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RESUMEN: Se estudiaron aspeclos cinéticos y regulatorios de la hidroximetil-glutaril-coenzima A reductasa, principal enzima
regulatoria de la sintesis de colesterol, en células derivadas de un hepatoblastoma humano en cultivo. La presencia de suero fetal
en el medio de cultivo inhibid |a actividad de la reductasa sin modificar los valores de Km y la adicidn de mevalonato a un medio
con suero fetal inhibié adn mas a |a actividad reductasa. Los resultados nos permiten sugerir que, al igual que en diversas células
normales en cultivo, en Hep G2 opera un complejo mecanismo de regulacion de la HMG-CoA reductasa en el cual se hallan
involucrados esteroles y no-esteroles derivados del mevalonato.
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SUMMARY: Some aspects in the regulation of mevalonate synthesis in Hep G2 cells, a human hepatoblastome in culture. Polo,
Manica P '2; Alaniz, Marfa J. T. de '*; Bravo, Margarita G. de '** Kinetics and regulatory aspects of the hydroxymethyl-glutary!-
coenzyme A reductase activity were studied. This enzyme catalyzes the rate-limiting step in the cholesterol biosynthetic pathway.
Fetal serum inhibited reductase activity, but it did not modify its Km value. The addition of mevalonate to a culture medium with
fetal serum increased the inhibition of the reductase. Our results indicate that the regulatory mechanisms in which sterols and non

sterol mevalonate derivatives are involved, as in many normal cells in culture, are still present in the Hep G2 cells.
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Introduccion

El colesterol es un componente principal de la
membrana de las células animales. Si se bloguea la
colesterogénesis en células de mamifero en cultivo
el crecimiento celular (1) y la sintesis de ADN (2)
disminuyen y las células mueren si no se las suple-
menta con colesterol y/o alguno de sus precursores
como el mevalonato.

El acido mevalénico es el precursor clave de una
viametabélica cuyos productos finales son el colesterol
y una variedad de derivados esteroles y no esteroles.
La sintesis de mevalonato a partir de 3-hidroxi-3-metil-
glutaril Coenzima A (HMG-CoA) es catalizada por la
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HMG-CoA reductasa [EC 1.1.1.34] y constituye el prin-
cipal paso regulatorio de esta via (3,4).

Actualmente existen amplias evidencias de que
tanto el crecimiento celular como la sintesis de ADN
estan estrechamente ligados a la via del mevalonato
Esto se debe fundamentalmente a que este desem-
pefia dos funciones principales en el ciclo celular:

— es precursor del colesterol requerido para la
proliferacion de membranas que acompana al creci-
miento celular (fundamentalmente durante la fase
G)Y,

—actia, a través de un mecanismo desconoci-
do, en la iniciacion de la replicacion del ADN (4-11).

Entre los productos de [a via del mevalonato
que pueden serimportantes en la proliferacion celu-
lar figuran algunas especies de ARNt isoprenilados
y proteinas modificadas prostraduccionalmente por
restos isoprenilo derivados del mevalonato (12-14),
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La HMG-CoA reductasa es una de las enzimas
conocidas mas reguladas. Su actividad esta contro-
lada a diversos niveles y por varios mecanismos de
regulacion feed-back.(4). El higado, que secreta
colesterol al torrente sanguineo, y las células y teji-
dos que proliferan rapidamente tienen normalmente
unaimportante actividad de HMG-CoA reductasa (10).

En muchas células tumorales, el mecanismo
feed-back negativo ejercido por el colesterol exdgeno
sobre la HMG-CoA reductasa esté ausente o profun-
damente deteriorado (15-18). Se ha demostrado que
en algunos casos el defecto en esta regulacion feed-
back “precede” a la transformacion maligna (16).
Muchas células neoplésicas, pese a que tienen una
elevada actividad HMG-CoA reductasa, obtienen la
mayor parte del colesterol que necesitan de las LOL
plasmaticas (19) y la presencia de tumores ocasio-
na frecuentemente una alteracion de la composicion
lipidica del higado huésped. (20-21).

Por eso es sumamente dtil contar con un buen
madelo de células en cultivos para estudiar la via del
mevalonato y el metabolismo del colesterol. La linea
tumoral Hep G2, que deriva de un hepatoblastoma
humano, expresa muchas de las funciones atribui-
das a un hepatocito humano normal. Estas células
secretan varias proteinas plasmaticas (22) incluyen-
do lipoproteinas (23-25), expresan diversos recepto-
res, entre ellos los de LDL (26-27) y sintetizan y
secretan 4cidos biliares (28). En resumen es una
linea celular, altamente diferenciada, muy 0til como
modelo de estudio de las funciones y metabolismo
del hepatocito humano normal.

Nuestro objetivo fue estudiar aspectos cinéticas
y regulatorios de la HMG-CoA reductasa en esta li-
nea celular a fin de evaluar su utilidad como modelo
para encarar estudios sobre el efecto de distintos
componentes sintéticos y naturales sobre el creci-
miento celulary el metabolismo lipidico, en especial
1a via del mevalonato.

Materiales y Métodos

Reactivos. [3-'“CJHMG-CoA (56.98 mCi/mM)
y [*H] mevalonolactona (33.00 Ci/mmol) fueron ad-
quiridos a la firma DuPont NEN (Boston, MA, USA).
Glucosa-6-fosfato, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
y HMG-CoA se obtuvieron de a firma Sigma (St.
Louis, MO, USA). Para cromatografia en capa fina
(TLC) se utilizaron placas de silicagel G marca Merck
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(Alemania). Todos los reactivos inorganicos y los
solventes utilizados fueron de calidad pro andlisis. EI
suero fetal estéril fue obtenido de Gen SA (Bs. As.,
Argentina).

Cultivo de células en monocapa

Las células Hep G2 (American Type Culture
Collection Collection, Rockville, MD, USA) utilizadas
para estos experimentos se mantuvieron a 37° en
Medio Minimo Esencial de Eagle (MEM) con suero
fetal bovino inactivado (SFB) al 10 % (29)
subcultivandolas semanalmente utilizando una dilu-
cion 5:1.

Los experimentos se iniciaron sembrando 2,5 x
108 células en botellas cerradas de vidrio blando de
95 cm? de superficie de pegado (tipo Khole) con 15
mL de medio MEM + 10% de (SFB). En los experi-
mentos en los que fue necesario el uso de medio sin
suero, se utilizé el medio libre de suero MEM opcién
Zn (IMEM Zo), (30) Los procedimientos seguidos para
la preparacion de células Hep G2 permitieron 1a ob-
tencion de poblaciones homogéneas con elevada
viabilidad y reproductibilidad de comportamiento
metabélico. La estimacion de la viabilidad celular se
efectud por medio del test de exclusién de azul tripan
(31). Este test rutinariamente indicd que mas del 90%
de las células se encontraban en condiciones ade-
cuadas de viabilidad.

Homogeneizacion de suspensiones de célu-
fas cultivadas en monocapa

Para obtener una suspension de las células que
fueron cultivadas en monocapa se elimind el medio
de cultivo y las células, todavia adheridas a las bote-
Ifas de cultivo, fueron lavadas tres veces con 10 ml
de solucion fisiologica helada. Posteriormente las
células fueron removidas con una espétula de goma
adicionando para ello un volumen conocido de solu-
cion fisiolégica. La suspension celular se recogio en
tubos, se centrifugd a baja velocidad (1.500 xg, 5
min). Se descartd el sobrenadante y el pellet celular
se congelo en nitrégeno liquido.

Inmediatamente antes de ser utilizado, el pellet
de células se resuspendié adicionando 0,4 ml de
buffer de resuspension por miligramo de proteina
celular. El dosaje de la proteina celular total (PCT) en
suspensiones de células Hep G2 se llevo a cabo
utilizando una técnica semejante a la descripta por
Patterson (32) aplicando luego la microtécnica de
Lowry (33).
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La composicion del buffer de resuspension usa-
do fue: buffer fosfato (pH: 7,4) 50 mM; EDTA 1 mM y
DTT5mM (34).

Utilizando un equipo Heat-Systems Ultrasonic,
modelo W-220F (Plainview, New York) equipado con
un microtip de la misma marca modelo C2, se sonico
a la suspension celular 3 veces, durante 10 segun-
dos cada vez, a la mitad de la potencia de salida.
Esta operacion se llevd a cabo manteniendo ef mate-
rial permanentemente en lecho de hielo.

Ensaye de actividad HMG-CoA reductasa

La determinacidn de la actividad enzimatica se
realizo utilizando una modificacion de la técnica de
Shapiro y col. (35) descripta por Brown y col. (36).
Para medir |a actividad reductasa total, se tomé una
alicuota de células homogeneizadas (100 mg de pro-
teina), se llevo a un volumen de 90 ml con el buffer
de resuspension y se preincubo 30 min a 37°C para
permitir la activacion de la enzima que pudiese estar
inactivada por fosforilacion (35). Posteriormente se
adicionaron 100 ml de una solucion de cofactores
conteniendo: buffer fosfato (pH: 7,4) 0,2 M; glucosa-
6-P 40 mM; NADP+ 5mM; EDTA sodico 20 mM; DTT
10mM y glucosa-6-P deshidrogenasa 0,7 Ul. El en-
sayo se inicid con la adicién de DL-[3-%C]-HMG-
CoA (13.000 cpmy/nmol y 3,52 nmol/ml) a una con-
centracion final de 176 mM (para ensayos estandar).
El volumen final de la mezcla de incubacidn fue de
200 ml.

Luego de incubar 30 min a 37°C se detuvo Ia
reaccion agregando 25ml de HCI 6M. Se adicion6
[*H]lmevalonolactona (50 nCi) como estandar inter-
no, se lactonizo el 4cido mevalonico obtenido en la
reaccién incubando 30 min a 37°C en el medio acido
y se centrifugd 5 min a 8.000 rpm.

La mevalonolactona se separd por TLC sem-
brando 100 mi del sobrenadante libre de proteinas en
placas de vidrio de 20 x 20 c¢m. con una capa de
silicagel G de 0,25 mm. de espesor, activadas du-
rante 45 min a 120°C. La cromatografia se desarrollo
utilizando benceno:acetona (1:1, v/v) coma fase movil,

Finalizada la cromatografia las placas se seca-
ron al aire y Ia region correspondiente a mevalono-
lactona (aprox. R, 0,5-0,9) fue removida de la placa
por raspado de la silica y se recogio en viales de
vidrio conteniendo 10 ml de solucion de centelleo
dioxano-fluor (5 g de difeniloxazole (PP0) + 100 g de
naftaleno/litro de tolueno). La radiactividad fue cuan-
tificada en un contador de centelleo liguido RackBeta
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1214 utilizando un programa de deteccion dual para
*H - '4C. El estandar interno de [*H]mevalonolactona
es utilizado para corregir, por recuperacion incom-
pleta, el dato hallado en “C. La actividad de HMG-
CoA reductasa fue expresada en pmoles de
mevalonolactona/mg de proteina celular/min.

Tratamiento estadistico de los resuitados.

Los resultados experimentales se encuentran
expresados como el promedio de al menos 3 deter-
minaciones = 1 desviacion estandar (SD).

Las hipdtesis estadisticas se ensayaron me-
diante el test “t" de Student. Se utilizo un nivel de
significacién para errores de tipo | de 0,0520,01 (95
a 99 % de confianza). Para aquellas diferencias de
medias en las cuales el estadistico t quedd com-
prendido en el intervalo de confianza impuesto por
un valor de & = 0,01 (0 menor), la decision se 1a
considero altamente significativa, Para ¢ = 0,05 se
la considero significativa y para valores de ¢ > 0,05
no significativa.

Las rectas de calibracion de técnicas de uso
rutinario se ajustaron mediante el método de cuadra-
dos minimos. Cada recta se estudié por regresion
determinandose coeficientes de correlacion lineal.

Resultados

Caracterizacion de la HMG-CoA
reductasa de células Hep G2.

Utilizando una suspension celular sonicada de
pool de células como fuente de enzima se determing
la sintesis de mevalonato en las condiciones stan-
dard descriptas en Métodos pero adicionando canti-
dades variables de sustrato o de proteina celular al
medio de incubacion.

La velocidad de sintesis de mevalonato deter-
minada utilizando distintas concentraciones de sus-
trato en el medio de incubacion se muestra en la
Tabla 1.

Cuando Ia concentracion de sustrato ensayada
fue 1/4x; 1/2x; x y 2x de la standard (176 mM), se
observaron pequenos incrementos en la velocidad
de sintesis de mevalonato que acompanan al au-
mento de la cantidad de HMG-CoA presente sin que
exista una relacion lineal entre ellos.
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Tabla 1. Actividad HMG-CoA reductasa determinada usando distintas concentraciones
de sustrato en el medio de incubacion.

Concentracion de HMG-CoA
en el medio de incubacion

Actividad HMG-CoA reductasa
(pmoles/min/mg prot. celular)

(mM) Con Suero Fetal  Sin Suero Fetal
44 79,1 226,8
88 89,3 2709
176 99,3 2954
352 1121 3124

La actividad enzimética lue determinada en células Hep G2 en fase logaritmica de crecimiento incubadas durante las Gltimas 24 horas
en medios con y sin suero letal. Los andlisis fueron realizados por el método standard descripto excepto por los cambios indicados en
la concentracion de HMG-CoA. Los valores representan promedios de andlisis realizados por triplicado (los cuales dilieren entre si
menos de 10%) utilizando alicuotas de la suspension del pool de células homogeneizadas por sonicacion conteniendo 100 ug de
profeina.

Utilizando los datos de la Tabla 1 y trazando la
doble reciproca de Lineweaver-Burk fue posible cal-
cular la constante de Michaelis aparente (Km,) y la
velocidad maxima (Vmax). Los resultados se mues-
tran en la Figura 1, donde puede observarse que la

cidad méxima sin modificacion en el valor de la con-
tante de Michaelis encontrada (K= 1,99x10*My
V,.,= 113,20 pmoles por min por mg para la
reductasa de células incubadas con suero fetal en el
medioyK = 1,88x10°MyV__ = 314,01 pmoles

incubacion durante 24 horas en un medio sin suero
fetal se traduce en un notable incremento de la velo-

por min por mg para células incubadas en medio sin
suero fetal).

Figura 1. Curva de Lineweaver-Burk para HMG-CoA reductasa de Hep G2. Los datos representan el
promedio incubaciones realizadas por triplicado (que difieren entre si en menos del 10%) con las concentra-
ciones de HMG-CoA indicadas, 100 mg de proteina celular y las restantes condiciones standard descriptas
en Materiales y Métodos. Las constantes cinéticas calculadas a partir de la curva de Lineweaver-Burk
ajustando los datos por andlisis de regresion a rectas deltipoy = b + ax, son:K_=1,99x105MyV= 113,20
pmoles por min por mg para la reductasa de células incubadas con suero fetal en el medioy K = 1,88 x 10-
*MyV_,= 314,01 pmoles por min por mg para células incubadas en medio sin suero fetal. El coeficiente de
correlacion lineal (r?) fue mayor de 0,95 en ambos casos.
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Cuando distintas cantidades de proteina
fueron adicionadas al medio de incubacion en pre-
sencia de una concentracion fija de sustrato (176
mM) se observé que la velocidad de sintesis de
mevalonato es proporcional a 1a cantidad de enzima
en el rango de proteina celular ensayado aun cuando
la suspension celular homogeneizada utilizada como
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fuente de enzima fue obtenida de células que presen-
tan una elevada actividad enzimatica como las incu-
badas en ausencia de suero fetal (Fig. 2). Los datos
pudieron ajustarse por andlisis de regresion a una
recta del tipo: y = b + ax, donde b corresponde al
blanco de reactivos ensayado (de 4,04 pmoles de
mevalonato/min) y r2 > 0,97 en ambos casos.

Figura 2. Efecto de la cantidad de proteina sobre la sintesis de mevalonato en células Hep G2 en fase
logaritmica de crecimiento. Alicuotas de suspension de pool de células homogeneizadas por sonicacion
conteniendo las cantidades indicadas de proteina fueron incubadas y analizadas como se describe en
“Materiales y Métodos". Los datos representan el promedio de incubaciones realizadas por triplicado.
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Efecto del mevalonato sobre Ia actividad
HMG-CoA reductasa en células Hep G2
incubadas en presencia y ausencia
de suero fetal

Se utilizaron células incubadas en medios con
y sin suero fetal. A la mitad de las botellas de cada
uno de estos grupos se le adiciond mevalonato a una
concentracion final de 0,5 mM (37) durante las Ulti-
mas 24 horas de tratamiento. El mevalonato fue ob-
tenido tratando mevalonolactona (Sigma) con NaOH
0,1 M a 56°C durante 15 minutos, neutralizando la
solucién obtenida con HCI 1N hasta pH 7,4 inmedia-
tamente antes de su adici6n a las botellas.

Finalizado el tratamiento, las células fueron re-
movidas de las botellas y procesadas para obtener
la suspension celular homogeneizada por sonicacién.
El ensayo de actividad HMG-CoA reductasa se reali-
z6 en las condiciones standard descriptas en Méto-
dos utilizando la suspensi6n celular sonicada como
fuente de enzima y haciéndose cada determinacion
por duplicado.

La adicién de mevalonato al medio condiciona-
do tanto en presencia como en ausencia de suero
fetal ocasiond una significativa disminucion de la
actividad HMG-CoA reductasa (Tabla 2).
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Tabla 2. Efecto del mevalonato sobre la actividad HMG-CoA reductasa en células Hep G2 cultivadas en

monocapa.
Tratamiento Actividad HMG-CoA reductasa
{pmoles/min/mg prot. celular)
Sin Suero:
Control 274,51 = 51,20
Mevalonato 10543 = 22,18 *
Con Suero:
Control 111,82 = 9,93
Mevalonato 36,13 £ 5,70 *

La actividad enzimalica lue determinada en celulas Hep G2 en fase logaritmica de crecimiento incubadas durante las Gltimas 24 horas
en medios con o sin suero letal ¥ en presencia o ausencia de mevalonato. Los andlisis fueron realizados en las condiciones standard
descriptas en “Materiales y Métodos”. Los valores representan promedio = 1SD de cuatro determinaciones realizadas por duplicado
utilizando alicuotas de la suspension de células homogeneizadas por sonicacion conteniendo 100 pg de profeina. Significativamente

diferente respecto al control correspondiente: = p< 0,001,

Discusién

La utilizacion de modelos de células tumorales
hepaticas en cultivos es imprescindible para el
emprendimiento de estudios de regulacién del creci-
miento y metabolismo lipidico hepético. Si bien es-
tos modelos pueden presentar algunas diferencias
comparados con los cultivos primarios no replicativos
de hepatocitos normales (38), estos dltimos tienen
otras desventajas, como la dificil obtencion de frag-
mentos en buenas condiciones metabdlicas, amplias
diferencias individuales y corto tiempo de vida lo
cual impide estudios de regulacion a largo plazo.

Lalinea tumoral Hep G2 es un hepatoblastoma
humano que conserva muchas de las caracteristi-
cas bioquimicas de las células del parénquima he-
pético (22,39).

Las Hep G2 mantienen funciones especializa-
das de hepatocitos normales, incluyendo sintesis de
apolipoproteinas y secrecion y catabolismo de
lipoproteinas (29). Fueron utilizadas con éxito en el
estudio del rol regulatorio de lipidos (24,40) y hormo-
nas (25) en la sintesis y secrecion de
apalipoproteinas y lipoproteinas, y para el estudio de
la remocion de varias clases de lipoproteinas me-
diadas por receptor (26, 27, 41, 42).

Laactividad de la HMG-CoA reductasa de célu-
las Hep G2, al igual que en células hepaticas norma-

les puede ser regulada a diferentes niveles. Por un
lado, inhibidores competitivos de la reductasa perte-
necientes a la familia de los “statins” son activos
sobre esta linea celular disminuyendo la sintesis de
colesterol (43) y ocasionando una induccién de la
cantidad total de enzima (44). Por otra parte, los re-
sultados presentados en la Tabla 1 muestran que la
presencia de suero fetal (que contiene LDL) en el
medio de cultivo inhibe la actividad de la reductasa
efecto que se ha reportado en células hepaticas nor-
males en cultivo (45). Esta inhibici6n de la actividad
enzimatica parece deberse a una disminucion de la
cantidad de enzima presente en las células dado que
a afinidad por DL-hidroximetilglutaril CoA (medida a
través de los valores de Km registrados) no se en-
cuentra modificada (Figura 1). Podria deberse a la
inhibicion feedback por esteroles derivados de la
degradacion de las LDL absorbidas desde el medio.
De modo que, el mecanismo de regulacion feedback
por esteroles, que opera a nivel de la transcripcién
del gen de reductasa en células normales (46), pare-
ce estar conservado en estas células neoplésicas, a
diferencia de lo descripto para otras celulas tumorales
las cuales son resistentes a este tipo de regulacién
por esteroles (47). Finalmente, se sabe que la admi-
nistracion de dcido mevalénico a animales inhibe la
actividad HMG-CoA reductasa (48) y este efectoin-
hibitorio también fue reportado en células Hep G2
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(49). En la Tabla 2 puede verse que la adicion de
mevalonato 0,5 mM al medio de cultivo inhibe 2,6
veces la actividad HMG-CoA reductasa cuando las
células Hep G2 son incubadas en medio sin suero.
Esto indicaria que la elevada disponibilidad de
mevalonato permite producir esteroles en cantida-
des suficientes como para inhibir Ia reductasa por el
tradicional mecanismo feedback que opera en la
mayoria de las células normales. El hecho de que la
adicion de mevalonato 0,5 mM al medio con suero,
puede inhibir adicionalmente |a actividad HMG-CoA
reductasa que se halla parcialmente disminuida por
la presencia de LOL llevandola a valores proximos a
los correspondientes al blanco de reactivos (~ 4
pmoles/min) permite sugerir que, al igual que en
diversas células normales en cultivo, en Hep G2 opera
un complejo mecanismo de regulacién de la HMG-
CoA reductasa en el cual se hallan involucrados
esteroles y no-esteroles derivados del mevalonato
(46, 50).

Conclusidn

Por o expuesto es posible considerar a las cé-
lulas Hep G2 en cultivo como un modelo Qtil y fide-
digno para realizar estudios sobre el efecto que dis-
tintos componentes sintéticos y naturales ejercen
sobre el crecimiento celular y el metabolismo lipidica,
en especial la via del mevalonato. El origen humano
de estas células representa una notable ventaja so-
bre cualquier otro modelo de células en cultivo.
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