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RESUMEN

El proceso de diferenciacion representa un complejo mecanismo mediante el cual las células, variando
notablemente su morfologia, adquieren una forma determinada, tamafio especifico, cierta polaridad y
constancia de constituyentes celulares, producto de la activacion génica que permiten que dicha célula
diferenciada cumpla con una funcion en forma O6ptima. Estas modificaciones pueden ser precisadas
utilizando técnicas morfométricas que dan cuenta de las variaciones que caracterizan el mecanismo.
Células normales de epitelio mamario de rata en cultivo, estimuladas a proliferar con el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) origina la célula HC11 GM. Ellas son inducidas a diferenciarse con inducciones hormo-
nales de dexametasona, insulina y prolactina, generandose la célula HC11 IM. Se estudié con microscopia
electronica de transmision estos tipos celulares con énfasis en las mitocondrias, determinando variaciones
del organelo generador de energia, en lo relacionado a variables tanto cuantitativas como morfologicas,
precisando asi su rol en la actividad metabdlica de cada tipo celular.
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SUMMARY

The cell differentiation process represents a complex mechanism through which, cells, change
remarkably their morphology due to gene activation, acquire certain form, size, polarity and maintain their
cellular components, which allows that this differentiated cell fulfils an optimal function. These changes can
be measured by morphometric techniques that take account of variations that characterize this mechanism.
Cultured normal rat epithelial cell, stimulated to proliferate by epidermic growth factor (EGF), give rise to
HC11 GM cell group. These cells are induced to differentiate by hormonal inducers like dexamethasone,
insulin and prolactine, originating HC11 IM cell. These cell types, emphasizing mitochondria, were studied
by transmition electronic microscopy that showed variation in this energy generator organelle, about its
morphologic as well as quantitative variables, demonstrating mitochondrial function in metabolic activity in
each cell type.
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INTRODUCCION 1D, obtenidas de glandula mamaria de ratas BALB/
¢ en mitad de prefiez, que se disponen en contacto
Las células HC11 constituyen una linea de epi- estrecho y formando un epitelio cibico en monoca-

telio mamario normal derivada del linaje COMMA pa. Estas células retienen caracteristicas de la dife-
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renciacion normal de la glandula y sintetizan
caseina, la principal proteina de la leche (1).

Estas células mamarias normales y en etapa
de proliferacién, reciben las estimulaciones del
EGF, agente mitogénico que se une con un recep-
tor tirosina quinasa a nivel de la membrana plas-
matica fosforilando proteinas citoplasmaticas, eta-
pa fundamental en el desarrollo de la respuesta
mitogénica (2).

La induccién al proceso de diferenciacion es
realizado por estimulaciones de prolactina, hormo-
na que modula la transcripcion de genes para
caseina (3). Del mismo modo, insulina y su funcio-
nalidad anabdlica estimula la sintesis proteica de
estas células epiteliales (4). Finalmente, dexameta-
sona, glicocorticoide que induce la diferenciacion
terminal de estas células mamarias actia sinér-
gicamente con prolactina en la expresion del gen
de b caseina (5).

A este respecto, ha sido descrito que en las
células HC11 la activacion de los receptores para
EGF es un paso esencial tanto para el crecimiento
celular como para adquirir competencia en la res-
puesta a los estimulos de hormonas lactogénicas
(6).

En el transcurso de la diferenciacion entre cé-
lulas que solo proliferan (HC11 GM) y aquellas
que sintetizan y secretan § caseina (HC11 IM), la
energia celular posee un rol fundamental, siendo
responsable tanto de las actividades mit6ticas
como el gasto energético propio de la sintesis
proteica. En este contexto, considerando que la
mitocondria es el responsable del suministro del
aporte energético de las células (7,8), parecié im-
portante determinar desde el punto de vista cuali-
tativo y morfolégico, las variaciones que este
organelo presenta durante el mecanismo de dife-
renciacion celular.

MATERIAL Y METODO

Microscopia electrénica de transmision. Al
pellet que contenia las células HC11 GM, y HC11
IM se le adicion6 solucién de glutaraldehido 2%,
en tampodn fosfato 0,15 M, pH 7,2, y se mantuvo a
temperatura ambiente por 2 horas. Posteriormen-
te, fue sometido a un lavado en solucién de 6 g de
NaCl y 73 g de sacarosa, disueltos en 1 litro de
agua destilada. La postfijacion se realizé en solu-
cién de tetroxido de osmio, 1%, disuelto en la
soluciéon de lavado, antes descrita, durante una
hora, a 40° C y acetato de uranilo 0,5%, por 18
horas. Luego de lavado el material fue deshidra-
tado en concentraciones crecientes de acetona

(30 a 100%) e incluido en Araldita 6005. Se obtu-
vieron cortes ultrafinos de, aproximadamente, 70
nm de grosor, los que fueron tratados con acetato
de uranilo 2%, durante 40 minutos y citrato de
plomo 0,5%, por 10 minutos. Las muestras fueron
estudiadas y fotografiadas en un microscopio elec-
trénico Phillips EM 400.

Método estereoldgico. A partir de los bloques
para microscopia electrénica, fueron obtenidos
cortes ultrafinos, en los cuales se micrografiaron
cada uno de los tipos celulares, con un aumento
de 23.000 X. Para la evaluacion de las fracciones
volumétricas mitocondriales, fue sobrepuesto un
reticulo de puntos, en las micrografias electroni-
cas y se procedié al conteo diferencial de los
puntos que incidian sobre los perfiles de dichos
organelos, calculandose la fraccion volumétrica
que ocupa, mediante la siguiente ecuacion:

Pi
Fy =
Pt

Donde:

F,= fraccion volumétrica del componente especifico
Pi= puntos incidentes sobre el componente en estudio
Pt= puntos totales incidentes en la estructura celular

Para el calculo del area mitocondrial fue utili-
zado el software Sigma Scan Pro 5.0.

RESULTADOS

Andlisis cuantitativo. Las fracciones volumétri-
cas correspondientes a las mitocondrias cuantifi-
cadas en los tipos celulares proliferativos y dife-
renciados se muestran en la Figura 1, evidencian-
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Figura 1. Fracciones volumétricas (%) correspondientes
a mitocondrias cuantificadas en células mamarias
proliferantes (HC11 GM) y diferenciadas (HC11 IM).
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do que las cantidades de energia utilizada en los
mecanismos especificos y caracteristicos de cada
célula es practicamente semejante. Sin embargo,
estudiadas y cuantificadas las areas que poseen
las mitocondrias (elegidas por azar) indican que
existen marcadas diferencias, expresada en micro-
nes cuadrados, entre las pertenecientes a células
HC11 GM y HC11 IM, situacion evidenciada clara-
mente en la Tabla I.

Analisis morfolégico. Las mitocondrias perte-
necientes a la célula proliferante se caracterizan
por distribuirse al azar en todo su citoplasma, pre-
sentando una estructura basicamente fusiforme y/
o eliptica con numerosas crestas aplanadas, in-
cluidas en una matriz homogénea vy traslicida (Fi-
gura 2). Por otro lado, los organelos encontrados
en la célula ya diferenciada, por el contrario pre-
senta forma exclusivamente circular con sinnimero
de crestas mitocondriales vesiculares y/o tubulares,
caracteristicas de aquellas involucradas en sintesis
esteroidal, incluidas en una matriz particularmente
densa y vacuolizada (Figura 3).

En las mitocondrias pertenecientes tanto a cé-
lulas proliferantes como a las diferenciadas no fue
posible evidenciar granulaciones correspondientes
a calcio, estroncio, bario u otro constituyente alma-
cenable, caracteristico de la matriz mitocondrial.

DISCUSION

Los cambios bioquimicos, estructurales y de
integracion funcional que caracterizan el proceso
de diferenciacion como resultado de las induccio-
nes tanto del EGF como de las hormonas lactogé-
nicas, se traducen fundamentalmente en la propie-
dad de sintetizar y secretar b caseina, proteina
especifica de esta célula diferenciada. Sin embar-
go, es interesante hacer notar que en la adquisi-
cion del fenotipo sintetizador el padrén de distribu-
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Figura 2. Seccién de micrografia electrénica correspon-
diente a célula mamaria proliferante (HC11 GM), eviden-
ciando variadas mitocondrias. 23.000 X.

Tabla |

EVALUACION DEL AREA (m?) DE 5
MITOCONDRIAS PERTENECIENTES TANTO A
CELULAS MAMARIAS PROLIFERANTES (HC11 GM)
COMO DIFERENCIADAS (HC11 IM)

Células HC11 GM
Area evaluada

Células HC11 IM
Area evaluada

1 0,500 1 0,850
2 0,363 2 0,741
3 0,212 3 0,631
4 0,193 4 0,623
5 0,161 5 0,477

cion de organelos tales como el correspondiente
al reticulo endoplasmatico rugoso y las mitocon-
drias (9) se mantienen constantes, haciendo supo-
ner que en el caso de estas Ultimas, la cantidad
de energia gastada en la actividad sintetizadora y
secretora de la célula diferenciada, es similar a
aquella necesaria para efectuar los procesos
mitéticos propios de la célula normal en prolifera-
cion.

Es un hecho probado que dexametasona pro-
mueve la diferenciacién celular, considerando que
corresponde a una hormona de constitucién qui-
mica esteroidal caracteristica de los estrégenos,
los cuales inducen un gran ndmero de actividades
enzimaticas involucradas en la sintesis de DNA
como asi mismo induciendo a la RNA polimerasa
en el aumento de transcripcion de genes y subse-
cuente sintesis de proteinas, desencadenando una
serie de eventos especificos de la estimulacion
hormonal (10).

En este contexto, recientemente ha sido de-
mostrado el accionar de los estrégenos que tienen

Figura 3. Seccion de micrografia electrénica correspon-
diente a célula mamaria diferenciada (HC11 IM), eviden-
ciando variadas mitocondrias. 23.000 X.
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receptores mitocondriales, provocando en ellas
tanto variaciones morfologicas del organelo como
determinado desarrollo y crecimiento celular nor-
mal y alterado generando células neoplasicas (11).

Por tanto, nuestros resultados morfométricos
son concordantes con los hallazgos de los inves-
tigadores anteriormente citados en la perspectiva
gue la notable diferencia evaluada correspondien-
te al area de las mitocondrias pertenecientes a la
célula diferenciada son el resultado de las estimu-
laciones de dexametasona sobre el organelo. Del
mismo modo, nuestros datos coinciden con los
observados en células mamarias humanas en las
cuales sus mitocondrias en la medida que son
estimuladas con estrégenos aumentan drastica-
mente de volumen (12).

De esta manera, y en base a los resultados
mostrados, se plantea que el considerable aumento
en el area correspondiente a las mitocondrias per-
tenecientes a las células mamarias diferenciadas se
constituye en una novedosa sefial del proceso
diferenciativo, sumandose a otros ya conocidos
marcadores de diferenciacion celular en este sis-
tema bioldgico.
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