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RESUMEN

Una de las funciones primordiales de la membrana plasmidtica
es 1A regulacidn idnica y molecular del exterior hacia el inte-
rior y viceversa. Tomando en cuenta la importancia que tienen
los gradientes iénicos en la regulacidn de una serie de procesos
metabdlicos, resulta Interesante el estudio de los mismos (Bret—
scher, 1985). Por ejemplo, el CaZt citopldsmico de cualquier
tipo celular interviene en una serle de procesos biloldgilcos
dentro de los cuales se encuentra la proliferacisn celular, &sto
es 1nteresante por las Implicaciones que a este in se le han
dado en la carcinogénesis (Scarpa y Carafoli, 1978; Boynton et
al.,1582; Jaffe, 1982). Por la intervencidn del Ca2t en los
procesos celulares, las cé&lulas han desarrollado una serie de
procesos para la regulacidn de la concentracidn de ca2t, uno de

los mfs importantes en la membrana plasmiitica para la regulacidn

citoplésmica de Ca2t es la ATPasa (CaZt-Mg2*) (Martonosi, 1980;
Kretsinger, 1981).

En nuestro laboratorio decidimos determinar 1las posibles
diferenclias en 1la regulacidén de la bomba de calcio asociada
energéticamente a la ATPasa (CaZ*-Mg2t) de la membrana plasmicica
de 'las c&lulas normales y tumorales mediante su caracterizacidn;
en este caso particular a la ATPasa (C32+-Mgz+) de 1la membrana
plasmitica de las c&lulas del hepatoma AS-30D y compararla con la
ATPasa de la membrana plasmitica de hepatocitos normales y hepa-—
tocitos en regeneracidn como modelos de cé&lulas en interfase y
divisidn respectivamente. Mientras mds se conozca sobre los pro-

cesos de regulacidn que poseen las c&lulas transformadas, se



entenderd el por qué de su comportamiento y con ello se facilita-
ri su control.

En la presente tesis se muestra que la ATPasa de la membrana
plasmiatica de las c&lulas del hepatoma AS-30D, asi como de los
hepatocitos en regeneracidn, tienen una actividad hidrolitica
menor (0.2-0.3 ymoles Pi/mg prot/min), con respecto a la de los
hepatocitos normales {1-2 pmoles Pi/mg prot/min). Sin embargo, la
capacidad de transporte de ca2t dé la ATPasa de la membrana plas-—
mitica de las células del hepatoma AS-30D, asi como de los hepa-
tocitos normales es muy semejante (1-2 nmoles Ca2¥/mg prot/ min).
Lo misme ocurre con la sintesis de ATP catalizada por la ATPasa
(Caz+—Mgz+), ya que la enzima de la membrana plasmitica de 1las
células del hepatoma AS-30D y la de los hepatocitos normales
presentan una actividad de sintesis similar (25-30 nmoles
ATP Pi/mg prot/min). La capacidad de transporte de ca?t @e 1la
ATPasa de la membrana plasmitica de los hepatocitos en regenera-—
cidn es menor con respecte a la de los hepatocitos normales Yy
las células del hepatoma AS-30D (0.1-0.5 nmoles Ca2*/mg prot/
min), asi come su capacidad de sintesis {8-9 nmoles ATP Pi/mg
prot/min).

El hecho de observar una actividad hidrolitica menor con
respecto a la mostrada por las células normales y no observar
caubios en el transporte de ca2*, nien 1la sintesis de ATP
catalizada por la ATPasa (Ca2t-Mg2*) de la membrana plasmitica de
las células del hepatoma AS-30D, hace pensar que la enzima tiene
un desplazamiento en su ciclo catalitico hacia la sintesis de ATP
v cbn ello un mejor acoplamiento energético que le permite

transportar la misma concentracién de Ca2?t que a la ATPasa (Ca2+ta



Mgz"') de la membrana plasmitica de los hepatocitos normales pero

con un menor gasto de energia. El desplazamiento hacia la sintesis
del ATP puede deberse a la existencia de variaciones en la afinidad
por el ATP y/o en los dos sitios para Cal* el de alta y el de baja
afinidad, gque den lugar a un mejor acoplamiento energético de la
ATPasa (CaZt-Mg2*) de la membrana plasmitica de las cflulas del
hepatoma AS-30D.

Las variaciones en la afinidad por ATP y/o Ca2+ podrfan

deberse a cambios conformacionales en la enzima provocados por
modificaciones en su microambiente, debidas a diferentes proteinas
& diferencias en las proteinas gue la rodean, por ejemplo, 1la
protefna inhibidora dependiente de Mg2+ encontrado para la ATPasa
(ca2t-ug2+) de la membrana plasmitica de los hepatocitos normales

) las protefinas activadoras diferentes a la calmodulina
encontrados para la ATPasa de hepatocitos normales (Lotersztain yv
Pecker, 1982; Lotersztajn et al., 1985; Loteirsztajn et al., 1981;
Yamaguchi et al., 1988}); o bien a variaciones en los lipidos de la
membrana gque interaccionan con la enzima, provocande cambios en la
hidrofdbicidad de su microambiente (Lotersztajn et al., 1984; De
Meis, 1989); o a alteracicnes hormonales, ya que existen informes
sobre la inhibicién de la actividad hidrolitica y de transporte de
calcio de la ATPasa de la membrana plasmitica de hepatocitos

normales en presencia de glucagon y proteina cinasa C (Loterstain

et al., 1984; Smallwood et al., 1988; Prpic et al., 1984).



1.0 INTRODUCCION

La actividad quimica que se lleva a cabo en todas las
células depende de manera importante de la compartamentalizacidn
que realizan las membranas. EL contenidoe quimico de las células
es diferente al de su alrededor, gracias a la barrera selectiva
creada por la membrana plasmitica (Bretscher, 1985) (Figura l.1).

Una de las funciomnes primogdiales de la membrana plasmitica,
es 1la regulacidn i8nica y molecular del exterior hacia el inte-
rior y viceversa,

Tomando en cuenta la importancia que tienen los gradientes
i6nicos en la regulacidn de una serie de eventos metabélicos,
resulta interesante el estudio de los mismos (Bretscher, 1985).
Por ejemplo, el ca?t citopldsmico de cualquier tipo celular
interviene como efector de una sefial intracelular a través de la
cual se provoca una respuesta celular; a su vez, la regulacidn de
su concentracidn intracelular es una regpuesta a estfmulos extra=-
celulares (Rasmussen, 1981; Jaffe, 1981). Estos estimulos puaden
estar dados por hormonas, neurotransmisores u otras molEculas que
incrementan el flujo de Ca2t a través de la membrana plasmatica
(Barritt, 1981; Murphy et al., 1980; Rubin, 1977).

El incremento de la concentracidn de CaZt citoplismico acti-
va una serie de mecanismos celulares, dentro de los cuales se
encuentran los sigulentes: wmotilidad celular (Goldman, 1976),
comunicacidn intercelular (Lowenstein y Rose, 1978), prolifera—
cién celular (Ridgway et al., 1977; Whitfleld et al., 1979),
regulacidn enzimdtica (Kretsinger, 1976) y activaciones a nivel

celular que 1llgvan a una respuesta tisular como: contraccidn



muscular (Endo, 1977), neurotransmisidn (Greengard, 19785. se~—
crecidn hormonal (Rubin, 1974), activacidén de 1la ovulacidn
(Gwatkin, 1977) y visién (Yoshikaml, 1978). Se conocen mds de 30
reacciones celulares dependientes de Gaz*y es prabable que

existan més (Racker, 1980).
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Figura 1.1

Hodelo de 1a membrana plasmética propuesto por Bretschar en 19BS5.



A. Calt y proliferacién celular

Como se menciond, el ca?* intracelular interviene en 1la
proliferaeidn celular, &sto 1o hace junto con la calmodulina
(protefna soluble receptora intracelular de CaZt que media 1la
mayorfa de los eventos regulados por a2t en las cé&lulas eucarid-
ticas) al formar un complejo llamado calecicalmodulina (Brostrom y
Wolff, 198l; Klee et al., 1983; Wallace y Cheung, 1979). Este
complejo participa en una serie de eventos de la divisidn celular
(Figura 1.2), entre los que se pueden enumerar los siguientes:
(Campbell, 1983) '

a. En la transicidn de G a S, de S a Gy, de Gp a Mitosis, de
G) @ Gp y finalmente de Gy a fase de quiescencia.

b. En las cuatro fases de la mitosis, fundamentalmente en la
formacién y ensamblamiento del huso acromdtico, iIncluyendo
el movimiento de los cromosomas a lo largo de &ste durante
la metafase y anafase, para finalizar con el estrangula-
miento de la cé&lula.

c. En la activacidn de las cé&lulas, de la fase Gg y de la fase

" de quiescencia.

d. En la diferenciacidn de las cé&lulas, de la fase Gg a otras

fases, en las cuales la c€lula no es estimulada paca divi-

dirse.
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ca2+
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Figura 1,2
Participacidn de Ca2% en el ciclo celular de células eucariotes
de acuerdo a Campbell y Jaffe (Campbell, 1983; Jaffe et al.,
1982). Activacisn (). M = mitosis, § = sIintesis,. G = inicio
sintesis de DNA, G2 = fin de sintesis de DNA e inicio de 1la

mitosis, Gg = células en reposo.
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En 1982 Lionel Jaffe propuso una teoria en la cual involucra
al CaZt citopldsmico en el inicio de la carcinogénesis. Su teoria
indica, que el incremento en la concentracidn de Ca2* citoplasmi-
co, posiblemente dado por iniciadores que pueden ser moléculas
extracelulares que aumentan la sensibilidad de proteinas recepto-
ras de C32+, probablemente por metilaciﬁn de 1las protelnas
receptoras, 0 por promotores intracelulares que provocan la libe-
racién de calcio de las pozas internas. El incremento citopldsmi-
co de ca2t provoca un aumento en la velocidad de 1los procesos
celulares en 1los que interviene, asi como de los procesos que
regulan su concentracidn, lo cual favorece la respuesta a esti-
mulos oncogénicos que dan lugar a alteraciones en la célula. Si
estos estimulos continuan actuando, se llevard a cabo una selec—
¢idn de las c&lulas alteradas que finalmente llevara a la trans-
formacién neopldsica (Jaffe et al., 1982; Spriger et al., 1979;
Armitage, 1981; Swierenga et al. 1980; BHoynton et al. 1976)

(Figura 1.3).
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Se ha observado que las células transformadas durante su
proliferacidn "in vitro", son menos dependientes de Ca2t extrace-
lular que las c&lulas no neopldsicas o preneopldsicas; adn,
algunas c&lulas transformadas mueren al crecerlas en medios con
niveles normales de CaZt y curiosamente poseen niveles elevados
de Ca?t citopldsmico (Swierenga et al. 1980, Boynton, 19763 Crigs
y Kakiuchi, 1982). El hecho de observar que las c&lulas tumorales
se desarrollen en medios con niveles de Ca2t menores a los Teque-
ridos por las c&lulas normales, y sus niveles de Ca?t citopldsmi-
co se encuentren elevados con respecto a los mniveles normales,
indica que los mecanismos de regulacidn de la homeostasis de calt
deben alterarse durante la transformacidn neoplésica, posiblemen-
te por la intervencidn de el cazt,

Se han iniciado estudios sobre los mecanlsmos de regulacidn
de Ca2+* en las c&lulas neopldsicas; por ejemplo, se ha encontrado
que las c&lulas tumorales de roedores y de humanca producen una
proteIna que une CaZ* denominada oncomodulina, que aunque es
estructuralmente distinta a la calmodulina se le asemeja funcio-
nalmente (MacManus, 1980; Mac Manus, 1982). Tambi&n se han es—
tudiado en diferentes tipos de las células transformadas 1las
interacciones anormales entre la membrana plasmitica y el 1on
ca?*, 1las cuales se propone estén relacionadas con la prolifera—
cidn celular, el control de crecimiento y la invasividad (Mac

Manus, 1982).
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B. Distribueidn de caZt

Los tejidos contienen un promedijo de 400 a 5300 moles de

ca2* por Kg de tejido seco (Stout, M.A., 1985; Williamson et al.,
‘ 1981). La mayor parte del ca2t celular se fija e incorpora en
sitios de unién aniénica de glucoproteinas, pzoteinas y fosfoli-
pidos de la membrana plasmitica, distribuido en dos compartimen~
tos generales el intracelulax y el extracelular. El Ca2t extrace—
lular se encuentra unido a la superficie celular y el ca2* intra-
c¢elular considera tanto al citosSlico libre como al unido a
diferentes ligandos, gue pueden encontrarse en el citoplasma o en
la superfieie celular interna. La cantidad de Ca?* ynido a dife-
A:em;es ligandos no se conoce con certeza, pero se cree que esté
representada por el ca2* unido a protefnas como la ATPasa (Ca2t~
ng"'), la calmodulina, o formando complejos con el citrato y
fosfato, o dentro de los das reservorios importantes de ca2* en
la célula, la mitocondria y el reticuloc endoplismico (Somiye et

al.,1985).
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C. Mecanismog de regulacifn de la homeotasis de Ca®t

Los niveles de Ca2t citopldsmico son fundamentales en 1los
procesos de regulacidn celular. A pesar de la gran diferencia de
concentracidn de CaZt extracelular (1 a 3 nM (mmoles/1)) y cito-
plismico (0.1 a 0.2 M ( moles/1)), que favorece el movimiento
pasivo de Calt al interior, su concentracidn citosdlica se man—
tiene mediante varios procesos desarrollados por la célula (Cara-
fold y Crompton, 1978) (Figura l.4). -~

Dentro de los procesos conocidos hasta ahora se encuentrdn
los siguientes:

-Secuestro del CaZt asociado con la mitocondria dependiente
de la concentracidn de los niveles de Ca2¥ celular total, (Backer
et al., 1980; Somlyo et al., 1985; TFamulski y Carafoli, 1982;
Kleineke y Soling, 1985).

-Secuestro del Ca2t asoclado con el retfculo endoplésmice
con una gran afinidad y capacidad de transporte de ca?+, (carafo-
1i y Crompton, 1978; Andia-Waldenbaugh et al,, 1980; Dawson,
1982; Brattin et al., 1982; Famulski y Carafoli, 1984; Somlyo et
al., 1985; Kitazawa, 1976; Moore, 1975).

-Regulacidn a nivel de la mewbrana plasmidtica. En este traba-
jo se emplea membrana plasmdtica, por lo que, a continuacidn se
amplia la informacion sobre los procesos de regulacidn a nivel de

la misma.
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-La participacién de la ATPasa (Ca2*-Mg2*) con alta afinidad

por el idén Ca2*

pero con una menor capacidad de transporte que el
intercambiador Nat/ca2t (Gietzen et al., 1980). A la ATPasa
(ca2*-mg?*) se le ha reconocido como un importante proceso a

nivel de membrana plasmitica mediante el cual muchas c¢élulas

mantienen sus niveles de CaZ2t citopldsmico {Martonosi, 1980).
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Figura 1.4

Esquema de los mecanismos de regulacidn de calcio (Biinks er al.,
1982; Racker, 1980; Gietzen et al., 1980}.
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D. ATPasa (CaZ+-Mg2t)

Como se sefiald, la ATPasa dependiente de ca2t estimulada por
Mgz+. es uno de los procesos mds importantes a nivel de la
membrana plasmética mediante el cual c&lulas excitables y no
exitables mantienen sus niveles de CaZt citoplésmico (Dipolo,
1978; Dipolo y Beaugud&, 1979; Wuytack et al., 1981; Michaelils et
al., 1983; Mas-Oliva et al., 1979; Reuter, 1974; Pershadsingh et
al., 1980; Nellans, 1981).

Esta enzima ha sido estudiada en fracciones de la membrana
plasmdtica o purificada a partir de diferentes tejldos normales
(Rega y Garrahan, 1986; Schatzmann, 198l). La mis estudiada es la
enzima localizada en la membrana plasmitica de eritroeito humano
{Graf et al., 1982).

La figura 1.5 d1ilustra la secuencia de la cinética de la
ATPasa de Caz+, propuesta para la enzima de microsomas de higado
humano {Spamer et al., 1987). Muy similar a la cinética propues=-
ta para la de eritrocito humano y la de sarcolema de milsculo
cardfaco, aplicable a las ATPasas de ca?t de la membrana plasmi-
tica de otros tipes celulares, y aiin para las c&lulas de la linea
tumoral 745-PG4 (Debetto y Cantley, 1984).

La participacidn de ca2t, ng+ y ATP varila en cada paso de
la cindtica de la ATPasa (CaZt-Mg2%), en la figura 1.6 se muestra
lo encontrado hasta ahora para la ATPasa (Ca2+-Mgz+) de fantasmas
de eritrocito humano, en la que se establecen dos.conformacionee
de 1la enzima llamadas Ej y Ep, las cuales presentan diferente
afinidad por el Ca2*, La enzima posee un sitio de alta afinidad
orientado hacia el interior del plano de la membrama y uno de

baja afinidad orientado hacia el exterior (Graf et al., 1982).
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CITOPLASHMA

[Ca?t] M ( moles/1)

ATP + E; Ca~E}-MgATP wste—n,. Ca~Ej7P + ADP
Pi + Ey == Eg-P e ~ Ca-E:P
{ca?t] mM (mmoles/1)
ESPACIO EXTRACELULAR
Figura 1.5

Secuencia de la cinética de la ATPasa (Caz*'-M32+).
conformacional wunec, Ej
al., 1987).

E} = Estado
= Estado conformacional dos (Spamer et

20



Paso ’ ca2t ATP Mg2t
E; + ATP¥mpE;IP + ADP Esencial Esencial Activador
. - con
alta
afinidad
E~P £ EoP No No Activador
. necesario necesario
EoP==E, + Pi No Activador Esencial
. necesario con baja en el
afinidad paso
previo a
la
activacién
con ATP.
Ex=SE; No Activador Activador?
necesario con baja
afinidad?

Figura 1.6
Intervencién de ATP, Ca?*, y Mg2* en cada paso cinético de la

ATPasa (Ca?t-Mg2+). E; = Estado conformacional uno, Ep = Estado
conformacional dos, (Graf et al., 1582).
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2,0 OBJETIVC

Con base en lo anterior y en la importancia del Ca2* en el
metabolismo en general, especialmente por estar involucradc en la
proliferacidn celular y en la carcinogénesis, resulta interesante
el estudio de los mecanismos que regulan los niveles de ca?t en
las células transformadas. Por lo que el objetivo de esta tesis
fue determinar posibles diferenclas entre la regulacidén de 1la
bomba de calcioc asociada energéticamente a la ATPasa (Ca2t-Mg2h),
contenida en la membrana plasmitica de c&lulas transformadas, en
este caso en particular a la ATPasa (CaZt-Mg?*) de 1las células
de; hepatoma AS-30D. Como modelo de comparacidn se empled 1la
enzima de la membrana plasmitic# de los hepatocitos normales y de
los hepatocitos en regeneracidn. La utilizacidn del modelo de los

hepatocitos en regeneracidn constituye un sistema de células en

divisidn.
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3.0 HIPOTESIS

Por los antecedentes mencionados en la introduccidn, sobre
el control del Ca?t presente en las células neopldsicas en compa—
racifn con la mayoria de las células normales; el estudio de la
ATPasa (Ca2t-Mg?t) de 1a membrana plasmitica de las c&lulas del
hepatoma AS-30D y de los hepatocitos normales nos informara sobre
las diferencias de modulacifn entre la enzima &e las e&lulas
transformadas y la de las cElulaQ normales, por lo que se espera
que las caracterizticas cinéticas de la ATPasa de la membrana
plasmitica del hepatoma AS-30D, sean diferentes a las de 1la

ATPasa de la membrana plasmdtica de los hepatocitos normales.
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4.0 MATERIALES Y METODOS
A. Material

Productos Quimicos:

{ 45Ca2+]CaClz Y [32P1H3P04, fueron adquiridos de Biomedi-
cals, Inc. (Boston, Mass. U.S.A.)

La calmodulina fue obtenida a partir de testiculos de toro
mediante modificaciones a la técnica. establecida por Geopalakri-
shna que emplea una columna de afinidad de fenil sefarosa (Gopa-
lakrishna y Ang@erson, 1982).

Las proteinas marcadoras de masa molecular anhidrasa carb&-
nica 29 Kd, ovoalbiimina 45 Kd, albiimina de suero bovino 66 Xd,
fosforilasa b 97 Kd, B -galactosidasa 116 Kd y miosina 205 KXd4;

_ SDS, N,N, metil,bis-acrilamida fueron adquiridos de Bio-Rad (New
York, N.H. U.S.A.).

La ouakaina, sacarosa, TEMED, triton X-100, persulfato de
amonio, tris-base, glicilglicina, EGTA, Scido mdlico, imidasol,
ASB, NapS304, WNa-HEPES, CaClp, ATP, 5'AMP, KCN, &c. succinico,
citocromo €, elon, reactivo de Folin Ciocalteu's, benzal y
A23187, fueron adquiridos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo,
U.S.A.).

La glicerina, KCl, heptamolibdato de amonio, MgClp-6Hy0,
AgNO3, ©NagHPO4 fueron adquiridos de Merck México, S.A. {(Naucal-
pan, Edo. de México. MEXICO).

El HC1l, NaOH, formaldehido, NaCl, m-bisulfitc de sodio,
cloroformo, HS04, NH40H, NaHyPO4-Hp0, B-mercaptoetanol, Gluta-—
raldehide y tartrato de sodio fuexron adquiridos de J.T. Baker,
S.A. de C.V. (México, D.F. MEXICO)

Los filtros con poro de 0.45 de diimetro fueron adquiridos

de Millipore Corp. (Bedford, MA. U.S.A.).
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Equipo.

Las centrifugas empleadas fueron las siguientes: centrifuga
LB-55M Beckman y centrifuga RC2-B Sorvall.

* Los rotores empleados fueron los siguientesr rotor SW 27 Ti
Beckman, rotor SW 40Ti Beckman, rotorxr 60Ti Beckman y rotor SS 34
Sorvalil.

Todas las lecturas espectrofotométricas fueron realizadas en
un espectrofotémetro LKB Biochrom Ultrospec II.

Los corrimientos electroforéticos se efectuaron en una
cdmara para electroforesis Multiphor LKB Multitemp 2209, con
fuente de poder 2197 LKB Bromma.

El portafiltros empleado consistid en un sistema de ultra-
filtracidén Millipore de 10 posiciones para filtros de 2 centime-
tros de difimetro.

El contador de centelleo liquido empleado fue un Tri-Carb
Modelo 4530 Packard.

El homogeneizador fue el Ultraturrax Labassco y el homoge~
neizador vidrio-teflSn fue marca Wheaton.

La centrifuga clinica empleada fue una Dynac Clay, Adams,
Bacton y Dickenson Co.

El bafio a temperatura constante de incubacidn fue un Tecam.
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Material Bioldgico.
La 1fnea celular del hepatoma AS-30D (Figura 4.1) empleada

en este trabajo, fue inducida originalmente con 3'metil-4-dimetil
azobenceno y donada a nueatro laboratorio por el Dr. Antonio
Villalebo de la Facultad de Clenclas Farmacfuticas de la Univer—
sidad de Columbia Brité@nica, Vancouver, Canadd (Smith, 19703
Church ec al., 1988; Vercesi et al,, 1988; Fisckum y Pease, 1984;

Fisckum y Pease, 1586).

Para inducir la regeneracidn del higado y obtener el higado

normal se emplearon ratas de la cepa Wistar macho con un peso

entre 200 y 300 g.
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a)

b)

Figura 4.1

§-aetiey

(a) Micrografia electrdnica de las células del Hepatoma AS-30D,
donada por ¢l Dr. A. Osornio del Depto. de Bioquimica del lnsti-
tute Naclopal de Cardielogia. Migcruscopjo clectrdnico de barrido
4 500 X.

(b) Mierografia clectrdnica de hepatocitos narmales, donada por
el Dr. A, Cirabez del Insticuto de Fisiologia Celular. Microsco-
pio electrdmico de barride 5 500 X.
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B. Métodos

Mantenimiento de la lfinea tumoral

Las células del hepatoma AS-30D se desarrollaron en el
1Tquido de ascitis de ratas de la cepa Wistar macho de 200 a 300
g mediante la inoculacién de aproximadamente 3 x 107 c&lulas en
la cavidad peritoneal de la rata (Cheeseman et al., 1988), 80 ml
de 1fquido de aseftis con una concentracién de 3 % 107 c&lulas/al

ge obtiene en aproximadamente 7 dias.

Induccidn de higado en regeneracidn

Para inducir la regeneracidn del hfgado, se realizaron hepa-
tectomfas parciales a 4 & 6 ratas Wistar macho de 200 a 300 g.
Para la realizacidn de las hepatectomfas, 1las ratas fueron anea—
tesladas con &ter, el instrumental (tijeras, bisturi, pinzas,
agujas e hilo seda); se lavd prevismente con benzal. La rata
anestesfada se sujeté a la mesa de operacidn, se le lavd perfec-—
tamente el abdomen y se le hizo upa incisidn a la altura del
higado, se le extirpd el 1ldbulo izquierdo del hfgado y se suturd
perfectamente. La fraccidn de higado en regeneracidén se obtuvo
48 h despu@s de la hepatectomfa.

Ailamiento de la fracecidn enriquecida de la membrana plasmitica
(Figura 4.2)

Se obtuvo la fraccidn enriquecida de la membrana plasmética
de las cé&lulas del hepatoma AS~30D, de los hepatocitos en regene-—
racidn y de los hepatocitos normales, empleando un método desa-
rrellado en el laboratorio basado en té€cnicas ya establecidas,
que emplean centrifugacidn diferencial y gradientea discontinuos

de sacarcsa (Brown et al., 1976; Neville, 1968; Wisher y Evans,
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1975; Touster y Aronson, 1970). El aislamiento de la fraccidn
enriquecida de la membrana plasmitica, se inicla con la obtencidn
de un homogeneizado crudo, el cual se obtiene de la siguiente
maneras

Para la obtencifn del homogeneizado crudo de las células del
hepatoma AS-30D, es necesario lavar las c&lulas ya que se encuen-
tran en lfquide de ascitis. El lavado se realiza de 4 a 6 veces
resuspendiendo 80 ml de liquido de ascitis en 50 ml cada vez, de
una solucién que contiene 150 mM (mmoles/1) de NaCl, 5 mM
(mmoles/1) de KCl y 5 mM (mmoles/1) de Tris-HCl pH 8.0 y centri~
fugando a 1,000 rpm durante 4 min en un rotor SS 34. La pastilla
final se resuspende en 5 ml de una solucidn que contlene 150 mM
(mmoles/1) ce KCl1, 5 mM (mmoles/l1l) de Tris-HCl pH 8.0 y se homo=-
geneiza 8 segundos en poslicidn 10 en un homogeneizador Ultra-—
turrax, la fraccidn obtenida se denomina HOMOGENEIZADO CRUDO.

En el caso de higado normal o en regeneracidn el homogenei~
zado crudo se obtiene cortando finamente el higado o el 18bulo
regenerado con tijeras; los trozos de higado se resuspenden en 50
ml de una solucidn que contiene 150 mM (mmoles/l) de KC1l y 5 oM
{mmoles/1l) de Tris-HC1 pH 8.0, se homogeneiza 15 segundos en
posicidn 10 en un homogenelzador Ultraturrax, para posteriormente
homogeneizarse con 6 golpes en un homogeneizador de +vidrio te-
flén, la fraccidn obtenida se denomina HOMOGENEIZADO CRUDO.

A partir de este pasc se sigue el mismo procedimiento con el
homogeneizado crudo de cualquiera de lns tres tipos célulares.

E1 HOMOGENEIZADO CRUDO se centrifuga por 15 min a 2,000 x g
(4,000 rpm para el rotor SS 34), la pastilla se resuspende en 10

ml de una solucidn de 5 mM (mmoles/l) de Tris-HC1 pH 8.0, se
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afiade sacarosa hasta obtener una solucién al 47 X (p/p). La
solucidn anterior se coloca en el fondo de 4 a 6 tubos ¥y se cubre
con 1igual volumen de scluciones de sacarosa al 44 2 y 42.3 %
(sacarosa en una solucidn de 5 wM (mmoles/l) de Tris-HC1 pH 8.0
p/p). Se centrifuga durante ! h a 150,000 x g (27,000 rpm para el
rotor SW 27 Ti).

La FRACCION CRUDA DE LA MEMBRANA PLASMATICA migra a la parte
auperior de la solucidn al 42.3 X. Esta fraccidn se resuspende en
5 ml de una solucidn de 5 mM (omoles/l) de Tris—HCI pH 8.0 y se
centrifuga a 40,000 x g durante 15 min (20,000 rym para el rotor
60 T1 & 19,000 rpm para el 45 Ti). La pastilla obtenida se
reguspende en 15 ml de una solucidn de 5 wM (mmoles/l) de Tris—
HC1 pH B.0 y se homogeneiza 8 segundos en posicitn 10 en un
homogeneizador Ultraturrax. El homogeneizado obtenido se coloca
sobre una serie de gradientes discontinuos de sacarosa en una
golucién de 5 mM (mmoles/1) de Tris-HC1 pH 8.0 en una concentra-
cidn al 40, 34 y 32 porciento p/p. Se centrifuga a 300,000 x g
durante 2 h (40,000 rpm para el rotor SW40 Ti).

La FRACCION LIGERA DE LA MEMBRANA PLASMATICA nigra a la
parte superior de la solucidn de sacarosa al 32 X, se colecta y
resuspende en 5 ml de una solucién de 5 mM (mmolea/l) de Tris-HC1
py 8.0 para ser centrifugada a 150,000 x g durante 30 min
(38,000 rpm para el rotor 60 Ti). La pastilla se resuspende en el
wmenor volumen de una solucidn de 5 mM (mmoles/l) de Tris-HCl, se
toman Aalicuotas de 500 1 cada una y se congelan en nitrdgeno

1fquido, se toma wna allcuota de 50 1 para determinar protefnas.
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Determinacifn de proteinas
El contenide de protelna se determind de acuerdo a la
t&cnlca descrita por Lowry de la siguiente manera: =a 5, 10 & 20
1 de la fraccidn ligera de la membrana plasmdtica, de la frac-
cibn cruda de la membrana plasmdtica & de el homogeneizado crudo;
8 25, 50, 75 § 100 1 de una solucidn de albimina de suere bovinme
de | mg/ml; en un volumen final de 200 1, se les afiade 1 ml de
la solucidn 4 constituida por SOIml de la solucidn i (NayCO3 10
mg y NaOH 2g en HpO cbp 100 ml), | ml de la solucidn 2 (1 mg de
tartrato de sodic en Hp0 ¢bp 100 ml) y 1 ml de la solucidn 3
(CuS0,4-H20 0.5g en HypO cbp 100 mi}. Se incuba a 37°C durante 25
min, se adicionan 100 1 de teéccivo de Folinzagua (1:1) ¥ se
incuba nuevamente a 37°C durante 20 min. Transcurrida esta in-
cubaeidn se leen a 660 nm contra un blanco que contiene 100 1 de
agua y 1 ml de la solucidn 4 incubade de igual manera que las

muestras y la curva patréo (Lowry et al., 1951).
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Y

HEPATOMA HEPATOCITOS
AS-30D NORMALES Y

EN REGENERACION
lavado de fragmentacidn
1iquide

con tijeras en

de ascitis pedazos pequeflos

4 a 6 veces

homogeneizar

homogeneizar
con Ultraturrax

con Ultraturrax
y con vidrio-tefldn

HOMOGENELZADO CRUDO

centrifugar a 4 000 rpm por 15 min

resuspender pastilla con sacarosa hasta 47 % de concentracidn
poner capas de sacarosa al 44 X y 42.3 %
centrifugar a 27,000 rpm por lh

obtener la FRACCION CRUDA DE LA MEMBRANA PLASMATICA
de la parte superior de la solucidn al 42.3 %

|

resuspender la pastilla, centrifugar y homogeneizar
centrifugar sobre gradientes de sacarosa al 40 %, 34 Z y 32 %
a 38,000rpm por 2 h

obtener la FRACCION LIGERA DE LA MEMBRANA PLASMATICA

de la parte superior de la solucidén al 32 %

lavar, distribuir en alicuotas y congelar.

Figura 4.2

Diagrama de obtenci®n de la la membrana plasmidtica.
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Electroforesis

Se realizd un corrimiento electroforético del homogeneirzado
crude, la fraccidén cruda y la fraccidn ligera de la membrana
plasmitica de las células del hepatoma AS=-30D, de los hepatocitos
en regeneracidén y de los hepatocitos normales, en un gel horizon—
tal de poliacrilamida al 8 % en presencia de SDS, de acuerdo al
método de Laemmli. Para cada caso Se emplearon, 60 ¢ de proteina
(homogenado crudo, fraccidén cruda o fraccidn ligera de la membra-
na plasmitica), previamente digerida en una soluci6n de Tris=HCl
2 M (moles/l) pH 6.8, B-mercaptoetanol al 10 %, glicerol al 20 %,
SDS al 4 % y azul de bromofenol al 0.5 % en un volumen final de
. 60 1 (Laemmli, 1970).

Para hacer evidentes las proteinas presentes en el gel obte~
nido, est& se tifid con pl;ta de acuerdo al método de Oakley el
cual emplea como sclucién fijadora metanol al 50 % y dcido acéti-
co al 10 %, como solucidn de tincién DTT al 0.5 % y AgNO3 al 0.1
%, como bafio de paro dcido citrico 2.3 M (moles/l) y como so-
lucién reveladora carbonato de sodic al 6 % con 50 1 de

formaldehido al 37 % (Oakley et al., 1980)
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Determinacifn de actividades enzimiticas

ATPasa (Na+—K+)

La actividad hidrolftica de la ATPasa (Nat-kt) fue de-
terminada mediante modificaciones a la técnica descrita por Post
La reaccidn se inicia adicionando 50 g de proteina (fraccidn
ligera de 1a membrana plasmdtica u homogeneizado crudo} a 1la
mezela de reaceidn (30 mM (mmoles/l) de Imidazol~Glicilglicina pH
7.6, 4 mM (mmoles/1) de MgClz, 100 mM (mmoles/l) de NaCl, 25 mM
(mmoles/1) de KCl, 4.5 mM (mmoles/l) de ATP, 5 mM (mmoles/1) de
azida de sodio, con o sin 0.5 mM (mmoles/1) de Ouabaina) en un
volumen final de 400 1. Se mezcla y se incuba a 37 5c durante 15
min. La reaccidn se detiene adicionando 100 1 de TCA al 30 %. Se
centrifuga y se toman 300 1 del sobrenadante para la determina-
cidn de Pi. Finalmente la actividad se expresa en nmolesPi/mg

prot/min (Post, 1967).

5'Nucleotidasa.

La actividad hidrolftica de la 5'nucleotidasa fue deter-
minada segiin la té&cnica desctita.por Evans. La reaccidn se inicia
adicionando 50 g de proteIna (fraccidn de la membrana plasmidtica
u homogeneizado ecrudo), a la mezcla de reaccidn (100 mM
(mmoles/1l) de Glicina-NaOH pH 8.5, 10 wM (mmoles/l) de MgClz y
2,5 mM (moles/1) de 5'AMP), en un volumen final de 500 1, se
mezcla y se incuba a 37°C durante I5 min, La reaccidn se detiene
mediante la adicifn de 100 1 de TCA al 30X. Se centrifuga y se
toman 300 1 del sobrenadante para la determinacifn de Pi. Final-
mente la actividad se expresa en nmoles Pi/mg prot/min (Evans,

1973; Evans, 1980).
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ATPasa (Ca2+-Mg2+).

La actividad hidrolfitica de la ATPasa (CaZt-Mg2t) fue deter—
minada segiin modificaciones a la técnica descrita por Mas-Oliva.
La reaccidn se inicia adicionando 50 g de proteIna (fraccidn de
la membrana plasmética u homogenelzado crudo), a la mezcla de
reaccidn (50 mM (mmoles/l) de Tris-Malato pH 7.4, 10 mM
(mmoles/1) de EGTA, 6 uM (mmoles/l) de ATP, conceantraciones
variables de CaClp y MgClp para dar de 10-11 a2 1072 M (moles/1)
de CaClp libre y de 10-!1 a 1072 M (moles/1) de MgCly libre) en
un volumen final de 300 1, 8e mezcla y se incuba a 37°C por 10
win., La reaccidn se detiene mediante la adicidn de 100 1 de TCA
al 30 Z. Se centrifuga y se‘:oma una alicucta de 200 1 para
determinar concentracidn de Pi. Finalmente la actividad se expre-
sa en nmnmoles Pi/ mg prot/ min (Mas-Oliva et al., 1979). Las
concentraciones libres de Mgz+ y Ca?* fueron calculadas empleando
un programa para computadora (Mas-Oliva, 1978).

En todos los casos el P1 fue determinado colorim&tricamente
de acuerdo al m@todo descrito por Fiske y Subbarow que emplea
8cido-i-amino~2-naftol-4-sulfdnice, sulfito de sodio y m-bisulfi-
to de sodio (Fiske y Subbarow, 1925).

La actividad de sfntesis de ATP, catalizada por la ATPasa
(Ca2+-Mg2+), fue determinada segiin modificaciones a la té&cnica
descrita por Mas-Oliva. La reaccidn se inicia mediante la adicidn
de 100 g de protefna (fraccidn ligera de la membrana plasmética
o de el homogeneizado crude), a la mezcla de reaccidn (50 mM

‘(mmolesll) de tris-malato pH 7.4, 10 mM (mmoles/1l} de MgCly, 6mM
(moles/1) de ATP, 0.2 mM (mmoles/l) de ADP, &4 mM (mmoles/l1) de

Pi~cris (32P 30 x 103 cpm por nmoles de Pi), 2 mM (mmoles/l) de
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EGTA, 10 pl de trirdn-X100 al 10 Z y concentracicnes variables

de CaCly para dar 0,02, 0.2, 1, 2, 3, 4y 6 mM (mmoles/1)) de
Ca2% libre en un volumen final de 2G0 l, se mezclan y se incuba
a 37 ag durante 20 minutos. La reaccidn se detiene mediante 1la
adicidn de 50 1 de TCGA al 30 %. Se centrifuga y se toman 200 1
del sobrenadante; de esta alfecuota se extrae el {3%P) Pi incorpo-
rado en ATP extrayendo el [32P] en exceso con solventes orgini-
cos, de 1la siguiente manera: a la alicuocta de 200 1 se le
adiciona 1! ml de una solucion 40 oM {(wmoles/l) de molibdato de
amonio en HC1 IN, 30 1 de una solueidn 100 uwM (wmoles/l) de Pi~
tris, 50 1 de acetona y 1 ml de acetato de butilo. Se agita 30
segundos, se separan las dos fases por centrifugacidn (15 se-
gundos a 3 500 rpm) y se elimina la fase orgdnica, se repite la
extraccldn 5 veces, Al finallzar las extracciones se toman alf-
cuotas de 300 1 de la fase acuosa y se colocan en viales con 5
ml de agua. Las cpm son dadas por un contador de centelleo 13-
quido. Finalmente se calcula la actividad y se expresa en nmoles

ATP 2Pi/mg prot/min (Mas-Oliva, 1985).

Lactato deshidrogenasa.

La actividad hidrolitica de la lactato deshidrogenasa

se
determind empleando un reactivo para diagndstico clinico prueba
UV optimizada, adquirido de Diagnostica Merck México, S.A. Y se

realizd de la siguiente manera: a 100 pl de proteina (1l g de
protefna/ 1) (fraccidn ligera de la membrana plasmitica u homoge-
neizade c¢rudo) se adicionaron 3 ml de wuna solucidn 60 mM
(rmoles/1l) de NADHp y 200 mM (mmoles/l) de piruvato de sodio en

amortiguador de fosfatos 15 M (moles/1) pH 7.5, se mezclan y se
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leen a 379C, las variaciones de absorcidn de NADH a 365 nm a 1, 2

¥ 3 min. La actividad final se expresa en nmoles NADH /mg prot

/min (Schneider y Lehmann, 1967)

Succinato deshidrogenasa.

La actividad hidrolitica de la succinato deshidrogenasa fue
determinada mediante los cambios espectrofotométricos de Extin-
cién a 550 nm seglin la técnica descrita por Cooperstein, de 1la

siguiente manera: a la mezcla de reaccidn que contiene 45.5 M

{ moles/1} Qe amortiguador de fosfatos pH 7.4 y 45.5 wg/ml de

ASB, se le adicionaron 50 ¢ de proteina (fraccidn ligera de la

membrana plasmitica u homogeneizado crudo}. Se lleva a un volumen

final de 200 1 con agua, se mezcla ¥ se incuba a 37°C durante 10

min., A continuacién se adicionan 680 1 de una mezcla compuesta

por 1.5 M ( moles/l) de KCN y 7.4 M ( moles/1l) de succinato de
sodio, se mezcla y se incuba en hielo durante 2 min. Pasado este
tiempo se adicionaron 200 1 de una solucidn de 5 mg/ml de cito-
cromo C, tomando el tiempo al momento de la adicidn y se 1leen
las diferentes Extinciones cada 30 segundos a 550 nm. La activi-

dad

Lazarow 1951).

Citocromo oxidasa.

La actividad hidrolitica de la citocromo oxidasa fue deter-

minada mediante los cambios espectrofotométricos de Extincidn a

550 nm segin una modificacién a la técnica descrita por Coopers-

tein de la siguiente manera: se mezclan B mg de citocromo C en

30 ml en una solucidén de 30 M ( moles/l) de amortiguador de
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fosfat05‘ pH 7.4. Se adicionan 100 1 de una solucidn recien
preparada de 1.2 M {moles/1) de NayS304 Y se mezcla vigorosamente
durante 2 min para la obtencién de citocromo C reducido. De 1la
solucidn anterior se colocaron 3 ml en una cubeta para espectro-
fotbémetro y se le adicionaron 100 g de proteina (fraccidn ligera
la de la membrana plasmitica u homogeneizado crudo). Se mezcla y
se leen los cambios de Extincién a 550 nm al minuto y a los 5
min. PFinalmente se adicionaren 10 1 de una solucidén saturada de
(Fe(CN) g) para completar la oxidacidn del citocromo C y se lee
nuevamente. La actividad se expresa en nmoles citocromo C/mg

prot/min {Cooperstein y Lazarow, 1951}.
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Determinacidén del transporte de _E_&*,

El transpoxte de Ca?t se realizd de acuerde a téenicas
establecidas que emplean 45C32+, de la siguiente manera: a la
mezcla de reaccién medificada, de la establecida por Fabiato, que
contiene 20 mM (mmoles/1) de HEPES pH 6.6, 1 mM {mmoles/l) de
EGTA, 0.82 mM ({mmoles/1) de CaCly {45Ca, 1 nmoles ca2*/106 cpm),
5 mM (mmoles/l) de MgCly 80 mM (mmoles/1) de KC1, se le adicionan
400 g de proteina (homogeneizaéo crudo, fraccidn cruda o fraec-
cidén ligera de la membrana plasmdtica), en un volumen final de 2
ml, se mezcla y se incuba a 37°C por 5 min. Pasado este tiempo se
inicia la reaccidn con la adicidn de 3 mM {(mmoles/l) de ATP
(concentrécién final), se mezcla ¥y se€ incuba durante 1, S5 y 10
min. )

Se toman alicuotas de 450 1 a cada tiempo. Después de
tomada la alicuota de 10 min se adiciona A23187 en una concen-—
tracidn final de 5 M ( moles/l), {A23187 ioncforo para calcic
Gomperts et al., 1981; Ingaki, 1985); se incuba a 37°C durante S
min. Pasadc este tiempo se toma una alicuota de 450 1.

Cada una de las alicuotas tomadas se filtran a traves de un
filtro con pore de 0.45 de didmetro: los filtros son prehidra-
tados 30 min en una solucidn de 250 mM {mmoles/l) de KCl, los
filtros se lavan para eliminar el 45ca2+ en exceso con 15 6 20 ml
dc una solucidn que contiene 250 mM (mmoles/l) de sacarosa y 40
mM {mmoles/l} de KCl. Finalmente las f£iltros se secan al vacio, y
cada wuno se coloca en un vial gue contiene 5 ml de liguido de
centelleo (xileno, tritn X-100, alcochol etilico, etilen glicol Y
PPO), las cpm son dadas por un contador de centelleo liguido.

Finalmente se calcuia la actividad y se expresa en nmoles Caz'*/mg
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prot/min {(Chan y Junger, 1983; Kraus Friedmann et al., 1982;

Inesi, G., 1985; Bygrave, 1978; Fabiato y Fabiato, 1978).
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5.0 RESULTADOS ¥ DISCUSION

Desde hace algunos afios se han comparado fracciones de 1la
membrana plasmiatica de diferentes hepatomas con la membrana plas~
midtica de hepatocitos normales y se han encontradc variaciones en
el contenido de glucoproteinas, glucolipidos, degradacidén de
glucoproteinas, fluidez de membrana y en actividad enzimitiea
(Leblond-Larouche et al. 1975; Tauber y Reutter, 1978; van Hoeven
et al., 1979). Sin embargo, la interpretacidén de las diferencias
encontradas en cada caso resulta dificil, ya que, las fracciones
de la membrana plasmitica originadas de los hepatocitos pueden
provenir de tres dominios funciocnales, que poseen diferentes
propiedades bioguimicas y fisicas (Evans, 1980; Bachs et al.,
1985; Guyton, 1977). Estos dominios estdn clasificades de acuerdo
a sus funciones, en: regidn sinuscidal, regidn canalicular y
regién intersticial (regidn lisa con uniones adheréntes que las

separa), (Figura 5.1).
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SUPERFICIE DE LA CELULA HEPATICA

LUMEN DEL SINUSOIDE HEPATICO

Figura 5.1

Esquema de higado (Copenhaver ct al., 1978).
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CANAL BILIAR

SUPERFICIE DE LA CELULA HEPATICA

LUMEN DEL SINUSOIDE HEPATICO

Figura 5.1

Esquema de higado (Copenhaver et al., 1978).
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Para facilitar la interpretacidn de los resultados, en nues-—

tro laboratorio decidimos modificar las técnicas de purificacién

de la membrana plasmitica ya establecidas, y obtener una fraccién

enriguecida de 1la membrana plasmitica de la regién sinusoidal,

fundamentalmente, por presentar la membrana plasmftica de las

células de esta regién una mayor actividad de ATPasa de ca2+

{Bachs et al., 1985). Tabla 5.2.

Tabla 5.2

Actividad de ATPasa de Ca2t {nmolesPi/mg prot/min},

en las
regiones canalicular, intersticial y sinusoidal.

Regibdn Actividad de ATPasa de Ca2t
(nmelesPi/mg prot/min)

Sinusoidal 806
Intersticial 227
Canalicular 106
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Durante la caracterizacidn de la ATPasa(Ca2+-Mg2+) de 1la
memprana plasmidtica de las células del hepatoma AS-30D, se le
compard con la ATPasa de la membrana plasmitica de hepatocitos
normales y hepatocitos en regeneracidn coino modelos de cé&lulas en
interfase y divisién reséectivamente.

Come se sabe el higado es un &rgano con un alto poder de
regeneracidn, por lo que, al elegir el tiempo de regeneracién se
debe considerar gque en éste exista el mayor porcentaje de célu-
las en divisidn.

En la tabla 5.3, se encuentran los datos obtenidos por
Grisham, que muestran el porcentaje de células en proliferacidn y
el porcentaje de sintesis de DNA, efectuados por hepatocitos
parenquimales, células litorales y cé&lulas ductales, durante la

regeneracidon de el higado de rata, después de una hepatectomia

parcial .
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Porcentaje de c&lulas hepiticas en proliferacidn.

Tabla 5.3

HP-Hepatocitos

Parenquimales, CL~Células Litorales y CD-Cé&lulas Ductales.

Tipo

celular
% total de HP
células CL
[s42]
# relativo HP
de células CL
en divisién CD
% total de HP
hepatocitos cL
en divisi6n cD

Aumento relativo
de DNA hepdtico

sintetizado

% total de
DNA hep&tico

sintetizado

(Grisham, 1962)

Duracidén de periodos de regeneracidn

0-36 h

6l1.8
28.0

30.5

37.4

75.9

18.9

130.9

18.8

83.2

il.9

45

36-72 h

84,0
78.17

88.5

50.9

26.3

61.8

3a2.¢

178.2

52.6

74.1

21.6

72-96 h

22.2
50.7

58.0

13.5

16.9

41.0

51.7

47.3

33.8

54.3

40.5



Grisham informa en su trabajo que entre 12 y 18 h poste-
riores a la hepatectomia parcial, un gran niimero de hepatocitos
comienzan a sintetizar DNA; aproximadamente a las 20 h ya que un
29.4 6.2 % lo estin sintetizando, en las siguientes 26 h se
alcanza el mayor porcentaje de células en mitosis y a las 72 h de
la hepatectomia el 80 % del higado esta regenerado. De acuerdo
con ‘estos datos el mayor porcentaje de células en divisién se
alcanza entre 36 y 72 h. Por.lo que decidimos emplear el higado

con 48 h de regeneracidn, para tener el mayor poxcentaje de

cé&lulas en divisidn.

46



A. Caracterizacidn de la membrana plasmitica.

Ya establecida la técnica para el aislamiento de la fraccién
ligera de la membrana plasmitica de las células del hepatoma AS—
30D y de los hepatocitos control, se observaron las diferencias
generales en el patrdn proteico presente en el homogeneizado
crudo, fraccién cruda y fraccién ligera de la membrana plasmitica
de las células de hepatoma AS-30D, de los hepatocitos normales y
de los hepatocitos en x:egen.exaciéx{; para ello se realizd u.n
corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida al 8 % en

presencia de SDS (figura 5.4).
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Figura 5.4

Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8 t en presencia de
SPS al 0.1 %, tefiida con plata.

Carril A, B, y C marcadores de p.m. (Kd) 17, 29, 45, 66, 83, 97,
116 y 205. Carriles 1, 2 y 3 homogeneizado crudo, fraccibn cruda
y fraccién ligera de la membrana plasmitica de los hepatocitos
normales. Carriles 4, 5 y 6 homogeneizado crudo, fraccidn cruda y
fraccién ligera de la membrana plasmitica de los hepatocitos en
regeneracién. Carriles 7, 8 y 9 homogeneizado crudo, f£raccidn
cruda y fraceldén ligera de la membrana plasmitica de las células
del hepatoma AS-30D.
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Como se puede observar en la electroforesis, la fraccidn
ligera de la membrana plasmitica presenta menor cantidad de
proteinas que la fraccidn cruda y el homogeneizade crudo, para
los tres tios celulares. El patrdn proteico cbservado, entre la
fraccidn ligera de la membrana plasmdtica de los hepatocitos
normales y de los hepatocites en regeneracidn es similar, pero la
fraccidén ligera de la membrana plasm&ﬁica de las eélulas del
hepatoma AS~30D presenta un patrén proteico diferente, lo cual
indica que posee otras proteinas deiferentes o diferencias en las
proteinas con respecto a la membrana plasmatica de hepatocitos
normales y en regeneracidn. ’

Para verificar si la fraccién obtenida se encontraba enri=-
quecida de membrana plasmitica, se determinaron tantoc en la
fraccidn ligera de la membrana plasmitica como en el homogeneiza-
do crudo, la actividad de enzimas marcadoras de diferentes orga-
nelos como son la ATPasa (Nat-k+) ¥y 5'nucleotidasa de la membrana
plasmitica, succinato deshidrogenasa de mitocond.ria. y lactato
deshidrogenasa de citoplasma. En la Tabla 5.5 se muestran las
actividades especificas encontradas para las enzimas marcadoras,
en el homogeneizado crudo y en la fraccidn ligera de la membrana

plasmitica de los tres tipos celulares.

49



0g

Actividades ensimAticas
los hepatocitos normales,

Tabla 5.5

das en h zado

¢rudo
de los hepatocitos en regeneracin y de las células dal hepatoma AS-30D. Las

y fraccién ligera de la membrana plasmitica de

La desviacién estindar corresponde a un

actividadea especificas se muestran en nmoles/mg prot/min D.E.
o de 6 por dato.
Tejido ATPasa (Nat-K+) 5'Mucleotidasa Succinato
sensible beshidrogenasa
a Ouabaina
Higado normal
Homogeneizado 41.2 1 0.86 222.0 * 1.2 12.05 £ 0.3
crudo
Fraccién 182.0 + 0.1 3 078 % 69.7 1.09+ 0.005
ligera de
1la membrana
plasmitica
Higado en regeneracién
Homogeneizado 46.7 + 0.3 101.2 * 4.5 7.6 + 1.04
crudo
Fraceién 153.3 + 0.6 1 216.4 * 10.1 6.65+ 0.3
ligera de -
la membrana
plasmitica
Hepatoma AS-30D
Homogeneizado 11.3 + 0.06 10.1 + 0.01 5.05+ 0.34
exudo
Fraccién 144.7 + 0.5 271.3 + 8.5 3.42+ 0.14
ligera de

la membrana
plasmética-

Lactato
Dashidrogenasa

Citocromo
oxidasa

4778.0 £ 63.7

767.0 + 25

9 296.7 4 42 0.84
123.06+ 9.3 0.60
231.2+ 12.2 4.2 + 0.02
276.0¢ 29 0.48



En la tabla 5.5 se observa el enriquecimiento de las activi-
dades de las dos marcadoras de la membrana plasmitica, la activi-
dad de la ATPasa (Nat-K*) sensible a ouabaina se incrementa 700 %
Y la actividad de la 5'nucleotidasa 2 000 %, la actividad de las
enzimas marcadoras de arganelos contaminantes disminuyd en la
fracecién ligera de la membrana con respecto al homogeneizado
crudo. Por lo que la fraccidn ligera de la membrana plasmitica se
encuentra realmente enriquecida de membrana plasmitica, de manera
similar a lo encontrado para la membrana plasmitica de los hepa=
tocitos normales por otros grupos de investigacidén (Spamer et
al.,, 1987; Bachs et al., 1985; Church et al., 1988; Tauber y
Reutter, 1978). Las actividades especificas de las diferentes
enzimas marcadoras varian entre hepatocitos normales y las c¢é-
lulas del hepatoma AS-30D, como ya fue encontrado, al comparar la
fraccién de la membrana de las células del hepatoma ascitico AH-
130 con la fraccién de la membrana plasmitica de higado normal

{Ikahara et al., 1977).
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En la figura 5.6 se observa que el pH de O&ptimo de la
reaccidén en las condiciones empleadas es 7.4, lo cual ya fue
encontrade para la ATPasa de hepatocitos normales {Lin y Fain,
1984), sin embargo es notable la escasa actividad hidrolitica de
la enzima de la membrana plasmitica de las células del hepatoma
AS-30D ¥ de los hepatocitos en regeneracifn, con respecto a la de
los hepatocitos normales, en cualquiera de los pH empleados.

A continuacidn se determinaron las concentraciones 6ptimas
de Ca2t y Mg2* para la expresién de la actividad hidrolitica de
la ATPasa (Ca2t-Mg2%). Para determinar la concentracidn &éptima de
cal*t, se emplearon concentraciones crecientes de CaClp para dar
de 10711 5 1072 M {moles/1) de ca2t libre en presencia de 10 mM
(mmoles/1) MgClp; (Figura 5.7). Y para determinar la concentracidn
Sptima de Mg2*t, se emplearon concentraciones crecientes de MgClgz,
para dar de 10-11 3 1073 M (moles/l) de Mg2+ libre en presencia

de 10 mM (mmoles/l) de Ca2% (Figura 5.8).
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Figura 5.7

Efecto de la concentracidn de Ca2% en presencia de Mg2*, gobre
la actividad hidrolitica de la ATPasa de la mcmbrana plasmdtica
de las células del hepatoma AS-30D (Q), de los hepatocitos en
regeneracién (@) y de los hepatocitos normales (A). El medio de
incubacién contiene 50 mM (mmoles/l) de Tris-Malato pH 7.4, 6 mM
(mmoles/l) de ATP, 10 mM (mmoles/1) de MgClp, 10 m4 (mmoles/l) de
EGTA y diferentes concentraciones de Ca2% libre de 10-11 a5 10~2,
La desviacidén estdndar corresponde a un promedio de 6 experimen=-
tos por dato.
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Figura 5.8

Efecto de la concentracién de Mg2t en presencia de ca2t, sobre
la actividad hidrolitica de la ATPasa de la membrana plasmitica
de las c¢élulas del hepatoma AS-30D (I}, de los hepatocitos en
regeneracién (Q) y de los hepatocitos normales (4). El medio de
incubacidn contiene 50 mM (mmoles/1) de Tris-Malato pH 7.4, 6 mM
(mmoles/1) de ATP, 10 mM (mmoles/1) de CaCl,, 10 mM {mmoles/l)
de EGTA y diferentes concentreciones libres de 10~ a2 1072 ge
M92+. La desviacién estdnddr curresponde a un promedio de 6
experimentos por dato.
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En las figuras 5.7 y 5.8 se observa que a bajas concentra-
ciones de Mg2t libre la actividad de la ATPasa (Ca2t-Mg2*) de 1a
membrana plasmatica de los hepatocitos normales es mayor a ‘1a que
presenta con Ca2*, ya que, 1la ATPasa (Ca?*-Mg2%) requiere mayor
concentracidén de Ca2* para ser estimulada. Al obtener curvas de
estimulacidn por Ca2* y por Mg2* no aditivas, se decidié determi-
nar si la ATPasa (C52+-Mq2+) de las células del hepatoma AS~-30D,
como ya fue informado para la ATPasa de los hepatocitos normales,
puede trabajar indistintamente con uno u otro ién (Lin y Fain,
1984). Para ello se emplearon concentraciones crecientes de ca2t
libre en ausencia de Mq2+ (Figura 5.9) o concentraciones crecien-

tes de Mgz+ libre en ausencia de Ca2*% (Figura 5.10).
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Figura 5.9

Efecto de la concentracién de Ca2t en ausencia de Mg2t, sobre la
actividad hidrolitica de la ATPasa de la membrana plasmitica de
células del hepatoma AS-30D (), de los hepatocitos en regenera-
cidn (@) y de los hepatocitos normales (A). El medio de incuba-
cidén c¢ontiene 50 mM (mmoles/l) de Tris-Malato pH 7.4, 6 mM
(mmoles/1) de ATP, 10 mM (mmoles/1l) de EGTA y diferentes concen-
traciénes de Ca? libre de 10-11 a 102 M (moles/l1). La desviacidn
estdndar corresponde a un promedio de 6 experimentos por dato.
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Figura 510

Efecto de la concentracidn de qu"’ en ausencia de Ca2t, sobre la
actividad HRidrolitica de la ATPasa de la membrana plasmdtica de
células del hepatoma AS-30D (@), de los hepatocito en regenera-
cién (@) y de los hepatocito normales (4). El medio de incuba-
cién contiene 50 mM (mmoles/l) de Tris-Malato pH 7.4, 6 mM
{mmoles/l} de ATP, 10 mM (mmoles/l) de EGTA y diferentes concen-
traciénes de Mg2* libre de 10-2 a 1011 M (woles/1). La desvia-
cidn esténdar corresponde a un promedic de 6 experimentos por
dato.
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De acuerdo a las grificas 5.9 y 5.10 se observa que la
ATPasa (Ca2+-Mg2+) de las células del hepatoma AS-30D, se esti-
mula en presencia de Mgz"‘ y aparentemente requiere una mayor
concentracidn de Caz+ para estimularse, ya gue no se observa
aparentemente estimulacidn, con este ién. La ATPasa (Ca2+—Mg2+
de la membrana plasmitica de los hepatocitos en regeneracidén es
estimulada por ambos icnhes, como ya se informd para la enzima de
los hepatocitos normales (Lin y Fain, 1984),

Empleando el pH y las concentraciones de Ca2t y Mg2t gptimas
se estudid el efecto de la calmodulina sobre la actividad hidro~
litica de la ATPasa (Caz"'—Mgz"') de la membrana plasmitica de los
tres tipos celulares, ya que como Se sabe esta molécula estimula
a 1la ATPasa (Ca2*~-Mg2*) de la membrana plasmitica de diferentes
tejidos {Brostrom y Wolff, 198l1; Klee et al., 1983; Wallance y

Cheung, 1979).
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Figura 5.11

Efecto de la calmodulina (CaM) sobre la actividad hidrolitica de
la ATPasa de la membrana plasmitica del hepatoma AS~30D (OQ), de
los hepatocitos en regeneracion (Q) y de los hepatocitos nor-
males (A4). El medio de incubacién contiene 50 mM (mmoles/1l) de
Tris~Malato pH 7.4, 6 mM (mmoles/l}) de ATP, 10 mM (mmoles/l) de
CaCla, 10 mM (mmoles/l) de MyClp y CaM en una relacidn de 0 UM
{ moles/1l) a 50 u¥ ( moles/l) de CaM/mg proteina. La desviacién
estdndar corresponde a un promedic de 6 experimentos por dato.
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En  la figura 5,11 se observa estimulacién por calmoedulina
sobre la actividad hidrolitica la ATPasa (Ca?*-mMg?*) de la mem~

brana plasmitica de los hepatocitos normales, y al parecer

ninguna estimulacidn sobre la ATPasa de las células del hepatoma

A5-30D0 o de los hepatocito en regeneracidn. La estimulacidn

encontrada para la ATPasa de los Thepatocitos normales puede

deberse a una contaminacidén de la ATPasa de la membrana plasmiti=-
ca de las cé&lulas hep&ticas no parenquimales, ya que la ATPasa de
células hepdticas no parenquimales es estimulada por calmodulina
{Schtze y Sling, 1987).

Continuande con la caracterizacidn de la ATPasa (Calt-Mg2t),
se determin6 el pH Sptimo para estudiar el transporte de Ca®t

(Pigura 5.12), {(Chan y Junger, 1983), empleando la mezcla de

reaccién establecida por Fabiato, la cual se varid de acuerdo a

su  programa para cilculo de concentraciones idnicas, {Fabiato y
Fabiatoe, 1978).
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Figura 5.12

Efecto del pH sobre el transporte de ca?* en la membrana plasmé-
tica de las células del hepatoma AS-30D (1), de los hepatocito
en regeneracidén (@ y de los hepatocitos normales (A). El medio
de incubacidn contiene 20 mM (mmoles/l) de HEPES-HClL a pH 6.0,
6.6, 7.0 y 7.5, 3 mM {mmoles/1l) de ATP, 0.82 nM (nmoles/l) Qe
CaCly (108 cpm por nmoles de Ca?*), 5 mM (mmoles/l) de MgCly, 1
mM  (mmoles/l) de EGTA a pH 6.6 y 80 mM (mmoles/l) de KCl. La
desviacidén estdndar corresponde « un promedio de 6 experimentos
por dato.
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En la figura 5.12, se observa claramente que el pH &ptimo
para el transporte de ta?t en las condicicnes empleadas a 37° es
6.6, es de notar gue la capacidad de transporte es muy similar
entre la ATPasa de las cé&lulas del hepatoma AS~-300 y la de los
hepatocitos normales contrariamente a lo gue se encontrd para la
hidrdlisis (Pigura 5.6), la ATPasa de los hepatocitos en regenew
racidn tiene una capacidad de transporte menor con respecto a la
enzima de las células del hepatoma AS-30D y de los hepatocitos
normales.

Con el pH Sptimo, se desarrolld una curva de transporte de
ca?t contra tiempo en vesiculas de la membrana plasmitica de las
células del hepatoma AS-30D, de los hepatocitos normales y de los

hepatocitos en regeneracidn {Figura 5.13).
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Figura 5.13

Transporte de ca?t en 1a membrana plasmitica de las células del
hepatoma AS-30D ()., los hepatocites normales (4) y los hepatoci-
tos en regeneracidén {0). Se realizé empleando un medio de reac-—
¢idn que contiene 20 mM (mmoles/1l) de HEPES~HCl a pH 6.6, 3 mM
(nmoles/1) de ATP, 0.82 nM (nmoles/1) de CaCl, (108cpm/nmo les
ca®*), 5 mM (mmoles/l) de MgClyz, 1 mM (mmoles/l) de EGTA a pH 6.6
y KC1 80 mM (mmoles/l) en un volumen final de 500 1, incubdndose
a 37 °C durante 1, 5 y 10 min, a los 10 min se le adicionaron §
M ( moles/l) de A23187 concentracién final (flecha) y se incubé
durante 5 min. La desviacidn estdndar corresponde a un promedio
de © experimentos por dato.
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En la figura 5.13 se chserva que la capacidad de transporte
de Ca2t ge incrementa a traves del tiempo de manera similar, para
la ATPasa de las células del hepatoma AS-30D, de los hepatocitos
normales y de los hepatocitos en regeneracidén. Al adicional A
23187, a cualquiera de los tres tipos de vesiculas, e incubar el
ca?* sale totalmente.

Se ha encontrade que el transporte de Cca2t de 1la ATPasa
(Ca2+-MgZ+) de la membrana plasmitica de hepatocitos normales se
inhibe en presencia de vanadato pero la actividad hidrolitica noj;
al momento se desconoce el mecanismo por el cual es posible
observar una inhibicién en el transporte y no en la hidrélisis,
pero se cree que esta relacionada con los cambios en la conforma-
¢idn de la enzima (Lin, 19285). Ya que la actividad hidrolitica de
la ATPasa (Caz+-Mg2+) es menor con respecto a la normal y su
transporte de Ca?* es normal, decidimos estudiar el efecto de
vanadato sobre la enzima de la membrana plasmitica de las células
del hepatoma AS-30D. En el histograma 5.14, se observa el efecto
de vanadato sobre la actividad hidrolitica y de transporte de
ca2t de la ATPasa (Ca2t-Mg2t) de la membrana plasmitica de las
células del hepatoma AS-30D, de los hepatocitos normales y de los

hepatocitos en regeneracién.
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HISTGGRAMA 5.14

Efects de vanadato sobre la artividad hidreiftica y sobre el
transgorte dy  Ca®* de la ATPasa la membrana plasmitics de lax
ctlulas del hepatoma AS=30D (@), de los hepatocitos en regenera~
¢lén (O} ¥ de hepatocitos nermales (a), Paga Lu actividad hidro=
iftica el medio de ingubaciGn conticne 100 mM (mmoles/L) da HEPES
a pH 6.6, 80 mM (smelesfl) de KC1, 5 mM (msles/1) de MgCly, L M
(mmcles/1)  do BGTA, 0.42 mM Imnoles/l) de Casly ¥y con @ sin 100
WM ( moles/l} de vonadato. Para el tramsporte de Cal* nf medic de
reaccidn que conticne 100 mM {rmoles /1) de HEPES a PH 6.6, BO mM
(mmoles/1) de KC1, 5 mM (muoles/)} gu HgCly, 1 mM (swoles/1) de
EGTA, 0,82 mM (mmoles/l) de CaCly (108cpm/nmoles Ca2t), 3 mm
(mmoles /1) de ATP y cott & &in 0O M { moleasl) ae
volumen Final de 500 1.
observado en cada caso,

vanadato cn oun
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Como se muestra en el histograma 5.14 en los tres casos la
hidrSlisis de ATP se inhibe en presencia de vanadato para la
ATPasa de la membrana plasmitica de los hepatocitos normales 1la
inhibicién fue de 8%, para la enzima de los hepatocitos en re-
generaciénen fue de 30% y para la enzima de las células del
hepatoma AS-30D fue de 15%, en contraste con el transporte de
ca2t que se inhibio en un mayor porcentaje ya que para la ATPasa
de los hepatocitos normales la inhibicidén fue de 54%, para la
enzima de los hepatocitos en regeneracidén fue de 48% y para la
enzima de las cé&lulas de hepatoma AS-30D fue de 80%., De acuerdo
con los resultados, el transporte de Ca2* ge inhibe en presencia
de vanadato en mayor porcentaje que la hidrdlisis de ATP, en el
caso de la ATPasa de los hepatocitos normales y de las células
del hepatoma AS~-30D, ¥y curiosamente la inhibicidn es muy similax

Apaxa el transporte y la hidrélisis en presencia de vanadato para
la ATPasa de los hepatocitos en regeneracidn.

Al encontrar una actividad hidrolitica menor con respecto a
la normal y un transporte de ca?* normal para la ATPasa (Ca2+—
Mgz+) de la membrana plasmitica de las células del hepatoma AS-
30D, decidimos determinar la capacidad de sintesis de ATP catali-
zada por la ATPasa de las células transformadas, para esclareser
-los cambios aparentes en el acoplamiento entre el transporte de
calcio y la transduccidén de energia en esta linea tumoral. Para
determinar la capacidad de sintesis, se emplearon concentraciones

crecientes de Ca?t libre (Figura 5.15).
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'Cagacidad de recambio ATPW®Pi catalizado por la ATPasa (ca2t-
Mg4*) de la membrana plasmitica de las células del hepatoma AS-
30D (@), de los hepatocitos normales (A) y de los hepatocitos en
regeneracion Q). El medio de reaccién contiene S0 mM (mmoles/1)
de tris-malato pH 7.4, 10 mM (mmoles/l) de MgCly, émM (mmoles/l)
de ATP, 0.2 mM (mmoles/1) de ADP, 4 mM (mmoles/l) de Pi-tris (32p
3¢ x 103 cpm por nmoles de Pi), 2 mM (mmoles/1l) de EGTA y concen-
traciones variables de Ca2* libre 0.02, 0.2, 1, 2, 3, 4y 6 mM
(mmoles/1). La desviacidén estdndar corresponde a un promedio de 6
experimentos por dato.
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En la figura 5.15 podemos observar que la capacidad de sinte-
sis de ATP catalizada por la ATPasa {(Ca2t-Mg2t) de 1la membrana
pPlasmética de las células del hepatoma AS-30D, es muy similar a
la <cque presenta la enzima de los hepatocitos normales, en con-
traste con lo encontrado para la hidrélisis. La ATPasa de la
membrana plasmitica dg los hepatocitos en regeneracidn, presenta
una capacidad de sintesis de ATP mucho menor a la encontrada para
la enzima de las células del hepatoma AS-30D y de los hepatocitos
noermales. El hecho de observar u-na actividad hidrolitica menor
¢on respecto a la normal y ningldn cambio en el transporte de
ca2*, ni en la sintesis de ATP, catalizadas por la ATPasa (Ca2+-
Mg2+) de la membrana plasmitica de las células del hepatoma AS-
30D, hace pensar en que la enzima tenga un desplazamiento en su
ciclo catalitico hacia la sintesis de ATP (Figura 5.16) y con
ello un mejor acoplamiento enerdético gque le permite transportar
la misma concentracién de Ca?* que la ATPasa (Ca2t-Mg2t) de 1la
membrana plasmitica de los hepatoc;{_tos normales, con un menor
gasto de energia.

CITOPLASMA
{ca2*] M ( moles/1)

ATP + By Ca-E}~MgGATP ———m Ca-Eqn® + ADP

Pi + E = Eo~P = Ca-EppP

fca?*) mM (mmoles/1)
ESPACIO EXTRACELULAR
Figura 5.16

Secuencia de la cinética de la ATPasa (Ca?*-Mg2*). E; = Estado

conformacional uno, E; = Estado conformacional dos (Spamer ' et
al., 1987).
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El posible desplazamiento en el ciclo catalitico de 1la
ATPasa {(Ca2%-Mg2+*) podria deberse a:

I- Modificaciones en su microambiente provocas por dife-
rentes proteinas o diferencias en las proteinas que la reodean;
por ejemplo, la proteina inhibidora dependiente de Mgz+ encontra—
da para la ATPasa (Ca2*-Mg2+) de la membrana plasmitica de los
hepatocitos normales podria estar presente y permanentemente
unida a la ATPasa de la membrana plasmitica de las células del
hepatoma AS~30D alterando su conformacidn. De este modo se faci-
litaria la sintesis de ATP y el transporte de Ca?+ (Lotersztaijn ¥
Pecker, 1982; Lotersztajn et al,, 1985). Tambien las proteinas
activadoras diferentes a la calmodulina encontradas para la
ATPasa de hepatocitos normales, podrian regular a la enzima de
tal forma que facilitaran la sintesis de ATP y el transporte de
ca?+ {Lotersztajn et al., 1981; Yamaguchi et al., 1988).

II- Variaciones en los lipidos de la membrana que interac-~
cionan con la enzima, provocidndole cambios en la hidrofobicidad
de su microambiente, ya que, de acuerdo a la revisidn realizada
por el Dr. Leopoldo De Meis sobre el papel del agua en la enegia
de hidrélisis de los compuestos de fosfato, transductores de
enegia en membranas biolégicas, nos indica que en un medioc con
baja actividad de agua los compuestos de fosfato pueden ser de
baja energia y formarse expontidneamente en un medie con alta
actividad de agua la molécula adquiere caracteristicas de alta
enegia y requieren energia para formarse. Un medio con diferente
composicidén de agua puede formarse en el sitio catalitico de wuna
enzima y la energia puede ser usada por la enzima para cambiar su

conformacidn y dar dos microambientes diferentes, wuno antes vy
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otro despues del cambio conformacional.

De acuerdo con el mecanismo propuesto anteriormente, la
sintesis de un compuesto y su cambio de baja a alta
energia, puede ocurrir en presencia de gran cantidad de agua,
porque 1la formacién de este no dependera de la concentracidn del
agua en el medio, pero si, de la forma en que ésta se organice
alrededor de 1la enzima y en el microambiente de la misma, Yy ésto
depende de 1las interacciones hidrofdbicas e hidrofilicas del
medio que la rodea (Lotersztajn et al., 1984; De Meis, 1989).

1Ii-Alteraciones hormonales, ya que existen informes due
indican gque el glucagdén y la proteina cinasa C inhibe la activi-
dad hidrolitica y el transporte de calcio de la ATPasa de 1la
membrana plasmdtica de hepatocitos normales (Loterstaijn et al.,

1984; Smallwood et al., 1988; Prpic et al., 1984).
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G.O'CONCLUSIONES

1. La ATPasa de la membrana plasmdtica de las células del
hepatoma AS-30D y de los hepatocitos en regeneracidén, presentan
actividades hidroliticas menores con respecto a la encontrada
para la enzima de los hepatocitos normales.

2. La ATPasa de la membrana plasmitica de las células del
hepatoma AS-30D, no es estimulada por ca?+* en presencia o ausen=-
cia de Mgz"', a diferencia de la ATPasa de la membrana plasmitica
de hepatocitos normales y de los hepatocitos en regeneracidn que
si son estimuladas.

3. La ATPasa de la membrana plasmidtica de células del hepa-
toma AS-30D, no es estimulada por Mg2+ en presencia de ca2+ pero
es estimulada por Mgz*' en ausencia de Ca2t, a diferencia de 1la
ATPasa de la membrana plasmitica de hepatocitos normales y de los
hepatocitos en regeneracién que son estimuladas en ambos casos.

4. El transporte de Ca?t observado en la membrana plasmidtica
de las c&lulas del hepatoma AS-30D es muy similar al presentado
en la membrana plasmitica de hepatocitos normales.

5. La actividad hidrolitica de la enzima de los tres tipos
celulares se vé& afectada por la presencia de vanadato en menor
porcentaje que el transporte de ca?+,

6. La sintesis de ATP catalizada por la ATPasa de la membrana
plasmdtica de las células del hepatoma AS-30D, se mantienen al
mismo nivel que el encontrado para los hepatocitos normales. Este
dato abre un importante camino en el esclarecimiento del fenémeno
presentado por las células tumorales, al sugerir posibles dife-
rencias entre la regulacién de la bomba de calcio asociada ener-

géticamente a la ATPasa (Caz+-Mg2+), contenida en la membrana
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plasmética de las células del hepatoma AS-30D y de los hepatoci~
tos normales dadas por un mejor acoplamiento energético de la

ATPasa presente en las membrana plasmitica de las células de esta

linea tumoral.
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