al., 2003).
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Las rebanadas de pulm6én mantienen su viabilidad en cultivo por periodos
prolongados (7 dias) y al mismo tiempo muestran un alto grado de especificidad
funcional y estructural (Bach ef al., 1996). Su preparacién incluye la infiltracién del
tejido con agarosa, lo que le proporciona al pulmdn un soporte eficaz previniendo el
colapso de la arquitectura celular y su posterior necrosis durante el tiempo de
incubacién de las rebanadas (Stefaniak ef al., 1992; Fisher et al., 1994; Price ef al.,
1995). Las rebanadas de pulmon se han utilizado para estudiar los efectos téxicos de
acroleina y nitrofurantoina (Parrish et al., 1994; Parrish ef al., 1994b), asi como de ‘
doxorubicina, allilamina y alcohol alilico (Fisher et al., 1994; Verea et al., 2001),
para establecer la correlacion entre las respuestas pulmonar in vivo ¢ in vitro frente a
aceite diesel o particulas contaminantes del ambiente (Hays er al., 2003), para
analizar mecanismos de infeccién con virus (Ebsen, ef al., 2002) y para estudiar el

metabolismo de la nicotina y la induccién de citocromo CYP1A (Price et al., 2004).

Finalmente, ¢l uso de Organos para producir rebanadas se ha extendido a otros
tejidos: las rebanadas de intestino, han sido utilizadas principalmente para realizar
estudios de biotransformacion (Vickers et al., 1995; de Kanter et al., 2005). También
se ha logrado preparar rebanadas a partir de misculos cardiaco y liso, placenta,
glandula mamaria, glandula adrenal y tejido tiroideo (Bach et al., 1996). Finalmente,
las rebanadas de préstata en humanos también han representado un importante

modelo in vitro para investigar su patologia (Parrish et al., 2002).

. En base a lo expuesto anteriormente, las rebanadas de tejidos han demostrado ser un

valioso sistema in vitro en el cual se conservan propiedades fisiolégicas muy
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similares a las que ocurren in vivo, por lo cual el objetivo de este trabajo es la
implementaciép de este modelo como una alternativa adicional en investigacién

biomédica.
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HIPOTESIS

La implementacion del modelo de rebanadas de tejidos permitira realizar diferentes

estudios de investigacion basica y aplicada.
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OBJETIVO

Implementar, estandarizar y optimizar las condiciones para obtener rebanadas con

didmetro y grosor precisos a partir de rifién, higado y pulmén de rata.
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JUSTIFICACION

El modelo de rebanadas de tejidos representa un sistema adecuado para realizar
ensayos experimentales in vitro en virtud de que se conservan la arquitectura e
interacciones celulares propias del tejido del cual provienen, lo que a su vez permite
obtener respuestas biolégicas mais completas que cuando se utilizan cultivos
celulares. Es ademas un método alternativo que promueve el empleo 6ptimo de los
tejidos animales para investigacion, puesto que se pueden emplear simultineamente
de 1 a 3 érganos diferentes provenientes del mismo animal. Actualmente, no existen
grupos de investigacion en México que empleen esta metodologia, por lo que se
podra lograr un importante avance en el campo de la investigacién biomédica en

nuestra region

10
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MATERIALES Y METODOS

Materiales.

Para la preparacion y cultivo de rebanadas se utilizé el rebanador de tejidos Brendel-
Vitron, una incubadora para cultivo dindmico de érganos (ICDO) e insertos de
titanio para la ICDOQO, todo ello de Vitron, Inc. (Tucson, AZ. (USA). También se

utilizaron viales de vidrio con capacidad para 20 ml. (Wheaton, Maryland., USA).

Animales
Se utilizaron ratas Wistar tanto hembras como machos. Los animales se mantuvieron
en el bioterio del Centro de Investigacién Biomédica del Noreste del IMSS. Fueron

alimentadas con “Lab Diet” de Purina y agua ad libitum.

Buffer Krebs-Henseleit o Buffer Krebs-Bicarbonato (KB)

Se pesaron 13.8 g de cloruro de sodio (NaCl), 0.72 g de cloruro de potasio (KCl),
0.26 g de fosfato de potasio monobasico (KH>PQ,), 4.22 g de bicarbonato de sodio
(NaHCO3), 9.0 g de D-Glucosa anhidra (CH,OH(CHOH),CHO), 0.85 g de cloruro
de calcio (CaCl, H>O) y 0.59 g de sulfato de magnesio (MgSO,4 7H>0), los cuales se
disolvieron en 1.8 litros de agua bidestilada. El pH se ajusté a 7.4 y se afor6 a 2
litros. Se esterilizé por filtracién utilizando membranas con diametro de poro de 0.22

K y se almacené a 4 °C por no més de 1 semana.

11
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Preparacion del Medio de Cultivo DMEM/F12 para las Rebanadas de Tejidos
Se pesaron 15.62 g de medio de cultivo en polvo (DMEM/F12 1:1. SIGMA) y 1.2 g
de Bicarbonato de sodio grado cultivo celular (SIGMA). Se disolvieron en 800 mL
de agua Milli Q y se ajust6 el pH a 7.35, se afladié 1 mL de una solucién a 50
mg/ml, de gentamicina (GIBCO), posteriormente se aforé a 1 litro y se esterilizé por
filtracién utilizando membranas de 0.22 u. Se suplementé con 10% de suero fetal de
bovino, descomplementado previamente a 56°C durante 30 min. y 25 mM de

glucosa estéril. Se almacené a 4°C hasta su uso.

Obtenci6én de érganos

Todos los 6rganos fueron obtenidos bajo estrictas condiciones de asepsia. Las ratas
fueron sacrificadas humanamente de acuerdo a los principios éticos de los comités de
proteccién a los animales. Se utiliz6 una sobredosis de pentobarbital sédico
administrado intraperitonealmente (5 mg/100 g de peso). Posteriormente, en
experimentos separados, se disectaron higado y rifién, utilizando material de cirugia
estéril. Los 6rganos se colocaron en buffer KB pH 7.4 estéril, a 4°C, como se

muestra en la figura 1.

#£% &

G g e AR ST, .
oy o AR Iy

Figura 1. Obtencién de érganos. Después de la diseccién el higado y rifiones se
colocan en buffer KB a 4 °C.

12
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En el caso de los pulmones, se disecd la piel del abdomen y térax para abrir la cavidad
pleural a lo largo de la linea media del cuerpo. Después se canalizo la trdquea con una
sonda géstrica para instilar hacia el interior de los pulmones, agarosa al 0.5% disuelta
en medio de cultivo a 40°C. Se dejé enfriar por 5 minutos para que solidifique la
agarosa. Posteriormente, los pulmones fueron separados y colocados en buffer KB pH

7.4, a 4°C (figura 2).

Figura 2. Obtencién de pulmones. Pulmones infiltrados con agarosa al 0.5% y
colocados en buffer KB a 4 °C.,

Preparacién de las Rebanadas de Tejidos

Cada tejido se procesd por separado bajo condiciones de asepsia. Para la preparacién
de las rebanadas de higado rifién y pulmén, se obtuvieron cortes cilindricos de cada
tejido utilizando un sacabocados de acero inoxidable de 5 mm de didmetro (figura
3A). Los cilindros de tejido (figura 3B) se colocaron en el portamuestras del rebanador
Brendel-Vitron (figura 3C), a través del cual se hizo fluir buffer KB a 4 °C y una
mezcla de gas (95% /5% CO;) a velocidad de flujo de 0.75 a 1 litros/min. Se
prepararon las rebanadas de higado, rifién y pulmén de 5§ mm de didmetro y con un
grosor de 250, 250 y 600 p respectivamente deslizando suavemente el portamuestras a

través de la navaja del rebanador y se colectaron en buffer KB a 4 °C.

13
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Figura 3. Preparacién de rebanadas de tejidos. A) sacabocados con el cual los
érganos son perforados. B) bocados de tejido en buffer KB. C) portamuestras con
bocados.

Estandarizacion del grosor de las rebanadas de higado rifién y pulmén

El grosor de las rebanadas fue estandarizado mediante la adaptacién y regulacién de

un tornillo calibrado (Fig. 4), la medicién del grosor se realizé utilizando un

micrémetro digital (Mitutoyo Corp., México). El grosor de las rebanadas de higado,

Figura 4. Medicién del grosor de las rebanadas. A) micrometro digital Mitutoyo.
B) caritula graduada. La figura central corresponde a una fotografia panoramica del
rebanador Brendel Vitron y los accesorios para mediciéon del grosor de las rebanadas.

14



Efrén Jaramillo Reyna

Cultivo de rebanadas de tejidos

De las reb:_madas obtenidas de cada érgano por separado, se eligieron las de mejor
apariencia visual y se colocaron 2 6 3 rebanadas por cada inserto de titanio con malla
de acero inoxidable, los cuales se encontraban sumergidos en buffer KB a 4° C
(figura 5A). Los insertos con las rebanadas (figura 5B) se colocaron en viales de
vidrio (figura 5C) de 20 mL que contenian 1.7 mL de medio de cultivo DMEM/F12
suplementado con gentamicina (50 mg/ml), 25 mM de glucosa y 10% de suero fetal
bovino. Los viales se cerraron con tapas que tienen un orificio central de I mm de
didmetro para permitir el acceso a la mezcla de gas en las rebanadas y se incubaron a
37°C en una atmoésfera de 95% 0,/5% CO; en la ICDO que mantiene los viales en

rotacién constante a 2 rpm.

Figura 5. Cultive de Rebanadas. A) seleccion de las mejores rebanadas de tejidos.
B) rebanadas en insertos de titanio. C) insertos en viales conteniendo medio de
cultivo.

Preincubacién de las rebanadas de tejidos
Las rebanadas fueron inicialmente preincubadas por 1 h para descartar las células
muertas durante el proceso de rebanado, después fueron transferidas a medio fresco e

incubadas a 37°C, para estudiar su viabilidad durante 48 h. Cada uno de los anilisis

15
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se realizé por triplicado, en experimentos indepeﬁdientes a los tiempos de incubacién
de 0, 12, 24,36y 48 h, para las rebanadas de higado y rifién; mientras que para las
rebanadas de pulmon los tiempos de incubacién fueron a de 0, 24 y 48 h.

Analisis histolégico

El criterio histolégico fue considerado como el mas importante para definir la
integridad y viabilidad de las rebanadas de tejidos. Para esto, después de cada tiempo
de incubacidn, se tomaron los viales correspondientes y las rebanadas se lavaron con
PBS a 37 °C y se fijaron en solucién acuosa de formol al 10% durante 24 h a
temperatura ambiente. Las muestras fueron incluidas en parafina utilizando un
procesador automético de tejidos (histoquinette) durante 24 h. Posteriormente se
prepararon los bloques de parafina conteniendo los tejidos y se realizaron cortes de
3-5 p de espesor empleando un microtomo. Las muestras fueron colocadas y fijadas
a un portaobjetos impregnado de albimina-glicerina de Mayer, y se tifieron
utilizando la tincién de Hematoxilina y Eosina (H y E). A las laminillas tefiidas se les
colocd un cubreobjetos, se sellaron con resina y se dejaron secar a temperatura

ambiente para su observaron al microscopio de luz.

Se utilizaron estindares histopatoloégicos para establecer las caracteristicas
morfolégicas distintivas de tejidos normales mediante la valoracion de la integridad
celular de sus membranas y citoplasma, asi como las interacciones de las células con

su estroma, y caracteristicas de tincién y de forma de sus nuicleos.
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Andlisis de biomarcadores clinicos

Para este anilisis se utiliz6 dnicamente tejido hepético debido a que en la literatura
no se encuentran referidos marcadores de funcién renal en rebanadas de tejido. A
pesar de esto, nosotros realizamos ensayos preliminares incluyendo marcadores
conocidos tales como urea y creatinina, sin embargo, los resultados obtenidos no
fueron consistentes, por lo que se descarté su inclusién en este primer estudio.
Igualmente, para tejidos provenientes de pulmén, se desconocen marcadores clinicos

de funci6én pulmonar que pudieran ser utilizados.

Con respecto a las rebanadas de higado, a los tiempos 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 40, 48,
52 y 56 h las rebanadas fueron removidas de los insertos de titanio, se lavaron en
PBS a 37°C, se colocé una rebanada en un tubo eppendorf de 1.5 mL que contenia 1
ml de agua Milli Q, posteriormente fueron homogenizadas y sonicadas a 4° C. El
lisado tisular se centrifugé a 9000 g por 5 minutos y el sobrenadante se almacend a
4°C para realizar pruebas funcionales hepaticas: glucosa, aspartato aminotransferasa
(AST), deshidrogenasa lactica (LDH), alanina aminotransferasa (ALT) y fosfatasa
alcalina (ALP). Para este analisis se empled un analizador clinico automatizado

(Synchron Cx7 Beckman Coulter., USA).
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Reduccion de MTT

Otro criterio para evaluar la viabilidad de las rebanadas fue analizar la reduccién de
MTT (Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolio), una sal de
tetrazolio. El MTT es reducido a formazin por las enzimas mitocondriales de las
células vivas, virando su color de amarillo a parpura, el cual es determinado a 570
nm (Mosmann., 1983). Existe una relacién directa entre el nimero de células viables
y la absorbancia obtenida. Este ensayo es de amplia aplicacién en diversos sistemas
biolégicos (Ferrari et al., 1990; Lobner, 2000), y recientemente se ha utilizado para
estudiar la viabilidad de rebanadas de tejidos (Maas er al., 2000; Martignoni ef al.,
2004). Para este trabajo, se tomaron las rebanadas correspondientes al tiempo en
estudio y se lavaron con PBS a 37 °C, se colocé una rebanada por pozo en
microplacas de poliestireno de 24 pozos y se adicionaron 500 pl de una solucion de
MTT (2 mg/mL) en PBS y se incubaron 30 min a 37°C. Después de la incubacion se
retir6 el MTT y se lavaron las rebanadas con PBS. Se adicioné a cada pozo 1 mL de
alcohol isopropilico acidificado y se incubd a temperatura ambiente durante 20
minutos con agitacién lenta. Finalmente se tomaron 200 pl del sobrenadante, se
colocaron en una microplaca de 96 pozos y se ley6 la absorbancia a 570 nm
utilizando un lector de microplacas Sigma diagnostics EIA multi-well reader (St.

Louis, USA).
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RESULTADOS

Para la estandarizacién del grosor de las rebanadas de tejidos, tomamos como
referencia el peso y grosor de alrededor de 300 rebanadas obtenidas en distintas
posiciones en la caritula adaptada por nosotros al rebanador original (ver figura 4).
Las rebanadas obtenidas en las posiciones 290 y 200 nos dieron el grosor adecuado
para cada Organo, por lo que una vez establecido este parametro de manera
reproducible, decidimos realizar los experimentos siguientes en dichas posiciones.

Los resultados se resumen en la tabla 1.

Tejido Peso (mg) Grosor (i) Posicion del
rebanador
Rifién 88 250 290
Higado 128 250 290
Pulmén 220 600 200

Tabla 1. Promedio general del peso y grosor de las rebanadas de rifién, higado y
pulmoén,
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Anilisis histolégico
Los cortes histologicos realizados a las rebanadas de tejido hepatico cultivado

durante 12, 24, 36 y 48 h fueron analizados comparativamente con tejido obtenido a

tiempo cero (figura 6).
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Figura 6. Corte histolégico de parénquima hepético normal a tiempo cero. A y
B. Tincién H y E (5X y 40X respectivamente). Se observan cordones de hepatocitos
(H), vena central (VC), triada portal (TP) y sinusoides (S) sin presentar alteracion.

La arquitectura hepitica se observéo similar en todos los tiempos de incubacion
analizados, aunque se apreciaron cambios de tipo adaptativo, con la presencia de
células de aspecto balonoide y congestiéon sinusoidal (figura 7-F). A las 48 h se

observo necrosis focal unicelular (figura 8-G y H).
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Figura 7. Microfotografias de tejido hepidtico cultivado alas 12 h. (Cy D), 24 h
(E) y a 36 h (F). Se observa arquitectura conservada con cambios de adaptacién
celular (células balonoides CB) y dilatacién sinusoidal (S).

Figura 8. Microfotografias de tejido hepitico cultivado a las 48 h. Se observa
arquitectura conservada con cambios de adaptacion celular (células balonoides CB),
dilatacién sinusoidal (S) y necrosis focal unicelular (NF).
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En cuanto a los cortes histol6gicos realizados de las rebanadas de rifién cultivados a

las 12, 24, 36 y 48 h, no se observaron cambios histolégicos importantes comparados

con el tejido obtenido a tiempo cero (figura 9).

Figura 9. Mlcrofotograﬁas de tejido renal a tiempo cero. (A y B). Tincion Hy E,
a 10X y 40X respectivamente. En ambas se observa la arquitectura histolégica
normal, observandose los glomérulos (G) con discreta congestiéon vascular y rodeado
en su mayoria por tibulos contorneados proximales (TCP) y en menor proporcién
por tibulos contorneados distales (TCD).
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La morfologia histolégica de las rebanadas del tejido renal en los tiempos descritos
permanecié conservada presentando en algunos tibulos renales material proteinaceo
intraluminal y ciertos cambios de tipo adaptativo en el epitelio tubular. No se

chiservaron necrosis tubular o infiltrados inflamatorios (figuras 10C - H).
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Figura 10. Microfotografias de las rebanadas de tejido renal cultivado a las 12
h. (CyD),24 h (E), 36 h (F) y 48 h (G y H). Los cortes histoldgicos muestran
corteza renal con su arquitectura conservada. Se observan glomérulos y estructuras
tubulares sin alteracion. De manera focal, se observa un actimulo de material
proteinaceo intraluminal (H, flecha).

23



Efrén Jaramillo Reyna

Con respecto a los cortes histologicos realizados de las rebanadas de pulmén
cultivadas a las 24 y 48 h, al igual que los anteriores tejidos, se analizaron
comparativamente con el tejido obtenido a tiempo cero. En todos los cortes se
observé su arquitectura conservada y 'de manera focal, discreto infiltrado
inflamatorio agudo que pudiera corresponder a una respuesta frente al estrés
quirargico. No se observaron cambios histolégicos significativos con el tiempo cero

(figura 11A - D).

o e P

Figura 11. Microfotografias de tejido pulmonar. Rebanadas a las 0 h (A y B), 24
h (C) y 48 h (D). Se observan algunos espacios alveolares con septos rotos debido a
la infiltracion con agarosa, no obstante, el tejido fue capaz de mantener su viabilidad
durante las 48 h de incubacidn.
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Reducciéon de MTT

En las rebanadas de higado y rifién cultivadas durante 12, 24, 36 y 48 h se observan
valores de absorbancia validos, aunque con una ligera disminuciéon a las 12 h,
posiblemente debido al estrés producido durante el proceso de rebanado. Las
rebanadas se recuperan posteriormente, alcanzando su méxima absorbancia a las 24
h, sin embargo se mantienen sin cambios significativos hasta las 48 h para ambos
organos (figura 12). En el caso de la reduccién MTT por tejido pulmonar, la figura

13 muestra que la absorbancia se mantuvo constante durante las 48 h de incubacidn.
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0 12 24 36 48
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Figura 12.Viabilidad de rebanadas de higado y riiién en funcién de la reduccién
de MTT.
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Figura 13, Viabilidad de rebanadas de pulmén en funcién de la reduccién de
MTT.

Anadlisis de biomarcadores clinicos

El estudio de las enzimas marcadoras de funcién hepatica permite inferir que el
tejido se mantuvo viable durante 48 h de incubacion. Después de este tiempo, se
observa que dichas enzimas disminuyen. La figura 14 refleja actividad de las
enzimas aspartato amino transferasa (AST) y deshidrogenasa lactica (LDH), la
actividad de estas enzimas se mantiene relativamente constante durante las primeras
50 h de incubacién. En la figura 15 se observa la actividad de las enzimas alanino
amino transferasa (ALT) y fosfatasa alcalina (ALP), donde esta vltima se mantiene
constante con respecto al tiempo de incubacién, mientras que la ALT muestra una

disminucién gradual a medida que se incrementa el tiempo de incubacidn.
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Figura 14. Viabilidad de las rebanadas de higado en funcién de la actividad de
las enzimas hepiticas aspartato amino transferasa (AST) y deshidrogenasa

lactica (LDH).
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Figura 15. Viabilidad de las rebanadas de higado en funcién de la actividad de
las enzimas hepditicas alanino amino transferasa (ALT) y fosfatasa alcalina

(ALP).
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DISCUSION

En estudios previos se ha demostrado que las rebanadas de higado de rata mantienen
su integridad bioquimica y funcional durante 3, 7 o 10 dias (Smith et al., 1986;
Brendel et al., 1987; Behrsing et al., 2003). Sin embargo, en nuestras condiciones
experimentales, nosotros logramos mantener la viabilidad de las rebanadas por 48 h
utilizando uno de los medios de cultivo mas empleados para las rebanadas de
organos suplementado con 10% de suero y 25 mM de glucosa (Verrill ef al., 2002;
Catania et al., 2003). Es probable que si se hubieran adicionado factores de
crecimiento tales como el factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento
epidermal, asi como de las hormonas insulina y/o hidrocortisona (Sawyer ef al.,
1995; Umachandran et al., 2004), se hubiera logrado una mejor adaptacion de las
rebanadas al cultivo prolongado hasta por 5 dias, como lo demostré Behrsing ef al,
en el 2003. Aun con esta posible limitante, logramos mantener viables las rebanadas
de higado rifibn y pulmén durante 48 horas y comprobamos dicha viabilidad
estudiando pardmetros que reflejan su integridad, como son: analisis histolégico,
reduccién de MTT y andlisis de biomarcadores clinicos (en higado), siendo el
analisis histolégico el criterio mas importante para definir la integridad tisular de los

tres Organos.

Debido a que el grosor de las rebanadas es muy importante para permitir el
intercambio de gases y nutrientes por parte del tejido, la estandarizacién de este
parametro resulté ser un factor critico para su sobrevivencia. Durante nuestros

experimentos realizamos adecuaciones tales como la adaptacion de una caratula

28



Efrén Jaramillo Reyna

graduada y flecha de referencia, para lograr obtener el grosor correcto para los tres
6rganos que utilizamos. Es posible que empleando un rebanador automatizado,
com;) el de Krumdieck®, se favorezca la obtencion de rebanadas idénticas, con
menor estrés mecanico durante el proceso de rebanado y asi, poder extender el

tiempo de viabilidad (Behrsing ef al, en el 2003.).

Con respecto a los resultados del andlisis histolégico, se observan cambios
adaptativos de las células en el medio durante las primeras horas de incubacion,
después de este tiempo, tienden a mantener su integridad histolégica, la Cllf'il permite
el intercambio de gases entre célula-célula y células-matriz extracelular durante 48 h
en nuestras condiciones. Estos resultados son muy similares a los estudios realizados
por Behrsing ef al (2003), quienes también analizaron biomarcadores clinicos en
rebanadas de higado como indicadores de viabilidad, aunque la viabilidad que
reportan es de 10 dias. Las diferencias del trabajo mencionado implican 3 cambios
importantes: preparar las rebanadas en un amortiguador mas complejo (solucién de
la Universidad de Wisconsin), depositar las rebanadas en filtros de celulosa, incubar
en medio de cultivo de Waymounth MB/752/1, y emplear una atmdésfera de 70% Oa.

y 30% de CO,,

En el ensayo de reduccion MTT, donde la absorbancia es directamente proporcional
al nimero de células viables (Mosmann., 1993), se demostré6 que las rebanadas de
los tres tejidos empleados mantuvieron la capacidad para reducir el MTT, lo cual es
similar a reportes previos utilizando el mismo sistema (Price et al., 1996; Olinga et

al., 1997; Martignoni ef al., 2004).
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En conjunto, los resultados que obtuvimos en €l presente trabajo demuestran que las
rebanadas de riiién, higado y pulmon de rata se mantuvieron viables durante 48 h. Se
pretende que en estudios posteriores, se puedan adicionar reactivos o factores de

crecimiento que permitan extender su cultivo in vitro.

Finalmente, el establecimiento de condiciones de cultivo que permitieron mantener
viables las rebanadas de rifién, higado y pulmoén hasta por 48 h, constituye el primer
paso exitoso en la implementacion de este valioso modelo experimental en nuestra

region.
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CONCLUSIONES

- 1) Se estandarizaron las condiciones para la preparacién y cultivo de rebanadas

de 6rganos a partir de higado, rifién y pulmon de rata.
2) Las rebanadas se mantuvieron viables hasta por 48 horas, esto, de acuerdo

con criterios histologicos, bioquimicos (produccion de enzimas marcadoras

de tejido) y metabolicos (reduccién de MTT).

31



Efrén Jaramillo Reyna

LITERATURA CITADA

Bach PH, Vickers AEM, Fisher R, Baumann A, Brittebo E, Carlile DJ, Koster HJ,
Lake BG, Salmon F, Sawyer TW, y Skibinski G. (1996). The Use of Tissue Slices
for Pharmacotoxicological Studies. ATLA 24: 893-923.

Bailie MB, Smith JH, Newton JF, y Hook JB. (1984). Mechanism of chloroform
nephrotoxicity. IV. Phenobarbital potentiation of in vitro chloroform metabolism and
toxicity in rabbit kidneys. Toxicol App! Pharmacol 74: 285-292.

Ball SE, Thiel VE, Tio CO, Lim HK, Kao J, Sisenwine SF, Scatina J. (1996).
[14C]7-ethoxycoumarin metabolism by precision-cut rat hepatic slices. Drug Metab
Dispos. 24: 383-389.

Baumann A, Kerdar RS, Cramer P, Feser W, Blode H, Salomon A, Kuhnz W.
(1996).Use of rat and human liver slices for the detection of steroid hormone-
induced DNA-adducts in vitro by means of the (32)P-postlabeling technique.
Pharmacol Toxicol. 78: 214-223.

Behrsing PH, Vickers AEM y Tyson CHA. (2003). Extended rat liver slices survival
and stability monitored using clinical biomarkers. Biochemical and Biophysical
Research Communications 312: 209-213.

Boelsterli UA, Goldlin C. (1991). Biomechanisms of cocaine-induced hepatocyte
injury mediated by the formation of reactive metabolites. Arch Toxicol 65: 351-360,

Braunlich H. (1987). Transport of p-aminohippurate in renal cortical slices of rats of
different ages following treatment with thyroid hormones. Biomed Biochim 46: 251-
257.

Brendel K, Gandolfi AJ, Krumdieck CL, Smith PF. (1987). Organ slices revisited.
Trends Pharmacol Sci 8: 11-25.

Campbell AK, Hales CN. (1971). Maintenance of viable cells in an organ culture of
mature rat liver. Exp. Cell. Res. 68: 3342.

Catania JM, Parrish AR, Kirkpatrick DS, Chitkara M, Bowden GT, Henderson CJ,
Wolf CR, Clark AJ, Brendel K, Fisher RL, Gandolfi AJ. (2003). Precision-cut tissue
slices from transgenic mice as an in vitro toxicology system.
Toxicol In Vitro. 17 :201-205.

Chiu SH. (1993). The use of in vitro metabolism studies in the understanding of new
drugs. J Pharmacol Toxicol Methods 29: 77-83.

de Kanter R, Tuin A van de Kerkhof E, Martignoni M, Draaisma AL, de Jager MH,
de Graaf IA, Meijer DK, Groothuis GM. (2005). A new technique for preparing

32



Efrén Jaramillo Reyna

precision-cut slices from small intestine and colon for drug biotransformation
studies. Pharmacol Toxicol Methods.51: 65-72.

Ebsen M, Mogilevski G, Anhenn O, Maiworm V, Theegarten D, Schwarze J,
Morgenroth K. (2002).Infection of murine precision cut lung slices (PCLS) with
respiratory syncytial virus (RSV) and Chlamydophila pneumoniae using the
Krumdieck technique. Pathol Res Pract.198: 747-753.

Ekins S. (1996). Past, present, and future applications of precision-cut liver slices for
in vitro xenobiotic metabolism. Drug Metab Rev. 28: 591-623.

Ferrari M, Chiara FM y Isetta AM. (1990). MTT colorimetric assay for testing
macrophage cytotoxic acttvity in vitro. J Immunol Methods 131: 165-172.

Fisher RL, Smith MS, Hasal SJ, Hasal KS, Gandolfi AJ, y Brendel K. (1994). The
use of human lung slices in toxicology. Human Exp Toxicol 13: 466-471.

Fraga CG, Leibovitz BE, y Tappel AL. (1987). Halogenated compounds as inducers
of lipid peroxidation in tissue slices. Free Radic Biol Med 3:119-123.

Fraga CG, Leibovitz BE, y Tappel AL. (1988). Lipid peroxidation measured as
thiobarbituric acid-reactive substances in tissue slices: characterization and
comparison with homogenates and microsomes. Free Radic Biol Med 4: 155-161.

Fujimoto Y, Akamatsu N, Hattori A, y Fujita T. (1984). Stimulation of prostaglandin
E2 synthesis by exogenous phospholipase A2 and C in rabbit kidney medulla slices.
Biochem J 218: 69-74.

Fujita T, Yamamoto T, Tabata M, Ueno T, y Fujimoto Y. (1986). The effects of
reduced glutathione and cysteine on prostaglandin synthesis in rabbit kidney medulla
slices. Comp Biochem Physiol 83: 29-31.

Gandolfi AJ, Keith RL, y Brendel K. (1995). Uptake and toxicity of metals in rabbit
renal cortical slices. In Vitro Toxicol 5: 213-221

Godoy HM, Diaz Gomez M1, y Castro JA. (1983). Metabolism and activation of 1,1-
dimethylhydrazine and methylhydrazine, two products of nitrosodimethylamine
reductive biotransformation, in rats. J Natl Cancer Inst 71: 1047-1051.

Goodall CM. (1984). Dimethylnitramine metabolism in vitro by NZR rat liver slices.
Cancer Biochem Biophys T: 77-82.

Gossain VV, Sherma NK, Srivastava L, Michelakis AM, y Rovner DR. (1986).

Hormonal effects of smoking--1: Effects on plasma renin activity. Am J Med Sci
291: 321-324.

33



Efrén Jaramillo Reyna

Hall J, Bresil H, y Montesano R. (1985). O6-Alkylguanine DNA alkyltransferase
activity in monkey, human and rat liver. Carcinogenesis 6: 209-211.

Hays AM, Lantz RC, Witten ML. (2003). Correlation between in vivo and in vitro
pulmonary responses to jet propulsion fuel-8 using precision-cut lung slices and a
dynamic organ culture system.Toxicol Pathol. 31: 200-207.

Kirkpatrick DS, Dale KV, Catania JM, Gandolfi AJ. (2003). Low-level arsenite
causes accumulation of ubiquitinated proteins in rabbit renal cortical slices and
HEK?293 cells. Toxicol Appl Pharmacol.186:101-109.

Krumdieck CL, dos Santos JE, y Ho KJ. (1980). A new instrument for the rapid
preparation of tissue slices. Anal Biochem 104: 118-123.

Lake BG, Beamand JA, Tredgar JM, Barton PT, Renwick AB, Price RJ. (1999).
Inhibition of xenobiotic-induced genotoxicity in cultured precision-cut human and
rat liver slices. Mutat Res. 440: 91-100.

Lobner D. (2000) Comparison of the LDH and MTT assays for quantifying cell:
validity for neuronal apoptosis? Jourrnal of Neuroscience Methods 96: 147-152.

Maas WJM, Leeman WR, Groten JP y Van De Sandt JJM. (2000). Cryopreservation
of Precision-cut rat liver slices using a computer-controlled freezer. Toxicology in
vitro 14; 523-530

Martignoni M, Monshouwer M, De Kanter R, Pezzeta D, Moscone A, y Grosi P.
(2004) Phase I and Phase II metabolic activities are retained in liver slices from

mouse, rat, dog, monkey and human after cryopreservation. Toxicology in vitro 18:
121-128

Meredith C, Scott MP, Renwick AB, Price RJ, Lake BG. (2003). Studies on the
induction of rat hepatic CYP1A, CYP2B, CYP3A and CYP4A subfamily form
mRNAs in vivo and in vitro using precision-cut rat liver slices. Xenobiofica. 33: 511-
527.

Miller MG, Beyer J, Hall GL, deGraffenried LA, Adams PE. (1993). Predictive
value of liver slices for metabolism and toxicity in vivo: use of acetaminophen as a
model hepatotoxicant. Toxicol Appl Pharmacol. 122: 108-116.

Moronvalle-Halley V, Sacré-Salem B, Sallez V, Labbe G, y Gautier JC. (2005).
Evaluation of cultured, precision-cut rat liver slices as a model to study drug-induced
liver apoptosis. Toxicology 207: 203-214.

Mosmann T. (1983). Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays. J Immunol Methods. 65: 55-63.

34



Efrén Jaramillo Reyna

Mourelle M y McLean AE. (1989). Electron transport and protection of liver slices
in the late stage of paracetamol injury of the liver. Br J Pharmacol; Suppl: 825P

Olinga P, Groen K, Hof TH, De Kanter R, Koster HJ, Leeman WR, Rutten AA, Van
Twillert K, Groothuis GM. (1997). Comparison of five incubation systems for rat
liver slices using functional and viability parameters. J Pharmacol Toxicol Methods.
38: 59-69.

Olinga P, Hof IH, Merema MT, Smit M, de Jagar MH, Swart PJ, Slooff MJ, Meijer
DK, Groothuis GM. (2001).The applicability of rat and human liver slices to the
study of mechanisms of hepatic drug uptake. J Pharmacol Toxicol Methods. 45: 55-
63.

Parrish AR, Dorr RT, Gandolfi AJ, y Brendel K. (1994). Adult rat myocardial slices:
a tool for the study of comparative cardiotoxicity. In Vitro Toxicol 8: 1233-1237.

Parrish AR, Wishnies SM, Dorr RT, Gandolfi AJ, y Brendel K. (1994b). Coculture
of rabbit liver and myocardial slices: potentiation of the cardiotoxicity of allyl
alcohol but not allylamine. In Vitro Toxicol 7: 53-57.

Parrish AR, Gandolfi AJ y Brendel K (1995). Precision cut liver slices: applications
in pharmacology and toxicology. Life sci 57: 1887-1901.

Parrish AR, Fisher R, Bral CM, Burghardt RC, Gandolfi AJ, Ramos KS. (1998).
Benzo(a)pyrene-induced alterations in growth-related gene expression and signaling
in precision-cut adult rat liver and kidney slices.Toxicol Appl Pharmacol. 152: 302-
308.

Parrish AR, Zheng XH, Turney KD, Younis HS, Gandolfi AJ. (1999). Enhanced
transcription factor DNA binding and gene expression induced by arsenite or
arsenate in renal slices.Toxicol Sci.50: 98-105.

Parrish AR, Sallam K Nyman DW, Orozco J, Cress AE, Dalkin BL, Nagle RB y
Gandolfi AJ. (2002). Culturing Precision-Cut Human prostate slices as an in vifro
Model of prostate Pathobiology Cell Biol txicol 18: 205-219.

Pedraza-Chaverri J, Alatorre-Gonzalez MC, Pena JC, y Garcia-Sainz JA. (1986).
Pertussis toxin enhances the beta-adrenergic and blocks the alpha 2-adrenergic
regulation of renin secretion in renal cortical slices. Life Sci 38:1005-1011.

Price RJ, Renwick AB, Wield PT, Beamand JA, Lake BG. (1995). Toxicity of 3-
methylindole, 1-nitronaphthalene and paraquat in precision-cut rat lung slices,
Arch Toxicol. 69: 405-9.

Price RJ, Mistry H, Wield PT, Renwick AB, Beamand JA, Lake BG. (1996).

Comparison of the toxicity of allyl alcohol, coumarin and menadione in precision-cut

35



Efrén Jaramillo Reyna

rat, guinea-pig, cynomolgus monkey and human liver slices. Arch Toxicol.71: 107-
111.

- Price RJ, Renwick AB, Walters DG, Young PJ, Lake BG. (2004). Metabolism of
nicotine and induction of CYPIA forms in precision-cut rat liver and lung
slices.Toxicol In Vitro. 18: 179-185.

Said-Fernandez S, Carranza-Rosales, MP, Elizondo-Herrera A, Vargas-Villarreal J,
Gonzalez-Ramirez D, y Martinez-Rodriguez H. (1997). Modelos celulares para el
estudio de efectos téxicos de farmacos y metales pesados. Gaceta Médica de México
33: 586-593.

Sawyer TW, Wilde PE, Rice P, Weiss MT. (1995). Toxicity of sulphur mustard in
adult rat lung organ culture.Toxicology.100: 39-49.

Sivapathasundaram S, Howells LC, Sauer MJ, Lonanides C. (2004). Functional
integrity of precision-cut liver slices from deer and cattle. J Vet Pharmacol Ther. 27:
79-84.

Smith JH, y Hook JB. Mechanism of chloroform nephrotoxicity. II. (1983). In vitro
evidence for renal metabolism of chloroform in mice. ZToxicol Appl Pharmacol. 70:
480-485.

Smith PF, Gandolfi AJ, Krumdieck CL, Putnam CW, Zukoski CF 3rd, Davis WM, y
Brendel K. (1985). Dynamic organ culture of precision liver slices for in vitro
toxicology. Life Sci 8: 1367-1375.

Smith PF, Krack G, McKee RL, Johnson DG, Gandolfi AJ, Hruby VJ, Krumdieck
CL, Brendel K. (1986). Maintenance of adult rat liver slices in dynamic organ
culture. In Vitro Cell Dev Biol. 22 :706-712.

Southard JH, Rice MJ, Ametani MS, y Belzer FO. (1985). Effects of short-term
hypothermic perfusion and cold storage on function of the isolated-perfused dog
kidney. Cryobiology 22: 147-155.

Southard JH, Rice MJ, y Belzer FO. (1985b). Preservation of renal function by
adenosine-stimulated ATP synthesis in hypothermically perfused dog kidneys.
Cryobiology 22: 237-242.

Stefaniak MS, Krumdieck CL, Gandolfi AJ y Brendel BG. (1992). Biochemical and
histological characterisation of agar-filled precision cut lung slices in dynamic organ
culture as an in vitro tool. In vitro toxicology. 5: 7-19.

Togashi H, Shinzawa H, Wakabayashi H, Nakamura T, Yong H, Yamada N, Ukai K,
Okuyama Y, Takahashi T, y Ishikawa M. (1991). Superoxide is involved in the

36



Efrén Jaramillo Reyna

pathogenesis of paraquat-induced injury in cultured rat liver slices. Hepatology 14:
707-714.

- Turney KD, Parrish AR, Orozco J, Gandolfi AJ. (1999). Selective activation in the
MAPK pathway by Hg(II) in precision-cut rabbit renal cortical slices. Toxicol Appl
Pharmacol. 160: 262-270.

Umachandran M, Howarth J, loannides C. Metabolic and structural viability of
precision-cut rat lung slices in culture. (2004). Xenobiotica. 34: 771-780.

Uwaifo AQO. (1984). Inhibition of oxygen uptake in liver slices of three mammalian
species (rat, rabbit, guinea-pig) by aflatoxin B1 (AFB1). duplicado Toxicology 1: 33-
39.

Verea E, Ponsoda X, Molowny A, Dansher G y Lopez Garcia C. (2001). Imaging
synaptic zinc release in living nervous tissue. J Neurosci Methods 110: 57-63.

Verrill C, Davies J, Millward-Sadler H, Sundstrom L, Sheron N. (2002).Organotypic
liver culture in a fluid-air interface using slices of neonatal rat and adult human

tissue--a model of fibrosis in vitro. J Pharmacol Toxicol Methods. 48: 103-110.

Vickers AE, Fisher RL, Brendel K, Guertler J, Dannecker R, Keller B, Fischer V.
(1995). Sites of biotransformation for the cyclosporin derivative SDZ IMM 125
using human liver and kidney slices and intestine. Comparison with rat liver slices
and cyclosporin A metabolism. Drug Metab Dispos. 23: 327-33.

37









