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RESUMEN 

Una de las funciones primordiales de la membrana plasmática 

es la regulación iónica y molecular del exterior hacia el inte-

rior y viceversa. Tomando en cuenta la importancia que tienen 

los gradientes iónicos en la regulación de una serie de procesos 

metabólicos, resulta interesante el estudio de los mismos {Bret-

scher, 1985). Por ejemplo, el ca2+ citoplásmico de cualquier 

tipo celular interviene en una serie de procesos biológicos 

dentro de los cuales se encuentra la proliferaci5n celular, ésto 

es interesante por las implicaciones que a este ión se le han 

dado en la carcinogénesis (Scarpa y Carafoli, 1978; Boynton et 

al.,1982; Jaffe, 1982). Por la intervención del Ca2+ en los 

procesos celulares, las células han desarrollado una serie d~ 

procesos para la regulación de la concentración de ca2+, uno de 

los más importantes en la membrana plasmática para la regulación 

citoplásmica de ca2+ es la ATPasa (ca2+-Mg2+) (Martonosi, 1980; 

Kretsinger, 1981). 

En nuestro laboratorio decidimos determinar las posibles 

diferencias en la regulación de la bomba de calcio asociada 

energéticamente a la ATPasa (Ca2+-Mg2+) de la membrana plasmática 

de las células normales y tumorales mediante su caracterización; 

en este caso particular a la ATPasa (ca2+-Mg2+) de la membrana 

plasmática de las células del hcpatoma AS-30D y compararla con la 

ATPasa de la membrana plasmática de hepatocitos normales y hcpa-

tacitas en regeneración como modelos de células en interfase y 

división respectivamente. Mientras más se conozca sobre los pro­

cesos de regulaci6n que poseen las células transformadas. se 
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entenderá el por qué de su comportamiento y con ello se facilita­

rá su control. 

En la presente tesis se muestra que la ATPasa de la membrana 

plasmática de las células del hepatoma AS-300, así como de los 

hepatocitos en regeneración, tienen una actividad hidrolítica 

menor (O. 2-0 .. 3 µmoles Pi/mg prot/min), con respecto a la de los 

hepatocitos normales (1-2 µmoles Pi/mg prot/min). Sin embar.go, la 

capacidad de transporte de ca2+ de la ATPasa de la membrana plas­

mática de las células del hepatoma AS-300, así como de los hepa­

tocitos normales es muy semejante (1-2 nrnoles ca2+/mg prot/ rnin). 

Lo mismo ocurre con la síntesis de ATP catalizada por la ATPasa 

(ca2+-Mg2+), ya que la enzima de la membrana plasmática de las 

células del hepatoma AS-300 y la de los hepatocitos normales 

presentan una actividad de síntesis similar (25-30 nmoles 

l\TP Pi/mg prot/min). La capacidad de transporte de ca2+ de la 

ATPasa de 1a membrana plasmática de los hepatocitos en regenera­

ción es menor con respecto a la de los hepatoci tos normales y 

las células del hepatoma AS-300 (0.1-0.5 nmoles ca2+¡rng prot/ 

rnin) , así como su capacidad de síntesis (8-9 nmoles ATP 

prot/min). 

Pi/mg 

El hecho de observar una actividad hidrolí tic a menor con 

respecto a la mostrada por las células normales y no observar 

cambios en el transporte de ca2+, ni en la síntesis de ATP 

catalizada por la ATPasa (Ca2+-Mg2+) de la membrana plasmática de 

las células del hepatoma AS-300, hace pensar que la enzima tiene 

un desplazamiento en su ciclo catalítico hacia la síntesis de ATP 

y con ello un mejor acoplamiento energético que le permite 

transportar la misma concentración de ca2+ que a la ATPasa (Ca2+_ 
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Mg2+) de la membrana plasmática de los hepatocitos normales pero 

con un menor gasto de energía. El. desplazamiento hacia la síntesis 

del ATP puede deberse a la existencia de variaciones en la afinidad 

por el ATP y/o en los dos sitios para ca2+ el de alta y el de baja 

afinidad, que den lugar a un mejor acoplamiento energético de la 

ATP"'-sa (Ca2+-Mg2+) de la membrana plasmática de las célul.as del 

hepatoma AS-300. 

Las variaciones en la afinidad por ATP y/o ca2+ podrían 

deberse a cambios conformacionales en la enzima provocados por 

modificaciones en su microambiente, debidas a diferentes proteínas 

6 diferencias en l.as proteinas que la rodean, por ejemplo, 1a 

proteína inhibidora dependiente de Mq2+ encontrado para la ATPasa 

(ca2+-Mq2+) de la membrana plasmática de los hepatocitos normales 

6 las proteínas activadoras diferentes a la calmodulina 

encontrados para la ATPasa de hepatocitos normales (Lotersztajn y 

Pecker, 1982; Latersztajn et al., 1985; Lotei:sztajn et al., 19811 

Yamaguchi et al., 1988); o bien a variaciones en los lipidos de la 

membrana que interaccionan con la enzima, provocando cambios en la 

hidrofóbicidad de su microamhiente (Lotersztajn et al., 19841 De 

Meis, 1989); o a alteraciones hormonales, ya que existen informes 

sobre la inhibición de la actividad hidrolitica y de transporte de 

calcio de l.a ATPasa de la membrana plas~tica de hepatocitoa 

normales en presencia de gl.ucagon y prote!na cinasa e (Loterstajn 

et al., 1984; Smallwood et al., 19881 Prpic et al.., 1984). 
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l. O INTRODUCCION 

La actividad química que se lleva a cabo en todas las 

células depende de manera importante de la compartamentalización 

que realizan las membranas. El contenido químico de las células 

es diferente al de su alrededor, gracias a la barrera selectiva 

creada por la membrana plasmática (Bretscher, 1985) (Figura 1.1). 

Una de las funciones primordiales de la membrana plasmática, 

es la regulación iónica y mcilecular del exterior hacia el inte­

rior y viceversa. 

Tomando en cuenta la importancia que tienen los gradientes 

iónicos en la regulación de una serie de eventos metabólicos, 

resulta interesante el estudio de los mismos (Bretscher, 1985). 

Por ejemplo, el Ca 2+ citoplásmico de cualquier tipo celular 

interviene como efector de una señal intracelular a través de la 

cual se provoca una respuesta celular; a su vez, la regulación de 

su concentración intracelular es una respuesta a estímulos extra-

celulares (Rasmussen. 1981; Jaffe. 1981). Estos estímulos pueden 

estar dados por hormonas. neurotransmisores u otras moléculas que 

incrementan el flujo de ca2+ a través de la membrana plasmática 

(Barritt, 1981; Murphy et al., 1980; Ruhin, 1977). 

El incremento de la concentración de ca2+ citoplásmico acti­

va una serie de mecanismos celulares, dentro de los cuales se 

encuentran los siguientes: motilidad celular (Goldman. 1976) • 

comunicación intercelular (Lowcnscein y Rose, 1978), prolifera­

ción celular (Ridgway et al., 1977; Whitfield et al., 1979), 

regulación enzimática (Kretsinger. 1976) y activaciones a nivel 

celular que llevan a una respuesta tisular como: contracción 
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muscular (Endo, 1977), neurotransmieión (Greengard, 1978), se­

creción hormonal (Rubin, 1974), activación de la ovulación 

(Gwatkin, 1977) y visión (Yoshikaml, 1978). Se conocen más de 30 

reacciones celulares dependientes de ca2+ y es probable que 

existan más {Racker, 1980). 



Figura l. l 

Modelo de la membrena plasmática propuesto por Bretach•r en 1985. 



A. ca2+ y proliferación celular 

Como se mencionó, el ca2+ intracelular interviene en la 

proliferación celular, ésto lo hace junto con la calmodulina 

(proteína soluble receptora intracelular de ca2+ que media la 

mayoría de los eventos regulados por ca2+ en las células eucarió­

ticas) al formar un complejo llamado_ calcicalmodulina (Brostrom y 

Wolff, 1981; Klee et al., 1?83; Wallace y Cheung, 1979). Este 

complejo participa en una serie de eventos de la división celular 

(Figura 1.2), entre los que se pueden enumerar los siguientes: 

(Campbell, 1983) 

a. En la transici6n de G¡ a S, de S a Gz, de Gz a Mitosis, de 

G1 a Go y finalmente de G2 a fase de quiescencia. 

b. En las cuatro fases de la mitosis. fundamentalmente en la 

formación y ensamhlamiento del huso acromático, incluyendo 

el movimiento de los cromosomas a lo largo de éste durante 

la metafase y anafase. para finalizar con el estrangula­

mien'to de la célula. 

c. En la activación de las células, de la fase Go y de la fase 

de quieecencia. 

d. En la diferenciación de las células, de la fase Go a otras 

fases, en las cuales la célula no es estimulada para divi­

dirse. 



i 
n 
t 
e 
r 
f 
a 
s 
e 

fase de quiescenc:l.a 

J 
/fase 

fase S 
síntesis de DNA 

ca2+ 

Gz -L profase 

metafase 

anafase 

__________....telofase 

G1 

mitosis 

/'·-r 
""~ r células en reposo 

células en 

muerte celular 

Figura .1.2 

Participación de ca2+ en el ciclo celular de células eucariotea 
de acuerdo a Campbell y Jaffe (Campbell. 1983; Ja.ffe et al., 
1982). Activación (:::;>). M • mitosis, S • síntesis, G¡ .. inicio 
síntesis de DNA, G2 • fin de sf'.ntesis de DNA e inicio de la 
mitosis, Go • células en reposo • 
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En 1982 Lionel Jaffe propuso una teoría en la cual involucra 

al ca2+ citoplásmico en el inicio de la carcinogénesis. Su teoría 

indica, que el incremento en la concentración de ca2+ citoplásmi­

co, posiblemente dado por iniciadores que pueden ser moléculas 

extracelulares que aumentan la sensibilidad de proteínas recepto­

ras de ca2+, probablemente por metilación de las prote!nas 

Teceptoras, o por promotores intracelulares que provocan la libe­

ración de calcio de las pozas !~ternas. El incremento citoplásmi­

co de ca2+ provoca un aumento en la velocidad de los procesos 

celulaTes en los que interviene, así como de los procesos que 

regulan su concentración, lo cual favorece la respuesta a estí­

mulos oncogénicos que dan lugar a alteraciones en la célula. Si 

estos estímulos continuan actuando, se llevará a cabo una selec­

ción de las células alteradas que finalmente llevara a la trans­

formación neoplásica (Jaffe et al., 1982.; Spriger et al., 1979; 

Armitage,. 1981; Swierenga et al. 1980; Boynton et al. 1976) 

(Figura l. 3). 
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Se ha observado que las células transformadas durante su 

proliferación "in vitro 11
, son menos dependientes de ca2+ extrace­

lular que. las células no neoplásicas o preneoplásicas; aún, 

algunas células transformadas mueren al crecerlas en medios con 

niveles normales de ca2+ y curiosamente poseen niveles elevados 

de ca2+ citoplásmico (Swierenga et al. 1980, Boynton, 1976; Criss 

y Kakiuchi, 1982). El hecho de observar que las células tumorales 

se desarrollen en medios con niveies de ca2+ menores a los reque­

ridos por las células normales, y sus niveles de ca2+ citoplásmi­

co se encuentren elevados con respecto a los niveles normales, 

indica que los mecanismos de regulación de la homeostasis de ca2+ 

deben alterarse durante la transformación neoplásica, posiblemen­

te por la intervención de el ca2+. 

Se han iniciado estudios sobre los mecanismos de regulación 

de ca2+ en las células neoplásicas; por ejemplo, se ha encontrado 

que las células tumorales de roedores y de humanos producen una 

proteína que une ca2+ denominada oncomodulina, que aunque es 

estructuralmente distinta a la calmodulina se le asemeja funcio­

nalmente (MacManus, 1980; Mac Manus, 1982). También se han es­

tudiado en diferentes tipos de las células transformadas las 

interacciones anormales entre la membrana plasmática y el ión 

ca2+,, las cuales se propone estén relacionadas con la prolifera­

ción celular, el control de crecimiento y la invasividad (Mac 

Manus, 1982). 
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B. Distribución de ca 2+ 

Los tejidos contienen un promedio de 400 a 500 moles de 

ca2+ por Kg de tejido seco (Stout, M.A., 1985; Williamson et al., 

1981). La mayor parte del ca2+ celular se fija e incorpora en 

sitios de uni6n aniónica de glucoproteínas, proteínas y fosfolí­

pidos de la membrana plasmática, distribuido en dos compartimen­

tos generales el intracelular y el extracelular. El ca2+ extrace­

lular se encuentra unido a la superficie celular y el ca2+ intra­

celular considera tanto al citos6lico libre como al unido a 

diferentes l.igandos, que pueden encontrarse en el citoplasma o en 

la superficie celular interna. La cantidad de ca2+ unido a dife­

rentes ligandos no se conoce con certeza, pero se cree que esté 

representada por el ca2+ unido a proteínas como la ATPasa (Ca2+_ 

Mg2+), la calmodulina, o formando complejos con el citrato y 

fosfato, ·o dentro de los dos reservorios importantes de ca2+ en 

la célula, la mitocondria y el. retículo endopl.ásmico (Somlyo et 

al. ,1985). 
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C. Mecanismos de regulación de la homeotasis de ca2+ 

Los niveles de ca2+ citoplásmico son fundamentales en los 

procesos de regulación celular. A pesar de la gran diferencia de 

concentración de ca2+ extracelular (1 a 3 mM (mmoles/l)) y cito­

plásmico (0.1 a 0.2 M ( moles/1)), que favorece el movimiento 

pasivo de ca2+ al interior, su concentración citosólica se man­

tiene mediante vari.os procesos desarrollados por la célula (Cara-

foli y Crompton, 1978) (Figura 1.4). 

Dentro de los procesos conocidos hasta ahora se encuentrán 

los siguientes: 

-Secuestro del ca2+ asociad:o con la-mitocondria dependiente 

de la concentración de los niveles de ca2+ celular total, (Backer 

et al., 1980; Somlyo et al., 1985; Famulski y Carafoli, 1982; 

Kleineke y Soling, 1985). 

-Secuestro del ca2+ asociado con el retículo endoplásmico 

con una gran afinidad y capacidad de transporte de ca2+, (Carafo­

li 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). 

-Regulación a nivel de la membrana plasmática. En este traba­

jo se emplea membrana plasmática, por lo que, a continuación se 

amplía la inform.acion sobre los procesos de regulación a nivel de 

la misma. 
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-La part~cipación de la ATPasa (ca2+-Mg2+) con alta afinidad 

por el ión Ca 2+ pero con una menor capacidad de transporte que el 

intercambiador Na+ /ca2+ (Gietzen et al., 1980). A la ATPasa 

cca2+-Mg2+) se le ha reconocido como importante proceso a 

nivel de membrana plasmática mediante el cual muchas células 

mantienen sus niveles de ca2+ citoplásmico (Martonosi, 1980). 
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>lac•nh..,• d• u1vl•cli5n d• conunt't•cUn d• C•t+ 

tc•i+I l.tt 

Figura 1.4 

Esquema de los mecanismos de regulación de calcio (Blinks et al. 1 

1982; Racket'• 1980; Giet:zen et 01. 1 1980). 
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D. ATPasa (ca2+-Mg2+) 

Como se señaló, la ATPasa dependiente de ca2+ estimulada por 

Mg2+ 1 ea uno de los procesos más importantes a nivel de la 

membrana plasmática mediante el cual células excitables y no 

exitables mantienen sus niveles de ca2+ citoplásmico (Dipolo, 

1978; Dipolo y Beaugué, 1979; Wuytack et al., 1981; Michaelis 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 

plasmática o purificada a partir de diferentes tejidos normales 

(Rega y Garraban, 1986; Schatzmann, 1981). La más estudiada es la 

enzima localizada en la membrana plasmática de eritrocito humano 

(Graf et al., 1982). 

La figura 1. 5 ilustra la secuencia de la cinética de la 

ATPasa de ca2+, propuesta para la enzima de microsomas de h!gado 

humano {Spamer et al., 1987). Muy similar a la cinética propues­

ta para la de eritrocito humano y la de sarcolema de músculo 

cardíacoJ aplicable a las ATPasas de ca2+ de la membrana plasmá­

tica de otros tipos celulares, y aún para las células de la línea 

tumoral 745-PG4 (Debetto y Cantley, 1984). 

La participación de ca2+, Mg2+ y ATP varía en cada paso de 

la cinética de la ATPasa (ca2+-Mg2+), en la figura l. 6 se muestra 

lo encontrado hasta ahora para la ATPasa (ca2+-Mg2+) de fantasmas 

de eritrocito humano, en la que se establecen dos conformaciones 

de la enzima llamadas E¡ y Ez, las cuales presentan diferente 

afinidad por el ca2+. La enzima posee un sitio de alta afinidad 

orientado hacia el interior del plano de la membrana y uno de 

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

ATP + E¡ 

(caZ+¡ M moles/l) 

~ - Ca-E¡-MgATP --- Ca-E17P + ADP 

l 1 
Pi+ Ez ( Ez-P ----. .. Ca-Ez7P 

[caZ+¡ mM (mmoles/l) 

ESPACIO EXTRACELULAR 

Figura l.S 

Secuenci.a de la cinética de la ATPasa {ca2+-wg2+). Et • Estado 
conformacional uno~ E2 • Estsdo conformacional dos (Spamer et 
al.., 1987). 

20 



Paso ea2+ ATP 11g2+ 

El + ATP ... E1.:;p + ADP Esencial Esencial Activador 
con 
alta 
afinidad 

E¡-P~E2P No No Activa.dor 
necesario necesario 

E2P~E2 + Pi No Activador Esencial 
necesario con baja en el. 

afinidad paso 
previo a 
la 
activaci6n 
con ATP. 

E2~E1 No Activador Activador? 
necesario con baja 

afinidad? 

Figura 1.6 

Intervención de ATP, Ca 2+, y Mg2+ en cada paso cinético de la 
ATPasa (ca2+-Mg2+). E1 o:: Estado conformacional uno, E2 = Estado 
conformacional dos, (Graf et al., 1982). 
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2.0 OBJETIVO 

Con base en lo anterior y en la importancia del ca2+ en el 

metabolismo en general, especialmente por estar involucrado en la 

proliferación celular y en la carcinogénesis, resulta intei:esante 

el estudio de los mecanismos que regulan los niveles de ca2+ en 

las células transformadas. Por lo que el objetivo de esta tesis 

fue determinar posibles diferencias entre la regulación de la 

bomba de calcio asociada energéticamente a la ATPasa (ca2+-Mg2+), 

contenida en la membrana plasmática de células transformadas, en 

este caso en particular a la ATPasa (Ca2+-Mg2+) de las células 

del hepatoma AS-30D. Como modelo de comparación se empleó la 

enzima de la membrana plasmática de los hepatocitos normales y de 

los hepatocitos en regene?:"ación. La utilización del modelo de los 

hepatoc!tos en ?:'egenerac.ión constituye un sistema de células en 

división. 
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3, O HIPOTES:IS 

Por los antecedentes mencionados en la introducción, sobre 

el control del ca2+ presente en las células neoplásicas en compa­

ración con la mayoría de las células normales, el estudio de la 

ATPasa (Ca2+-Mg2+) de la membrana plasmática de las células del 

hepatoma AS-30D y de los hepatocitos normales nos informara sobre 

las diferencias de modulación entre la enzima de las células 

transformadas y la de las células normales, por lo que se espera 

que las caracterizticas cinéticas de la ATPasa de la membrana 

plasmdtica del hepatoma AS-30D, sean diferentes a las de la 

ATPasa de la membrana plasmática de los hepatocitos noTinales. 
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4. O MATERIALES Y METODOS 
A. Material 
Productos Químicos: 

{ 45ca 2+1 CaCl2 y { 32p] H3P04, fueron adquiridos de Biomedi-

cals, Inc. (Bastan, Mass. U .. S.A.) 

La calmodulina fue obtenida a partir de testículos de toro 

mediante modificaciones a la técnica establecida por Gopalakri-

shna que empl.ea una columna de afinidad de fenil sefarosa (Gopa-

lakrishna y Anderson, 1982) • 

Las proteínas marcadoras de masa molecular anhidrasa carb6-

nica 29 Kd, ovoalbúmina 45 Kd, albúmina de suero bovino 66 Kd, 

fosforilasa b 97 Kd, B -galactosidasa 116 Kd y miosina 205 Kd.r 

SOS, N,N, metil,bis-acrilamida fueron adquiridos de Bio-Rad (New 

York, N.H. U.S.A.). 

La ouabaina, sacarosa, TEMED, triton X-100, persulfato de 

amonio, tris-base, glicilglicina, EGTA, ácido málico, imidasol, 

ASB, Na2S204, Na-HEPES, CaCl2, ATP, S'AMP, KCN, ác. succ!nico, 

citocromo C, elon, re.activo de Folin Ciocalteu' s, benzal y 

A23187, fueron adquiridos de Sigma Chemical Ca. (St. Louis, Mo. 

u.s.A.). 

La glicerina, KCl, heptamolibdato de amonio, MgCl2-6H20, 

AgN03, Na2HP04 fueron adquiridos de Merck México, S.A. (Nauca.1-

pan, Edo.. de México. MEXICO) • 

El HC1, NaOH, formaldehido, NaCl, m-bisulfito de sodio, 

raldehido y tartrato de sodio fueron adquiridos de J.T. Baker, 

S.A. de C.V. (México, D.F. MEXICO) 

Los filtros con poro de 0.45 de diámetro fueron adquiridos 

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

Las centrífugas empleadas fueron las siguientes: centrifuga 

LB-SSM BecJanan y centrífuga RC2-B Sorvall. 
+ 

Los rotores empleados fueron los siguientes r rotor SW 27 Ti 

BecJarian, rotor SW 40Ti Beckman, rotor 60Ti Beckman y rotor SS 34 

Sorva.ll. 

Todas las lecturas espectrofotométricas fueron realizadas en 

un espectrofotómetro LKB Biochrom Ultrospec Ir. 

Los corrimientos electroforéticos se efectuaran en una 

cámara para electroforesis Multiphor LKB Multitemp 2209, con 

fuente de poder 2197 LKB Bromma. 

El portafiltros empleado consistió en un sistema de ultra-

fil.traci6n Millipore de 10 posiciones para filtros de 2 centíme-

tras de diámetro. 

El contador de centelleo líquido empleado fue un Tri-Carb 

Modelo 4530 Packard. 

El homogeneizador fue el Ultraturrax Labassco y el homoge-

neizador vidrio-tefl6n fue marca Whea ton. 

La centrifuga clínica empleada fue una Dynac Clay, Adams, 

Bacton y Dickenson Co. 

El baño a temperatura constante de incubación fue un Tecam. 
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~Biológico. 

La Hnea celular del hepatoina AS-30D (Figura 4.1) empleada 

en este trabajo, fue inducida originalmente con J'metil-4-dimetil 

azobenceno y donada a nuestro laboratorio por el Dr. Antonio 

Villa.lobo de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas de la Univer­

sidad de Columbia Británica, Vancouver, Canadá (Smith,. 1970; 

Church et al., 1988; Vercesi et al., 1988; Fisckum. y Pease, 1984; 

Fisckum y Pease, 1986). 

Para inducir la regeneración del hígado y obtener el hígado 

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

entre 200 y 300 g. 
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a) 

b) 

f;igura •1. 1 

(r1) Micror,rn(Ín electrónica de las ci!lulns del llepntomn AS-3011, 
donada por el Dr. ,\. Osornio del Depto. de l~ioquímlca del lnstl­
t11t1..., Nncional de C.:trdiología. Microscopio electrónico de hnrridn 
l+ 500 X. 
(b) Mlcrogrnf{n electrónica de h(!patocitos normales. donada por 
el Dr. A. Ciirabcz del Instituto de Fislolog!n Celular. Microsco­
pio electrónico de bitrrldo 5 500 X. 
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B. Métodos 

Mantenimiento de la ~ tumoral 

Las células del hepatoma AS-30D se desarrollaron en el 

l!quido de asc!tis de ratas de la cepa Wistar macho de 200 a 300 

g mediante la inoculación de aproximadamente 3 x 101 células en 

la cavidad peritoneal de la rata (Cheeseman et al.• 1988). 80 m.l 

de l!quido de asc!tis con una concentración de 3 x 107 c&lulas/ral 

se obtiene en aproximadamente 7 días. 

Inducción de hígado !.!! regeneración 

Para induci.r la regeneración del hígado, se realizaron hepa-

tectom!as parciales a 4 ó 6 ratas Wistar macho de 200 a 300 g. 

Para la realización de las hepatectomías, las ratas fueron anea-

tesiadas con éter, el instrumental (tijeras, bisturi, pinzas, 

agujas e hilo seda); se lavó previamente con benzal. La rata 

anestesiada se sujetó a la mesa de operación, se le lavó perfec-

tamente el abdomen y se le hizo una incisión a la altura del 

h!gado, se le extirpó el lóbulo izquierdo del h!gado y se suturó 

perfectamente. La fracción de h!gado en regeneración se obtuvo 

48 h después de la hepatectomía. 

Ailamiento de la ~ enriquecida de la membrana plasmática 
(Figura 4. 2) 

Se obtuvo la fracción enriquecida de la membrana plasmática 

de las células del hepatoma AS-30D, de los hepatoci.toe en regene-

ración y de los hepatocitos normales, empleando un método desa-

rrollado en el laboratorio basado en técnicas ya establecidas, 

que emplean centrifugación diferencial y gradientes discontinuos 

de sacarosa {Brown et al., 1976; Neville, 1968; Wieher y Evane, 
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1975; Touster y Aronson, 1970). El aislamiento de la fracción 

enriquecida de la membrana plasmática, se inicia con la obtención 

de un homogeneizado crudo, el cual se obtiene de la siguiente 

manera: 

Para la obtención del homogeneizado crudo de las células del 

hepatoma AS-300, es necesario lavar las células ya que se encuen­

tran en líquido de ascítis. El lavado se realiza de 4 a 6 veces 

re suspendiendo 80 ml de líquido de ascitis en 50 ml cada vez, de 

una solución que contiene 150 mM (mmoles/l) de NaCl, 5 mM 

(mmoles/l) de KCl y 5 mM (mmoles/l) 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 solución que contiene 150 mM 

(mmoles / l) ~e KCl, 5 mM (mmoles / l) de Tris-HCl pH 8. O y se homo­

geneiza B segundos en posición 10 en un homogeneizador Ultra­

turrax, la fracción obtenida se denomina HOMOGENEIZADO CRUDO. 

En el caso de h!gado normal o en regeneración el homogenei­

zado crudo se obtiene cortando finamente el h!gado o e1 lóbulo 

regenerado con tijeras; los trozos de hígado se resuspenden en 50 

ml de una solución que contiene 150 mM (mmoles/l) de KCl y 5 mM 

(mmoles/l) de Tris-HCl pH 8.0, se homogeneiza 15 segundos en 

posición 10 en un homogeneizador Ultraturrax, para posteriormente 

homogeneizarse con 6 golpes en un homogeneizador de vidrio te­

flón, la fracción obtenida se denomina HOMOGENEIZADO CRUDO. 

A partir de este paso se sigue el mismo procedimiento con el 

homogeneizado crudo de cualquiera de los tres tipos célulares. 

El 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 solución de 5 mM (mmoles/l) de Tris-HCl pH 8.0, se 
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añade sacarosa hasta obtener una solución al 47 % (p/p). La 

solución anterior se coloca en el fondo de 4 a 6 tubos y se cubre 

con igual volumen de soluciones de sacarosa al 44 % y 42.3 % 

(sacarosa en una solución de 5 mM (mmoles/l) de Tris-HCl pH 8 .. 0 

p/p). Se centrifuga durante 1 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 

superior de la solución al 42.3 %. Esta fracción se reauspende en 

5 ml de una solución de 5 mM (mmoles/l) de Tris-HCl pH 8.0 y se 

centrifuga a 40. 000 x g durante 15 min (20, 000 r{lm para el rotor 

60 Ti 6 19 ,000 rpm para el 45 Ti). La pastilla obtenida se 

resuspende en 15 ml de una solución de 5 1llM (mmoles/l) de Tris­

HCl pH 8 .. O y se homogeneiza 8 segundos en posición 10 en un 

homogeneizador Ultraturrax. El homogeneizado obtenido se coloca 

sobre una serie de gradientes discontinuos de sacarosa en una 

solución de 5 mM (mmoles/l) de Tris-HCl pH 8.0 en una concentra­

ción 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 misra a la 

parte superior de la solución de sacarosa al 32 %. se colecta y 

resuspende en 5 ml de una solución de. 5 mM (mm.oles/!) de 'tris-HCl 

pH 8.0 para ser centrifugada a 150,000 x g durante 30 min 

(Ja.ooo rpm para el rotor 60 Ti). La pastilla se resuspende en el 

menor volumen de una solución de 5 mM (mmoles/l) de Tris-HCl 11 se 

toman alícuotas de 500 l cada una y se congelan en nitrógeno 

l{quido. se toma una alicuota de 50 l para determinar prote!nas. 
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Determinac:lón de prote!nas 

El contenido de prote!na se determinó de acuerdo a la 

técnica descrita por Lowry de la siguiente manera: a 5> 10 ó 20 

l de la fracción ligera de la membrana plasmática> de la frac­

ción cruda de la· membrana plasmática O de el homogeneizado crudo; 

ó 25, 50 > 7 5 5 100 l de una solución de albúmina de suero bovino 

de 1 mg/ml; en un volumen final de 200 1, se les añade l m.l de 

la solución 4 constituida por 50 ml de la solución 1 (Na2C03 10 

nig y NaOH 2g en H20 cbp 100 ml), l rol de la solución 2 ( l mg de 

tartrato de sodio en HzO cbp 100 ml) y 1 m1 de la solución 3 

(CuS04-llzO O. 5g en H20 cbp 100 ml). Se incuba a 37ºC durante 25 

min, se adicionan 100 1 de reactivo de Folin:agua (1:1) y se 

incuba nuevamente a 37ºC durante 20 min. Transcurrida esta in­

cubación se leen a 660 nm contra un blanco que contiene 100 1 de 

agua y m.l de la solución 4 incubado de igual manera que las 

muestras y l.a curva patrón (Lowry et al., 1951). 
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HEPATOMA 
AS-30D 

j 
lavado de 
l!quido 
de ascitis 
4 a 6 veces 

J 
homogeneizar 
con Ultraturrax 

HOMOGENEIZADO CRUDO 
centrifugar a 4 000 rpm por 15 min 

J 

HEPATOCITOS 
NORMALES Y 
EN REGENERACION 

fragmJtación 
con tijeras en 

pedazos pequeños 

J 
homogeneizar 
con Ultraturrax 
y con vidrio-teflón 

resuspender pastilla con sacarosa hasta 47 % de concentración 
poner capas de sacarosa al 44 % y 42. 3 % 

centrifugar a 27, 000 rpm por lh 

l 
obtener la FRACCION CRUDA DE LA MEMBRANA PLASMATICA 

de la parte superior de la solución al 42. 3 % 

J 
resuspender la pastilla, centrifugar y homogeneizar 

centrifugar sobre gradientes de sacarosa al 40 %, 34 % y 32 % 
a 38,000rpm por 2 h 

J 
obtener la FRACCION LIGERA DE LA MEMBRANA PLASMATICA 

de la parte superior de l.a solución al 32 % 

j 
lavar, distribuir en alicuotas y congelar. 

Figura 4.2 

Diagrama de obtención de la la membrana plasmática. 
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Electroforesis 

Se realizó un corrimiento electroforético del homogeneiz:ado 

crudo, la fracción cruda y la fracción ligera de la membrana 

plasmática de las células del hepatoma AS-300, de los hepatocitos 

en regeneración y de los hepatocitos normales, en un gel horizon­

tal de poliacrilamida al B % en presencia de SDS, de acuerdo al 

método de Laemmli. Para cada caso se emplearon, 60 g de proteína 

(homogenado crud~, fracción cruda o fracción ligera de la membra­

na plasmática), previamente digerida en una solución de Tris-HCl 

2 M (moles/l) pH 6.8, a-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 proteínas presentes en el gel obte­

nido, esté se tiñ6 con pl~ta de acuerdo al método de Oakley el 

cual emplea como solución fijadora metanol al SO % y ácido acéti­

co al 10 %, como solución de tinción DTT al 0.5 \ y AgN03 al 0.1 

%, como baño de paro ácido cítrico 2.3 M (moles/l) y como so­

l.uci6n reveladora carbonato de sodio al 6 % con SO 1 de 

formaldehido al 37 % (Oakley et al., 1980) 
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Determinación de actividades enzimáticas 

ATPasa (Na+-ic'") 

La actividad hidrolítica de la ATPaea (Na+-ic'") fue de-

terminada me~iante modificaciones a la técnica descrita por Poat 

La reacción se inicia adicionando 50 g de proteína (fracción 

ligera de la membrana plasmática u homogeneizado crudo) a la 

mezcla de reacción (JO mM (nunoles/l) de Imidazol-Glicilglicina pH 

7 .6, 4 mM (mmoles/l) de MgClz, 100 mM (mnolee/l) de NaCl, 25 mM 

(mmoles/l) de KCl, 4.5 mM (nunolee/l) de ATP, 5 mM (mmoles/l) de 

azida de sodio, con o sin 0.5 mM (mmoles/l) de Ouabaina) en un 

volumen final de 400 l. Se mezcla y se incuba a 37 °c durante 15 

min. La reacción se detiene adicionando 100 1 de TCA al 30 %. Se 

centrifuga y se toman 300 1 del sobrenadante para la determina­

ción de Pi. Finalmente la actividad se expresa en nmoleaPi/mg 

prot/min (Post, 1967). 

S'Nucleotidasa. 

La actividad hidrolítica de la 5 1 nucleotidasa fue deter-

minada según la técnica descrita por Evans. La reacción se inicia 

adicionando 50 g de proteína (fracción de la membrana plasmática 

u homogeneizado crudo), a la mezcla de reacción ( 100 mM 

(mmoles/l) de Glicina-NaOH pH 8.5, 10 mM (mmolee/l) de MgClz y 

2.5 mM (am.oles/l) de 5'AMP), en un volumen final de 500 1 1 se 

mezcla y se incuba a 37ºC durante 15 min. La reacción •e detiene 

mediante la adición de 100 1 de TCA al 30%. Se centrifuga y se 

toman 300 1 del sobrenadante para la determinación de Pi. Final­

mente la actividad se expresa en nmoles Pi/mg prot/min (Evana, 

1973; Evans, 1980). 
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ATPasa (ca2+-Mg2+). 

La actividad hidrolítica de la ATPasa (ca2+-Mg2+) fue deter-

minada según modificaciones a la técnica descrita por Mas-Oliva. 

La reacción se inicia adicionando 50 g de proteína (fracción de 

la membrana plasmática u homogeneizado crudo)• a la mezcla de 

reacción (50 mM (nunoles/1) de Tris-Malato pH 7 .4, 10 mM 

(mm.oles/!) de EGTA, 6 mM (mm~les/1) de ATP, concentraciones 

variables de CaCl2 y MgCl2 para dar de 10-ll a 10-2 M (moles/l) 

de CaCl2 libre y de 10-ll a 10-2 M (moles/l) de MgCl2 libre) en 

un volumen final de 300 1, se mezcla y se incuba a 37ºC por 10 

min. La reacción se detiene mediante la adición de 100 1 de TCA 

al 30 %. Se centrifuga y se toma una alícuota de 200 1 para 

determinar concentración de Pi. Finalmente la actividad se expre­

sa en nmoles Pi/ mg prot/ min (Mas-Oliva et al., 1979). Las 

concentraciones libres de Mg2+ y ca2+ fueron calculadas empleando 

un programa para computadora (Mas-Oliva, 1978). 

En todos los casos el Pi fue determinado colorimétricamente 

de acuerdo al método descrito por Fiske y Subbarow que emplea 

ácido-l-amino-2-naftol-4-sulfónico, sulfito de sodio y m-bisulfi­

to de sodio (Fiske y Subbarow, 1925). 

La actividad de síntesis de ATP, catalizada por la ATPasa 

(ca2+-Mg2+), fue determinada según modificaciones a la técnica 

descrita por Mas-Oliva. La reacción se inicia mediante la adición 

de 100 g de proteína (fracción ligera de la membrana plasmática 

o de el homogeneizado crudo), a la mezcla de reacción (50 mM 

(mmoles/l) de tris-malato pH 7 .4, 10 mM (mmoles/l) de MgCl2, 6mM 

(tmnoles/l) de ATP, 0.2 mM (mmoles/l) de ADP, 4 mM (mmoles/l) de 

Pi-tris (32p 30 x 103 cpm por nmoles de Pi), 2 mM (mmoles/l) de 
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EGTA, 10 µl de tritón-XlOO al 10 % y concentraciones variables 

de CaCl2 para dar 0.02, 0.2, l, 2, 3, 4 y 6 mM (mmoles/l)) de 

ca2+ libre en un volumen final de 200 1, se mezclan y se incuba 

a 37 °c durante 20 minutos. La reacción se detiene mediatl.te la 

adición de 50 1 de TCA al 30 % • Se centrifuga y se toman 200 1 

del sobrenadante; de esta alícuota se extrae el [32p] Pi incorpo­

rado en ATP extrayendo el [32p] en exceso con solventes orgáni­

cos, de la siguiente manera: a la alícuota de 200 l se le 

adiciona ml de una solucion 40 mM (mmoles/l) de molibdato de 

amonio en HCl lN, 30 1 de una solución 100 mM (mmoles/l) de Pi­

tris,. 50 1 de acetona y l m.l de acetato de butilo. Se agita 30 

segundos, se separan las das fases por centrifugación (15 se­

gundos a 3 500 rpm) y se elimina la fase orgánica, se repite la 

extracción 5 veces. Al finalizar las extracciones se tottian al{-

cuotas de 300 de la fase acuosa y se colocan en viales con 5 

m1 de agua. Las cpm son dadas por un contador de centelleo lí­

quido,. Finalmente se calcula la actividad y se expresa en nmoles 

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

Lactato deshidrogenasa. 

La actividad hidrolítica de la lactato deshidrogenasa se 

determinó empleando un reactivo para diagnóstico clínico prueba 

UV optimizadaf adquirido de Diagnostica Merck México. S.A,. Y se 

realizó de la siguiente manera: a 100 µ1 de proteina (1 g de 

proteína/ 1) (fracción ligera de ln membrana plasmática u homoge­

neizado crudo) se adicionaron 3 ml de una solución 60 mM 

(mmoles/l) de NADHz y 200 mM (mmoles/l) de piruvato de sodio en 

amortiguador de fosfatos 15 M (moles/l) pH 7 .S, se mezclan y se 
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leen a 37°c, las variaciones de absorción de NADH a 365 nm a 1, 2 

y 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

ción a 550 nm según la técnica descrita por Cooperstein, de la 

siguiente manera: a la mezcla de reacción que contiene 45. 5 M 

( moles/l) de amortiguador de fosfatos pH 7.4 y 45.5 mg/ml de 

ASB, se le adicionaron 50 g de proteína (fracción ligera de la 

membrana plasmática u homogeneizado crudo). Se lleva a un volumen 

final de 200 1 con agua, se mezcla y se incuba a 37°c durante 10 

min. A continuación se adicionan 680 de una mezcla compuesta 

por 1.5 M ( moles/l) de KCN y 7.4 M ( moles/l) de succinato de 

sodio, se mezcla y se incuba en hielo durante 2 min. Pasado este 

tiempo se adicionaron 200 l de una solución de 5 mg/ml de cito-

cromo C, tomando el tiempo al momento de la adición y se leen 

las diferentes Extinciones cada 30 segundos a 550 nm. La activi­

dad se expresa como nmoles succinato/mg prot/min (Cooperstein y 

Lazarow 1951). 

Citocromo oxidasa. 

La actividad hidrolítica de la citocromo oxidasa fue deter­

minada mediante los cambios espectrofotométricos de Extinción c'.l 

550 nm según una modificación a la técnica descrita por Coopers­

tein de la siguiente manera: se mezclan 8 mg de citocromo C en 

JO rnl en una solución de 30 M ( moles/l) de amortiguador de 
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fosfatos pH 7. 4. Se adicionan 100 l de una soluci6n re cien 

preparada de l. 2 M {moles/!) de Na2S204 y se mezcla vigorosamente 

durante 2 min para la obtención de citocromo e reducido. De la 

solución anterior se colocaron 3 ml en una cubeta para espectro­

fotómetro y se le adicionaron 100 9 de proteína {fracci6n ligera. 

la de la membrana plasmática u homogeneizado crudo). Se mezcla. y 

se leen los cambios de Extinci6n a 550 nm al minuto y a los 5 

min. Finalmente se adicionaron 10 l de una solución saturada de 

{Fe (CN) 6) para completar la oxidación 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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Determinación del transporte ~ E_~ 

El transporte de ca2+ se realíz6 de acuerdo a técnicas 

establecidas que emplean 45ca 2+, de la siguiente manera: a la 

mezcla de reacción modificada, de la establecidá por Fabiato, que 

contiene 20 mM (mmoles/l) de HEPES pH 6.6, 1 rnM (mmoles/l) de 

EGTA, 0.82 mM (mmoles/l.J de CaCl2 (45ca, nmoles ca2+¡106 cpm), 

5 mM (tñmoles/l} de MgCl2 80 mM (mmoles/l) de I<Cl, se le adicionan 

400 9 de proteína (homogeneizado crudo, fracción cruda a frac­

ción ligera de la membrana plasmática), en un volumen final de 2 

ml, se mezcla y se incuba a 37ºC por 5 min. Pasado este tiempo se 

inicia la reacción con la adici6n de 3 mM (mmoles/1.) de ATP 

(concentración final) , se mezcla y se incuba durante l, 5 y 10 

min. 

Se toman alícuotas de 450 1 a cada tiempo~ Después de 

tomada la alícuota de 10 m.in se adiciona A23187 en una concen-

traci6n :final. de S M { moles/1) t (A23187 ionoforo para calcio 

Gomperts et al., 1981; Ingakit 1985); se incuba a 37°C durante 5 

min.. Pasado este tiempo se toma una alícuota de 450 l. 

Cada una de las al.icuotas tomadas se filtran a traves de un 

filtro con poro de 0.45 de diámetro: los filtros son prehidra­

tados 30 mín en una solución de 250 mM (mmo1es/l) de KCl, los 

filtros se lavan para eliminar el 45ca2+ en exceso con 15 6 20 ml 

de una soluci6n que contiene 250 mM (mrnoles/l) de sacarosa y 40 

mM (mmoles/l) de KCl .. Finalmente los filtros se secan al vaciot y 

cada uno se coloca en un vial que contiene 5 m1 de líquido de 

centelleo (xileno. tritn X-100, alcohol etílico, etilen ql.icol y 

PPO), las cpm son dadas por un contador de centel.leo 1íquido s 

Finalmente se calcula la actividad y se expresa en nmoles ca2+/mg 
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prot/min (Chan y Junger, 1983; K.raus Friedmann et al., 1982; 

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

Desde hace algunos años se han comparado fracciones de la 

membrana plasmática de diferentes hepatomas con la membrana plas­

mática de hepatocitos normales y se han encontrado variaciones en 

el contenido de glucoproteínas, glucolípidos, degradación de 

glucoproteínas, fluidez de membrana y en actividad enzimática 

(Leblond-Larouche et al. 1975; Tauber y Reutter, 1978; van Hoeven 

et al., 1979). Sin embargo, la interpretación de las diferencias 

encontradas en cada caso resulta difícil, ya que, las fracciones 

de la membrana plasmática originadas de los hepa~ocitos pueden 

provenir de tres dominios funcionales, que poseen diferentes 

propiedades bioquímicas y físicas (Evans, 1980; Bachs et al., 

1985; Guyton, 1977). Estos dominios están clasificados de acuerdo 

sus funciones, en: región sinusoidal, región canalicular y 

regi6n intersticial (región lisa con uniones adherentes que las 

separa) , (Figura 5 .1) • 
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LUMEN DEL SINUSOIDE HEPATICO 

Figura 5.1 

Esquema de hígado (Copenhavcr et .:al.; 1978). 
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LU:-tEN DEL SINUSOIDE HEPATICO 

Figura 5.1 

Esquema de higado lCop~nhaver et al., 1978). 



Para facilitar la interpretaci6n de los resultados, en nues-

tro laboratorio decidimos modificar las técnicas de purificaci6n 

de la membrana plasmática ya establecidas, y obtener una fracci6n 

enriquecida de la membrana plasmática de la regi6n sinusoidal, 

fundamentalmente, por presentar la membrana plasmática de las 

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

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

Tabla 5.2 

Actividad de ATPasa de ca2+ (nmolesPi/mg prot/min), en las 
regiones canalicular, intersticial y sinusoidal. 

Regi6n 

Sinusoidal 

Intersticial 

Canalicular 

Actividad de ATPasa de ca2+ 
(nmolesPi/mg prot/min) 

806 

227 

106 
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Durante la caracterización de la ATPasa (ca2+-Mg2+) de la 

membrana plasmática de las células del. hepatoma AS-300, se le 

comparó con la ATPasa de la membrana plasmática de hepatocitos 

normales y hepatocitos en regeneración colno modelos de células en 

interfase y división respectivamente. 

Como se sabe el. hígado es un órgano con un alto poder de 

regeneraci6n, por lo que, al elegir el tiempo de regeneraci6n se 

debe considerar que en éste exista el. mayor porcentaje de célu­

las en división. 

En la tabla 5. 3, se encuentran los datos obtenidos por 

Grisham, que muestran el porcentaje de células en prol.iferación y 

el porcentaje de síntesis d~ DNA, efectuados por hepatocitos 

parenquimales, células litorales y células ductales, durante la 

regeneración de el hígado de rata, después de una hepatectomía 

parcial • 
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Tabla 5.3 

Porcentaje de células hepáticas en proliferación. HP-Hepatocitos 
Parenquim.al.es, CL-Células Litorales y CD-Células Ouctales. 

\ total. de 

células 

# relativo 

de células 

en división 

% total de 

hepatocitos 

en divisi6n 

Tipo 
celular 

HP 

CL 

CD 

HP 

CL 

CD 

HP 

CL 

CD 

Aumento relativo HP 

de DNA hepático CL 

sintetizado CD 

' total de HP 

DNA hepltico CL 

sintetizado CD 

(Grisham, 1962) 

Duración de periodos de regeneraci6n 

0-36 h 36-72 h 72-96 h 

61.8 84,0 22.2 

28. o 78.7 so. 7 

30.5 88.5 se.o 

37.4 50.9 13.S 

9.4 26.3 16.9 

0.6 1.8 1.2 

75.9 61.B 41.0 

18.9 32.0 s1. 7 

1.1 2.2 3.6 

130.9 178.2 47.3 

18.B S2.6 33.B 

1.2 3.6 2.4 

83.2 74.l S4.3 

11.9 21.6 40.S 

1.0 l.4 2.8 
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Grisham informa en su trabajo que entre 12 y 18 h poste­

riores a la hepatectomía parcial, un gran número de hepatocitos 

comienzan a sintetizar DNA; aproximadamente a las 20 h ya que un 

29.4 6.2 % lo están sintetizando, en las siguientes 26 h se 

alcanza el mayor porcentaje de células en mitosis y a las 72 h de 

la hepatectomía el 80 t. del. hígado está regenerado. De acuerdo 

con estos datos el mayor porcentaje de células en divisi6n se 

al.canza entre 36 y 72 h. Por. lo que decidimos emplear el hígado 

con 48 h de regeneración, para tener el mayor porcentaje de 

cél.ulas en di visión. 
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A. Caracterizaci6n de l.a membrana plasmática .. 

Ya establecida la técnica para el aislamiento de la fracci6n 

ligera de la membrana plasmiitica de las células del hepatoma AS-

300 y de l.os hepatocitos control, se observaron l.as diferencias 

generales en el patr6n proteico presente en el hotn0geneizado 

crudo, fracción cruda y fracci6n ligera de la membrana plasmática 

de las células de hepatoma AS-300, de los hepatocitos normales y 

de los hepatocitos en regen.eraci6n·1 para ell.o se realiz6 un 

corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida al B t. en 

presencia de sos (figura 5.4). 
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Figura 5.-4 

Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8 i en presencia de 
SOS al 0.1 't., teñida con plilta. 
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, fracci6n cruda 
y fracción ligera de la membrana plasmática de los hepatoci tos 
normales. Carriles 4, 5 y 6 homogeneizado crudo, fracción cruda y 
fracción ligera de la membrana plasmática de los hepatocitos en 
regeneración. Carriles 7, 8 y 9 homogeneizado crudo, fracción 
cruda y fracción ligera de la membrana plasmática de las células 
del hepatoma AS-300. 
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Como se puede observar en l.a electroforesis, la fracción 

l.igera de la membrana plasmática presenta menor cantidad de 

proteínas que la fracción cruda y el. homogeneizado crudo, para 

los tres tics celulares. El patrón proteico observado, entre la 

fracción ligera de la membrana plasmática de los hepatocitos 

normales y de los hepatocitos en regeneración es similar, pero la 

fracción ligera de la membrana plasmá_tica de las células del. 

hepatoma AS-300 presenta un p~tr6n proteico diferente, lo cual 

indica que posee otras proteínas deiferentes o diferencias en las 

proteínas con respecto a l.a membrana plasmática de hepatocitos 

normales y en regeneración .. 

Para verificar si la fracción obtenida se encontraba enri­

quecida de membrana plasmática, se determinaron tanto en la 

fracci6n l.igera de la membrana plasmática como en el homogeneiza­

do crudo, la actividad de enzimas marcadoras de diferentes orga­

nelos como son la ATPasa (Na+-~) y S'nucleotidasa de la membrana 

pl.asmática, succinato deshidrogenasa de m.itocondria y lactato 

deshidrogenasa de citoplasma. En la Tabla 5. 5 se muestran las 

actividades específicas encontradas para las enzimas marcadoras, 

en el. homogeneizado crudo y en la fracción ligera de la membrana 

plasmática de los tres tipos celulares. 
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~ 
e 

Tabla 5.5 
Actividades enaim&tic&• encontradas en homogeneizado crudo y fracci6n ligera de la membrana plasmática de 
los hepatocitoa norma.lea, de los hepatocitoa en rcgeneraci6n y de las células del hepatoma AS-300. Las 
actividades especificas se muestran en nmoles/mg prot/min O.E. La desviaci6n est&ndar corresponde a un 
promedio de 6 experimentos por dato, 

Tejido ATPasa(Na+-K+J 5 'Nucleotidasa succinato Lactato Citocromo 
sensible Deshidrogenasa Deshiarogenasa oKidasa . Ouabaina 

Higa.do~ 

Homogeneizado 41.2 .± 0.86 222.0 .! 1.2 12.05 .! 0.3 4 778.0 .! 63. 7 3, 72 .± 0.01 
crudo 

Fracci6n 182.0 .± 0.1 ' 078 .! 69.7 1.09.± o.aes 767.0 .± 25 1,32 .! 0.02 
ligera de 
la membrana 
plasmática 

H!gado !:!l regeneración 

Homogeneizado 46.7 .±. 0.3 101.2 .± 4.5 7.6 .± 1.04 9 296.7 .± 42 0,84 
crudo 

Fracci6n 153.3 .± 0,6 l 216.4 .± 10.l 6,65,:t a. 3 123.06.! 9,3 0.60 
ligera de 
la membrana 
plasmática 

Hepatoma ~ 

Homogeneizado 11.3 .± 0.06 10.1 .± 0.01 5,05,.:!: 0.34 231.2±, 12.2 4.2 .± 0.02 
crudo 

Fracci6n 144.7 + o.s 271.3 .! 8.5 3.42!: 0.14 276.0.± 29 0,48 

ligera de 
la membrana 
plasm.&tica · 



En la tabla 5.5 se observa el enriquecimiento de las u.ctivi­

dades de las dos marcadoras de la membrana plasmática, la activi­

dad de la ATPasa (Na+-K+) sensible a ouabaina se incrementa 700 \ 

y la actividad de la S'nucleotidasa 2 000 %, la actividad de las 

enzimas marcadoras de organelos contaminantes disminuyó en la 

fracción ligera de la membrana con respecto al homogeneizado 

crudo. Por lo que la fracción ligera de la membrana plasmática se 

encuentra realmente enriquecida de membrana plasmática, de manera 

similar a lo encontrado para la membrana plasmática de los hepa­

tocitos normales por otros grupos de investigación (Spamer et 

al., 1987; Bachs et al., 1985¡ Church et al., 1988; Tauber y 

Reutter, 1978). Las actividades específicas de las diferentes 

enzimas marcadoras varían entre hepatocitos normales y las cé­

lulas del hepatoma AS-300, como ya fue encontrado, al comparar la 

fracción de la membrana de las células del hep~toma a.scitico AH-

130 con la fracción de la membrana plasmática de hígado normal 

(Ikahara et al., 1977). 
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En la figura 5.6 se observa que el pH de óptimo de la 

reacción en las condiciones empleadas es 7. 4, lo cual ya fue 

encontrado para la ATPasa de hepatocitos normales (Lin y Fain, 

1984), sin embargo es notable la escasa actividad hidrolitica de 

la enzima de la membrana plasmática de las células del hepatoma 

AS-300 y de los hepatocitos en regeneración, con respecto a la de 

los hepatocitos normales, en cualquiera de los pH empleados. 

A continuación se determinaron las concentraciones óptimas 

de ca2+ y Mg2+ para la expresión de la actividad hidrolitica de 

la ATPasa (ca2+-Mg2+). Para determinar la concentración óptima de 

ca2+, se emplearon concentraciones crecientes de CaCl2 para dar 

de lo-11 a 10-2 M {moles/l) de Ca 2+ libre en presencia de 10 mM 

{mmoles/l) MgCl2 {Figura 5. 7). Y para determinar la concentración 

óptima de Mg2+, se emplearon concentraciones crecientes de MgCl2+ 

para dar de 10-ll a 10-3 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 concentración de Ca 2+ en presencia de Mg2+, sobre 
la actividad hidrolitica de la ATPasa de la membrana plasmática 
de las células del hepatoma AS-300 (Q), de los hepatocitos en 
regeneración (0) y de los hepatocitos norrnit.les (A). El medio de 
incubación contiene 50 mM (nnales/l) de Tris-Malato pH 7. 4, 6 mM 
(nunole.s/l) de ATP, 10 mM (mmoles/l) de MgCl2, 10 mM (mmoles/l} de 
EGTA y diferentes concentraciones de ca2+ libre de io-11 a 10-2. 
La desviación estándar corresponde a un promedio de 6 experimen­
tos por dato. 
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Figura S.B 

Efecto de la concentración de Mg2+ en presencia de ca2+, sobre 
la actividad hidrolítica de la ATPasa de la membrana plasmática 
de las células del hepatoma AS-300 (Q), de los hepatocitos en 
regeneración (0) y de los hepatocitos normales {A). El medio de 
incubación contiene SO rnM (nunoles/l) de Tris-Malato pH 7.4, 6 rnM 
(nunoles/l) de ATP, 10 mM (mrnoles/l) de CaCl2, 10 mM (rnrnoles/l) 
de EGTA y diferentes conccu~.1~ •. r,·i.ones libres de 10-ll a 10-2 de 
Mg2+. La desviaciOn esttiJHli'ir r::u.r responde a un promedio de 6 
experimentos por dato. 
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En las figuras S. 7 y S. 8 se observa que a bajas concentra­

ciones de Mg2+ libre la actividad de la ATPasa (ca2+-Mg2+) de la 

membrana plasmática de los hepatocitos normales es mayor a la que 

presenta con ca2+, ya que, la ATPasa (ca2+-Mg2+) requiere mayor 

concentración de ca2+ para ser estimulada. Al obtener curvas de 

estimulaci6n por ca2+ y por Mg2+ no aditivas, se decidió determi­

nar si la ATPasa (Ca2+-Mg2+) de las células del. hepatoma AS-300, 

como ya fue informado para la ATPasa de los hepatocitos normales, 

puede trabajar indistintamente con uno u otro ión lLin y Fa in, 

1984). Para ello se emplearon concentraciones crecientes de ca2+ 

libre en ausencia de Mg2+ (Figura 5.9) o concentraciones crecien­

tes de Mg2+ libre en ausencia de ca2+ (Figura 5.10). 
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Figura 5.9 

Efecto de la concentración de ca2+ en ausencia de Mg2+, sobre la 
actividad hidrolítica de la ATPasa de la membrana plasmática de 
células del hepatoma AS-300 (0), de los hcpatocitos en regenera­
ci6n (0) y de los hepatoci tos normales (A) . El medio de incuba­
ción contiene SO mM (mmoles/l) de Tris-Malato pH 7. 4, 6 rnM 
(mmolt=s/l) de ATP, 10 mM (nunoles/l) de EGTA y diferentes concen­
traciónes de ca2 libre de io-11 a io-2 M (molt.:!s/l). La desviación 
estándar corresponda a un promedio d~ 6 experimentos por dato. 
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Figura s·~ 10 

Efecto de lu. concentración de Mg2+ en ausencia de ca2+, sobre la 
actividad l1idrolítica de la ATPasa de la membrana plasmática de 
células del hepatoma AS-30D (D), de los hepatocito en regenera­
ción (0) y de los hepatocito normales <•>. El medio de incuba­
ción contiene 50 mM (mmoles/l) de Tris-Malato pH 7. 4, 6 mM 
tmmoles/l) de ATP, 10 mM (mmoles/l) de EGTA y diferentes concen­
traciónes de Mg2+ libre de 10-2 a 10-11 M (moles/l). La desvia­
ción estándar corresponde a un promedio de 6 experimentos por 
dato. 
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De acuerdo a las gráficas 5. 9 y 5 .10 se observa que la 

ATPasa (ca2+-Mg2+J de las células del. hepatoma AS-300, es ti-

mula en presencia de Mg2+ y aparentemente requiere una mayor 

concentración de ca2+ para estimularse, ya que no se observa 

aparentemente estimulación, con este ión. La ATPasa (Ca2+-Mg2+) 

de la membrana plasmática de los hepatoci tos en regeneración es 

estimulada por ambos iones, como ya se informó para la enzima de 

los hepatocitos normales (Lin y Fain, 1984). 

Empleando el pH y las concentraciones de ca2+ y Mg2+ óptimas 

se estudió el efecto de la calmodulina sobre la actividad hidro­

lítica de la ATPasa (ca2+-Mg2+J de la membrana plasmática de los 

tres tipos celulares, ya que como se sabe esta molécula estimula 

a la ATPasa Cca2+_Mg2+J de la membrana plasmática de diferentes 

tejidos (Brostrom y Wolff, 1981~ Klee et al., 1983; Wallance y 

Cheung, 1979). 
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Figura 5.11 

Efecto de la calmodulina (CaM) sobro la actividad hidrolitica de 
la ATPasa de la membrana plasmática del hepatoma AS-JOD (0), <le 
los hepatocitos en regeneración COl y de los hepatocitos nor­
males (A). El medio de incubación contiene 50 mM (mmoles/l) de 
Tris-Mulato pH 7.4, 6 mM (nunoles/l) de ATP, 10 ntM Cm.moles/!) de 
Cü.Cl2, 10 mM (mmoles/l) de MgCl2 y CaM en una relación de O ).IM 
( moles/!} a SOµ~ ( moles/!) de CaM/mg proteína. La desviaci6n 
estándar corresponde .'l un promedio de 6 experimentos por dato. 
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En la figura 5.11 se observa estimulación por calmodu.lina 

sobre la actividad hidrolítica 1a ATPasa tca2+-Mg2+) de la mem­

brana plasmática de los hepatocitos normales, y al parecer 

ninguna estirnulación sobre l.a ATPasa de las células del hcpatoma 

AS-300 o de los hepatocito en regeneración~ La estimulación 

encontrada para la ATPasa de los heputocitos normales puede 

deberse a una contaminación de la ATPasa de la membrana pl.asmáti­

ca de las células hepáticas no parenquimales, ya que la ATPasa de 

cél.ulas hepáticas no parenquimales es estimulada por calmodulina 

(Schtze y Sling, 19$?). 

Continuando con la caracterización de la ATPasa {Ca2+-Mg2+), 

se determin6 el pH óptimo para estudiar el transporte de ca2+ 

(Figura 5.12), (Chan y Junger. 1983), empleando la mezcla de 

reacci6n establecida por Fabiato, la cual se variO de acuerdo a 

su programa para cálculo de concentraciones iónicas, (Fubiato y 

Fabiato, 1978}. 
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Efecto del pH sobre el transporte de ca2+ en la membrana plasmá­
tica de las células del hepatoma AS-300 (D), de los hepat.ocito 
en regeneración (0) y <le los hepatocitos normales (A) • El medio 
de incubación contiene 20 mM (nunoles/l) de HEPES-HCl a pH G.O, 
6.6, 7.0 y 7.5, 3 mM {nunoles/l) de ATP, 0.82 nM (nmoles/l) de 
CaCl2 (106 cpm por nmoles de ca2+), 5 mM (mmoles/l) do Mgcl2 , 1 
mM (nunoles/l) de EGTA a pH 6.6 y 80 mM (mmoles/l) de KCl. La 
desviación estándar corresponde cl un promedio de 6 experim~ntos 
por dato. 
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En la figura 5.12, se observa claramente que el pH óptimo 

para el transporte de ca2+ en las condiciones empleadas a 37° es 

6.6, es de notar que la capacidad de transporte es muy similar 

entre la ATPasa de las células del hepatoma AS-300 y la de los 

hepatocitos normales contrariamente a lo que se encontró para la 

hidrólisis {Fiqura 5.6), la ATPasa de los hepatocitos en regene~ 

ración tiene una capacidad de transporte menor con respecto a la 

enzima de las células del hepatoma AS-300 y de los hepatocitos 

normales. 

Con el pH óptimo, se desarrolló una curva de transporte de 

ca2+ contra tiempo en vesículas de la membrana plasmática de las 

célu1as del hepatoma AS-300, de los hepatocitos normales y de los 

hepatocitos en regeneración {Figura 5.13). 
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Figura 5.13 

TLansporte de ca2+ en la membrana plasmática de las células del 
hepatoma AS-300 (D), lo~ hepatocitos normales <•> y los hepatoci­
tos en regeneración (0) . Se realizó empleando un medio de reac­
ción que contiene 20 mM (mmoles/l) de HEPES-HCl a pH 6.6, 3 mM 
(mmoles/l) de ATP, 0.82 nM (nmoles/l) de Cacl 2 (106cpm/nmoles 
Ca2+), 5 mM (mmoles/l) de MgCl2 1 1 mM (mmoles/l) de EGTA a pH 6.6 
y KCl 80 mM (mmoles/l) en un volumen final de 500 1, incubándose 
a 37 ºC durante 1, 5 y 10 min, a los 10 min se le adicionaron 5 

M ( moles/!) de A23187 concentración final {flecha) y se incubó 
durante 5 min. La desviación estándar corresponde a un promedio 
de 6 experimentos por dato. 
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En la figura 5 .13 se observa que la capacidad de transporte 

de ca2+ se 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 regeneración. Al adicional A 

23187, a cualquiera de los tres tipos de vesículas, e incubar el 

ca2+ sale totalmente. 

Se ha encontrado que el transporte de ca2+ de la ATPasa 

(Ca2+-Mg2+) de la membrana plasmática de hepatocitos normales se 

inhibe en presencia de vanadato pero la actividad hidrolítica noi 

al momento se desconoce el mecanismo por el cual es posible 

observar una inhibición en el transporte y no la hidrólisis, 

pero se cree que esta relacionada con los cambios en la conforma­

ción de la enzima (Lin, 1985). Ya que la actividad hidrolítica de 

la ATPasa (ca2+-Mg2+) es menor con respecto a la normal y su 

transporte de ca2+ es normal, decidimos estudiar el efecto de 

vanadato sobre la enzima de la membrana plasmática de las células 

del hepatoma AS-300. En el. histograma S.14, se observa el efecto 

de vanadato sobre la actividad hidrolítica y de transporte de 

ca2+ de la ATPasa (ca2+-Mg2+) de la membrana plasmática de las 

células del hepatoma AS-300, de los hepatocitos normales y de los 

hepa toci tos en regeneración. 
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Como se muestra en el histograma 5 .14 en los tres casos la 

hidrólisis de ATP se inhibe en presencia de vanadato para la 

ATPasa de la membrana plasmática de los hepatocitos normales la 

inhibición fue de 8%, para la enzima de los hepatocitos en re­

generaciónen fue de 30% y para la enzima de las células del 

hepatoma AS-300 fue de 15%, contraste con el transporte de 

ca2+ que se inhibía en un mayor porcentaje ya que para la ATPasa 

de los hepatocitos normales la inhibición fue de 54%, para la 

enzima de los hepatocitos en regeneración fue de 48% y para la 

enzima de las células de hepatoma AS-300 fue de 80%.. De acuerdo 

con los resultados, el transporte de ca2+ se inhibe en presencia 

de vanadato en mayor porcentaje que la hidrólisis de ATP, en el 

caso de la ATPasa de los hepatocitos normales y de las células 

del hepatoma AS-300, y curiosamente la inhibición es muy similar 

para el transporte y la hidrólisis en presencia de vanadato para 

la ATPasa de los hepatocitos en regeneración. 

Al encontrar una actividad hidrolitica menor con respecto a 

la normal y un transporte de ca2+ normal para la ATPasa (Ca2+_ 

Mg2+) de la membrana plasmática de las células del hepatoma AS-

300, decidimos determinar la capacidad de síntesis 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 transducción de energía en esta linea tumoral. Para 

determinar la capacidad de síntesis, se emplearon concentraciones 

crecientes de ca2+ libre (Figu.ra 5.15). 
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Figura S.15 

.capacidad de recambio ATP- Pi catalizado por la l\TPasa tca2+_ 
Mg2+) de la membrana plasmática de las células del hepata91a A.S-
300 (Q), de los hepatocitos normales (A) y de los hepatocitos en 
regeneracion (Q). El medio de reacci6n contiene 50 mM (rnmoles/l) 
de tris-malato pH 7.4, 10 mM (mmoles/l) de MgCl2, 6mM (mmoles/l) 
de ATP, 0.2 mM lmmoles/l) de AOP, 4 mM (mmoles/l) de Pi-tris (32p 
30 x 103 cpm por nmoles de Pi}, 2 mM (mmoles/l) de EGTA y concen­
trnciones variables de ca2+ libre 0.02, 0.2, 1, 2, 3, 4 y 6 aM 
(mmoles/l). La desviación estándar corresponde a un promedio de 6 
experimentos por dato. 
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En la figura 5 .. 15 podemos observar que la capacidad de sin te­

sis de ATP catalizada por la ATPasa (Ca2+-Mg2+) de la membrana 

plasmática de las células del hepatorna AS-300, es muy similar a 

la que presenta la enzima de los hepatocitos normales, en con-

traste con lo encontrado para la hidrólisis.. La ATPasa de la 

membrana plasmática de. los hepatocitos en regeneración, presenta 

una capacidad de síntesis de ATP mucho menor a la encontrada para 

la enzima de las células del hepatoma AS-300 y de los hepatocitos 

normales.. El hecho de observar una actividad hidrolitica menor 

con respecto a la normal y ningún cambio en el transporte de 

ca2+, ni en la síntesis de ATP, catalizadas por la ATPasa (ca2+ _ 

Mg2+) de la membrana plasmática de las células del hepatoma AS-

300, hace pensar en que la enzima tenga un desplaza.u.lento en su 

ciclo catalítico hacia la síntesis de ATP (Figura 5 .. 16) y con 

ello un mejor acoplamiento energético que le permite transportar 

la misma concentraci6n de ca2+ que la ATPasa (ca2+-Mg2+) de la 

membrana plasmática de los hepatocitos normales, con un menor 

qasto de energ ia ... 
CITOPLASMA 

[ca2+¡ M ( moles/l) 

T .. , ___ \~ .... ,~ '"_,,_.,.,. - '"-r 
Pi + E2 ..---7----­

Figura 5.16 

[ca2+¡ mM (mmoles/l) 
ESPACIO EXTRACELULAR 

+ ADP 

Secuencia de la cinética de la ATPasa (Ca2+-Mg2+).. E1 = Estado 
conformacional uno, Ez = Estado conformacional dos (Spamer et 
al., 1987). 
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El posible desplazamiento el ciclo catalítico de la 

ATPasa (Ca2+-Hg2+) podría deberse a: 

I- Modificaciones en su microambientc provocas por dife­

rentes proteínas o diferencias en las proteínas que la rodean; 

por ejemplo, la proteína inhibidora dependiente de Mg2+ encontra­

da para la ATPasa Cca2+-Mg2+) de la membrana plasmática de los 

hepatocitos normales podría estar presente y permanentemente 

unida a la ATPasa de la membrana plasmática de las células del 

hepatoma AS-300 alterando su conformación. De este modo se faci­

litaría la síntesis de ATP y el transporte de ca2+ (Lotersztajn y 

Pecker, 1982; Lotersztajn et al., 1985). Tambien las proteínas 

activadoras diferentes a la calmodulina encontradas para la 

ATPasa de hepatocitos normales, podrían regular a la enzima de 

tal forma que facilitaran la síntesis de ATP y el transporte de 

ca2+ (Lotersztajn et al., 1981; Yamaguchi et al., 1988). 

II- Variaciones en los lípidos de la membrana que interac­

cionan con la enzima, provocándole cambios en la hidrofobicidad 

de su microambiente, ya que, de acuerdo a la revisión realizada 

por el Dr. Leopoldo De Meis sobre el papel del agua en la enegía 

de hidr6lisis de los compuestos de fosfato, transductores de 

enegía en membrana~ biológicas, nos indica que en un. medio con 

baja actividad de agua los compuestos de fosfato pueden ser de 

baja energía y formarse expontáneamente en un medio con alta 

actividad de agua la molécula adquiere características de alta 

enegía y requieren energía para formarse. Un medio con diferente 

composición de agua puede formarse en el sitio catalítico de una 

enzima y la energía puede ser usada por la enzima para cambiar su 

conformación y dar dos microambientes diferentes, uno antes y 
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otro despues del cambio conformacional. 

De acuerdo con el mecanismo propuesto anteriormente, la 

síntesis de un compuesto y su cambio de baja a alta 

energía, puede ocurrir en presencia de gran cantidad de agua, 

porque la formación de este no dependera de la ~oncentraci6n del 

agua en el medio, pero sí, de la forma en que ésta se organice 

alrededor de la enzima y en el microambiente de la misma, y ésto 

depende de las interacciones hidrofóbicas e hidrof ilicas del 

medio que la rodea (Lotersztajn et al., 1984; De Meis, 1989). 

!Ir-Alteraciones hormonales, ya que existen informes que 

indican que el glucagón y la proteína cinasa C inhibe la activi­

dad hidrolítica y el transporte de calcio de la ATPasa de la 

membrana plasmática de hepatocitos normales (Loterstajn et al., 

19841 Smallwood et al., 1988; Prpic et al., 1984). 
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6. O CONCLUSIONES 

l. La ATPasa de la membrana plasmática de las células del 

hepatoma AS-300 y de los hepatocitos en regeneración, presentan 

actividades hidrolíticas menores con respecto a la encontrada 

para la enzima de los hepatocitos normales. 

2. La ATPasa de la membrana plasmática de las células del 

hepatoma AS-300, no estimulada por ca2+ en presencia o ausen-

cia de Mg2+, a diferencia de la ATPasa de la membrana plasmática 

de hepatocitos normales y de los hepatocitos en regeneración que 

sí son estimuladas. 

3. La ATPasa de la membrana plasmática de células del hepa­

toma AS-300, no es estimulada por Mg2+ en presencia de ca2+ pero 

es estimul~da por Mg2+ en ausencia de Ca 2+, a diferencia de la 

ATPasa de la membrana plasmática de hepatocitos nonnales y de los 

hepatocitos en regeneración que son estimuladas en ambos casos. 

4. El transporte de ca2+ observado en la membrana plasmática 

de las células del hepatoma AS-300 es muy similar al presentado 

en la membrana plasmática de hepatocitos normales. 

5. La actividad hidrolítica de la enzima de los tres tipos 

celulares se vé afectada por la presencia de vanadato en menor 

porcentaje que el transporte de ca2+ .. 

6. La síntesis de ATP catalizada por la ATPasa de la membrana 

plasmática de las células del hepatoma AS-300, se mantienen al 

mismo nivel que el encontrado para los hepatocitos nonnales. Este 

dato abre un importante camino en el esclarecimiento del fenómeno 

presentado por las células tumorales, al sugerir posibles dife­

rencias entre la regulación de la bomba de calcio asociada ener­

géticamente a la ATPasa (ca2+-Mg2+), contenida en la membrana 
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plasmática de las células del hepatoma AS-300 y de loe hepatoci­

tos normales dadas por un mejor acoplamiento energético de la 

ATPasa presente en las membrana plasmática de las células de esta 

línea tumoral. 
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