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ABSTRACT. The intracellular distribution of cholesterol and three
microsomal enzymes have been studied by tissue fraciionation experi-
ments carried out simultaneously on hepatoma 22 and non-neoplasic
liver of the host mice. The total Glucose-6-phosphatase activity is con-
siderably less in tumor than in liver. In liver, NADH-Cytochrome C
reductase and Glucose-6-phosphatase, arc concentrated in the micro-
somal fraction with very similar distributions. 5'Nucleotidase and choles-
terol present a bimodal distribution, being concentrated in the nuclear
and microsomal fractions. In the tumoral tissue the Giucose-6-phospha-
tase activity is mainly concentrated in the light mitochondrial fraction
(L). NADH-Cytochrome C reductase activity behaves in both tissues
as a typical micrusomal constituent. The sedimental behaviour of
cholesterol and 5'Nucleotidase in liver and tumor ailows them to be
considered as plasma membrane markers.

RESUMEN. Se presentan las distribuciones de 4 constituyentes de la
fraccién microsomal en experimentos de fraccionamicnto celular por
centrifugacion diferencial realizados simultaneamente ¢n Hepatoma 22
y en ¢l higado no tumoral del ratdon portador. La actividad total de
Glucosa-6-fosfatasa en el tumor es considerablemente menor a la corres-
pondientc del higado. En higado, la NADH-Citocromo C reductasa y la
Glucosa-6-fosfatasa se asocian intimamente concentrandose en la frac-
cién microsomal, por otra parte la 5Nucieotidasa y ¢l colesterol pre-
sentan una distribucién bimodal concenirandose en las fracciones
muclear y microsomal. En el tejido tumoral la actividad de Glucosa-
6-fosfatasa se concentra principalmente en la fraccién L. La NADH-
Citocromo € reductasa se comporia en ambos tejidos como un
constituyentie tipicamente microsomal. El comportamiento de sedimen-
tacion del Colesterol v la 5'Nucleotidasa en higado y tumor permite
considerarlos cn primera aproximacién como marcadores de membrana
plasmatica.
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INTRODUCCION

El presente trabajo forma parte de un estudio bioguimico del Hepato-
ma 22 de ratén, tumor trasplantable empleado frecuentemente como
modelo para la investigacion terapéutica en Oncologia. Tal estudio es
un pre-requisito indispensable para la evaluacion bioquimica de la res-
puesta del tumor a diferentes métodos de tratamiento.

En trabajos anteriores presentamos un estudio de la presencia y activi-
dad de enzimas marcadoras (Lage y cols., 1975) y de ia distribucién intra-
celular de constituyentes de la fracciéon mitocondrial (Lage v cols., 1977)
utilizando la técnica de fraccionamiento celular por centrifugacion dife-
rencial, realizada simultdneamente en el tejido tumcral y en el higado
no tumoral del ratén portador.

En este trabajo presentamos un estudio de la distribucién intracelular y
propiedades de los principales constituyentes que se concentran en Ja
fraccidon microsomal,

MATERIALES Y METODOS

La obtencién del tejido, homogeneizacion, centrifugaciones y procesa-
miento de los datos resultantes se efectud en igual forma que en el tra-
bajo precedente (Lage y cols., 1977).

La glucosa-6-fosfatasa (3-1.3.9) se dosificé siguiendo el método de de Duve
y cols., {1955}, utilizando glucosa-6-fosfato de sodio 40 mM como sustrato,
tamponado a pH 6.6, y midiendo el fésforo liberado segiin Fiske v Sub-
barow, (1925), a 660 nm.

La NADH-Citocromo C reductasa (1.6.2.1) se dosificd midiendo la reduc-
cion del Citocromo C a 550 nm, utilizando como sustrato Citocromo C
52 %X 10° M y NADH 0.07 mM, tamponado a pH 7.0, siguiendo la técnica
de de Duve y cols,, (1955).

La 5'Nucleotidasa fue ensayada midiendo el fosforo liberado a 660 nm
segun la técnica de Fiske v Subbarow, (7925), utilizando como sustrato
5’AMP 2 mM tamponado a pH 7.4, siguiendo la técnica de Wattiaux-De
Coninck v Wattiaux, (1969).

Para la dosificacion del Colesterol se empleé la técnica de Abell y cols.,
(1958), aumentando a 4 m! el volumen extraido de 1a {ase éter y disminu-
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vendo a 1.5 ml la cantidad de reactivo para desarrollo del color con el fin
de aumentar la sensibilidad. Las estimaciones de proieina se hicieron uti-
lizando el método de Lowry v cols., (1951).

El empleo de las técnicas enzimaticas mencionadas {ue precedido de un
estudio cinético para verificar la linealidad de la reaccién y la validez de
las unidades empleadas.

Se realizaron experimentos complementarios de inhibicién de la gluco-
sa-6-fosfatasa y de la metal dependencia de la actividad de la 5’Nucleoti-
dasa. En el experimento de inhibicién de la actividad de Glucosa-6-fos-
fatasa se utilizaron homogenados totales de higadn v de tumor. Los
homogenados se pre-incubaron durante 30 minutos en tampdn acetato
pH 5.0 a 37°C. Al final de la pre-incubacién el pH era llevado a 6.5 con
tampon Tris-maleato-EDTA de concentracion muy superior, afiadiéndose
entonces el sustrato e iniciAndose la incubacién para la medicién de la
actividad enzimatica. La metal dcpendencia de la 5'Nucleotidasa fue
ensayada también en homogenados totales en la forma usual utilizando
tres condiciones diferentes las normales del test usando Cl.Mg 16 mM,
sin afiadir Mg a la mezcla sustrato, y sin afladir Mg pero afiadiendo EDTA
16 mM como quelante.

La comparacién de distribuciones entre higado y tumor se realizé me-
diante un test de difcrencias de medias, empleando la distribucién t de
Student para pequefio muestreo. Se consideran vy discuten como diferen-
cias significativas aquellas con una probabilidad inferior al 5% en hipé-
tesis nula. Los % de sobreposicién de dreas en los histogramas de dis-
tribucion se estimaron graficamente.

RESULTADOS

Valores totales. La Tabla I muestra los valores totales de actividad enzi-
matica v contenido de colesterol. Se toma como tal la suma del conte-
nido de las fracciones N (nuclear) y E (sobrenadante postnuclear). Des-
taca la considerable disminucién de actividad de glucosa-6-fosfatasa en
el tumor.

Distribuciones y asociaciones de marcadores. La Fig. 1 muestra los histo-
gramas de distribucién de los marcadores enziméaticos y quimicos em-
pleados. En el higado del animal portador se distinguen claramente dos
grupos de asociacién; por una parte las distribuciones de NADH-Citocro-
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mo C reductasa y Glucosa-6-fosfatasa son practicamente idénticas, exhi-
biendo ambas una tipica distribucion microsomal (P) con mas de un 95%
de sobreposicion de areas, por otra parte el Colesterol y la 5’Nucleotidasa
en higado muestran una distribucién bimodal en N y P, sobreponiéndose
en un 87%. Ambos tipos de distribuciones difieren claramente entre si.

TABLA T

Valores totales

Contenido Total Contenido por mg.

Constituyente Tejido xg. de Tejido de Proteina n
NADH-Citocromo H 14.0 (8.8) U/g 100.9 miliU 3
C Reductasa T 7.0 (7.0) U/g 66.7 miliu 5
Glucosa-6-fosfatasa® H 10.8 (2.8) U/g 77.9 milil 3
T 04(0.2) U/g 3.8 miliU 3

5'Nucleotidasa H 30(26) U/g 21.6 milil 4
T 1.9 (1.4) U/g 18.1 miliyu 4

Colesterol H 2.6 (1.7) mg/g 18.7 mg 4
T 45 (2.2) mg/g 429 mg 4

Proteinas H 138.7 (257 U/g ]
totales (a) T 105.0 (21.2) U/g 6

Se toma como “valor total” la suma del contenido de la fraccién nuclear (N}
y ¢l sobrenadante de la centrifugacién para precipitar N (fraccion E), €sta contiene
las fracciones M, L, P y 8. La suma de N y E se toma como equivalente al homeo-
genado total. H v T son respectivamente higado y tumor. n es el numero de deter-
minaciones independientes. Entre paréntesis sc ofrecen las desviaciones standard.
(a) son datos tomados de Lage y cols., 1977, Tabla 1II, con autorizacion del autor.

* La diferencia entre el conilenido de Glucosa-6-fosfatasa en higado y tumor ¢s
significativa al 1%.

La Tabla II presenta una comparacion de las actividades de NADH-Cito-
cromo C reductasa y Glucosa-6-fosfatasa en las fracciones M {mitocon-
drial) v P del higado. La relacién de actividades entre ambas enzimas
es la misma para las dos fracciones M y P, igualmente la relacion entre
la actividad en P y la actividad en M es la misma para ambas enzimas.
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HEPATOMA 22
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Fig. 1. HISTOGRAMAS DE DISTRIBUCION. Cada barra en el histograma repre-
senta una fraccién, la altura es la actividad especifica relativa del constituyente en
la fraccion definida como el cociente entre el % del constituyente en esa fraccién
y el % de proteinas de la fraccién. El ancho de la barra representa el % de pro-
teinas en la fraccién. El histograma fue claborado con los valores promedic de n
fraccionamientos indicados en la Tabla III. Los valores entre par¢ntesis son de la
recuperacion promedio esto ¢s, el cociente enire la suma de las actividades en todas
las fracciones para un constituyente vy la suma de las fracciones N ¥ E que se toma
como equivalente al homogenado inicial (100% de actividad). Las recuperaciones
promedic de proteinas para higado y tumor fueron respectivamente 94.3 v 99.404,
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TABLA 11

Comparacion de actividades y distribucion de enzimas microsomales
en las fracciones M vy P.

Relacion-P/M
Enzima % en M % en P U/gen M U/genP (U/g)
NADH-Citocromo 273 426 332 5.96 1.80
C Reductasa
Glucosa-6-fosfatasa 250 41.6 271 4.5 1.66
Relacion NADH/G6F 1.23 1.24 1.66

Las columnas de % dan el conienide de la enzima para cada fraccién expresado
como % de la suma de las fracciones. U/g son unidades de actividad enzimatica
por gramo de tejido. La tercera fila indica la relacién entre las actividades de
NADH-Citocromo C reductasa y Glucosa-6-fosfatas para cada fraccién. Los valores
son los promedios de n fraccionamientos (Tabla I).

En el tejido tumoral se mantiene la asociacién de Colesterol y 5'Nucleo-
tidasa (87% de sobreposicién). Por el contrario, las distribuciones de
NADH-Citocromo C reductasa vy Glucosa-6-fosfatasa pierden en el tumor
su asociacién, La NADH-Citocromo C reductasa maniiene su distribucién
microsomal mientras que la actividad de Glucosa-6-fosfatasa se concentra
primariamente en la fraccién de mitocondrias ligeras (L), coincidiendo
mejor con la distribucién de fosfatasa acida (844, de sobreposicién) (Lage
y cols., 1977a) que con la de NADH-Citocromo C reductasa (69% de so-
breposicidn).

Comparacion de distribuciones porcentuales en higado y tumor. La Ta-
bla III muestra los valores de las actividades enzimaticas y contenido de
Colesterol en cada fraccién, expresadas como % de la suma de las frac-
ciones. La distribucién de NADH-Citocromo C reductasa en el tejido
tumoral no difiere de la correspondiente al higado. La actividad de Glu-
cosa-6-fosfatasa en la fraccion P del tumor es signilicativamente menor
que Ia correspondiente al higado, esta actividad que falta en la fraccion P
del tumor aparece distribuida en N, S (soluble) y L. mostrando un pico
de purificacién en esta ultima fraccion, donde aparece mas del 30% de
la actividad.
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TABLA III

Distribuciones porcentuales de los constituyentes

Constituyente Tejido n % enN % enM % enlL %enP %enS$S
NADH-Citocromao H 3 69(27) 273(32) 166(7.0) 426(97 64( 15
C Reductasa T 5 144(73) 296( 43) 152( 34) 324(84) 84(29
Glucosa-6-fosfatasa H 3 59(24) 25.0(12.00 18.8(16.8) 41.6( 3.2)a B87( 1.5)

T 3 17.0(12.4) 15.8¢11.7) 32.2(30.7) 1i5.3(14.6) 19.6(174)
5'Nucleotidasa H 4 17.8(9.3) 20.2(39) 124(12) 29.3( 8.3y 204( 9.2}

T 4 16.6(152) 147(95) 144( 97 30.1(200) 24.1(11.1)
Colesterol H 4 165( 6.1) 175( 43 7.3( 56) 418(18.0) 16.8(16.0)

T 4 17.0( 3.5) 11.1( 45y 58( 49 305(25.1) 35.8(27.5
Proteinas H 6 10.5( 4.1) 255( 39 7423 164( 17 404( 2.9
totales (a) T 6 166(11.2) 139( 53 52(22) 84(24) 560( 6.8

1 diferencia significativa al 5% entre higado y tumor.

La Tabla de los valores del % de actividad enzimatica o cantidad de un constitu-
vente quimico, en cada fraccion, tomando la suma de las fracciones como 100%.
Entre paréntesis las desviaciones standard. n es el nimero de fraccionamientos
incluidos en el calculo. H y T son respectivamente higado y turmmor. Las fracciones
N, M, L, P ¥ S son respectivamente nuclear, mitocondrial, mitocondrial ligera, mi-
crosomal y soluble de acuerdo al esquema de d= Duve y cols., 1955 (a) son daios

tomados de Lage v cols., 1977, Tabla IV, con autorizacién del autor. ’

La comparacién de distribuciones higado-tumor para el Colesterol y la
5'Nucleotidasa no muestran diferencias significativas.

Experimento de inhibicion de la actividad de Glucosa-6-fosfatasa.

La Tabla IV muestra el efecto de la pre-incubacién del homogenado a
pH 3.0 y 37°C durante 30 minutos, sobre la actividad de Glucosa-6-fosfa-
tasa en higado y tumor. La actividad de Glucosa-6-fosfatasa del higado
es inhibida en un 84% en estas condiciones mientras que la actividad en
el tejido tumoral apenas es inhibida.
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TABLA IV

Efecto de la pre-incubacion a pH 5 sobre lu actividad
de glucosa-6-fosfatasa”

Absorbancia 660 nm % del test normal
Higado test normal 0.628 100
homogenado
pre-incubado 0.100 16
Hepatoma test normal 0.065 100
homogenado
pre-incubado 0.048 74

#  promedio de 2 experimentos.

Metal dependencia de la actividad de 5'Nucleotidasa, 1.a Tabla V mues-
tra los resultados de mediciones de la actividad d= 53'Nucleotidasa en
homogenados totales en presencia y en ausencia de iones Mg eviden-
ciando que la actividad de esta enzima es metal dependiente y que esta
propiedad permite distinguir Ia actividad de la misma de las de otras
fosfatasas inespecificas.

TABLA V

Metal dependencia de la actividad de 5'Nucleotidasa

Condiciones del test U/g total % test normal tejido
Normales Mg+ 16 mM 0.736 100.0 H
0.467 103.0 T
Sin magnesio 0.494 68.0 H
0.319 68.3 T
Sin magnesio 0.100 138 H
EDTA 16 mM 0.128 277 T
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Valores totales. El cuadro de actividades totales concuerda con lo pre-
sentado y discutido anteriormente (Lage y cols., 1975).

Localizacion intracelular de la actividad de NADH-Citocromo C reductasa.
En higado de rata se ha reportado desde los primeros fraccionamientos
una distribucién bimodal de esta enzima entre las fracciones M y P.
Dada la escasa contaminacién de otros marcadores microsomales en la
fraccién M era imposible atribuir la presencia de esta enzima en M a con-
taminacién de la fraccién con membranas del reticulo endoplasmico (de
Duve y cols., 1955; Sottocasa v cols., 1967). Este hecho, mas la compro-
bacién ulterior de que en una fraccién mitocondrial esta reduccién del ci-
tocromo “externo” era insensible a diferentes inhibidores del transporte
de electrones por la cadena respiratoria y que carecia de fosforilacién
acoplada, hicieron plantear la existencia de un sistema transportador de
electrones diferente a la cadena respiratoria y similar al sistema micro-
somal en las mitocondrias (Ernster y cols., 1963). Tal hipétesis resulta
confirmada en 1967 con experimentos de subfraccionamientos de mito-
condrias que permitieron establecer la existencia de tal sistema en la
membrana externa mitocondrial, con componentes similares o idénticos
a la NADH-Citocromo bs reductasa y el Citocromo bs microsomales (Sotto-
casa y cols., 1967). En nuestros fraccionamientos la actividad de NADH-
Citocromo C reductasa se comporta como un constituyente tipicamente
microsomal.

La Tabla Il muestra que los % de NADH-Citocromo C reductasa y Glu-
cosa-6-fosfatasa en M y P son respectivamente similares, al igual que la
relacion P/M para ambas enzimas. Tales datos permiten atribuir la acti-
vidad de NADH-Citocromo C reductasa en la fraccién M a contaminacién
microsomal y la existencia o no de un sistema transportador de electrones
en la membrana mitocondrial externa en el higado de ratén C3HA debe
ser establecida por experimentos mas especificos.

Por otra parte, la actividad de NADH-Citocromo C reductasa ha sido
separada de la actividad de Glucosa-6-fosfatasa de esa fraccién en higado
de rata con distribuciones diferentes en un gradiente isopicnico de la
fraccion P (Amar-Costesec y cols., 1969), interpretandose este resultado
como indicador de la heterogeneidad del reticulo endoplasmatico. Los
resultados de nuestros fraccionamientos por el momento establecen una
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estrecha asociacion y la posibilidad de separacién debe ser evaluada pos-
teriormente.

Naturaleza de la actividad de Glucosa-6-fosfatasa en el Hepatoma 22.

La Glucosa-6-fosfatasa ha sido reportada en otros experimentos de frac-
cionamiento en tejido hepatico como un marcador de reticulo endoplas-
mico, que sedimenta principalmente en la fraccién P, sobreponiéndose
su distribucién a la de la NADH-Citocromo C reductasa y otros marca-
dores microsomales (de Duve, 1971). Eso ocurre también en el higado
del ratén portador C3HA, sin embargo en el Hepatoma 22 la distribu-
cién se modifica completamente y sélo el 15% de la actividad se recupera
en la fraccién P mientras que mds del 30% sedimenta en L donde se
alcanza la maxima purificacién.

Si bien se han obtenido distribuciones ligeramente diferentes para la
Glucosa-6-fosfatasa y la NADH-Citocromo C reductasa en gradiente iso-
picnico de la fraccidn P (Amar-Cosiesec v cols,, 1969), resulta dificil ex-
plicar la diferencia tan notable que encontramos entre higado y tumor
en términos de esta heterogeneidad del reticulo endopldasmico.

Dado que la distribucién de Glucosa-6-fosfatasa en ¢l tumor se obtiene
a partir de valores totales muy bajos (Tabla I), resulta mas légico suponer
que la Glucosa-6-fosfatasa, enzima propia de la funcion especializada del
hepatocito en la regulacion de la glicemia, se modifique o se pierda
totalmente durante la desdiferenciaciéon que implica el proceso de cance-
rizacién y que la escasa actividad detectada se deba a la presencia de
_otras fosfatasas poco especificas, en parte lisosomales, y con posibilidad
de catalizar la hidrélisis del éster glucosa-6-foslato. La propia fosfatasa
dcida tiene esta actividad, si bien es s6lo un 10% de su actividad sobre
el B-glicercfosfato.

El resultado del experimento de inhibiciéon por pre-incubacién a pH 5.0
apoya esta hipdtesis (Tabla IV), la glucosa-6-fosfaiasa debe inhibirse
casi totalmente como resultado de ese tratamiento, tal como sucede en
el higado del ratén portador. La ausencia de tal inhibicién en el tejido
tumoral indica que la hidrélisis de la glucosa-6-fosfato en el Hepatoma 22
de distribucién L no es el producto de la actividad de Glucosa-6-fosfatasa
del reticulo endoplasmico. Resultados similares han sido obtenidos para
células de hepatoma de rata en cultivo (Ldpez Sattra, 1973).
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Membrana plasmdtica. La 5'Nucleotidasa es en higado de rata el marca-
dor més empleado de membrana plasmatica y su disiribucién N-P refleja
la distribucién de los fragmentos de membrana que se producen durante
la homogeneizacién (de Duve, 1971). Nuestros resultados sugieren un
comportamiento similar en higado de ratén C3HA y en Hepatoma 22,
aunque no lo confirman por completo. El Colesterol sigue muy de cerca
la distribuciéon de 5'Nucleotidasa, en concordancia también con lo re-
portado para higado de rata, donde se ha sugerido que podria conside-
rarse como un marcador secundario de membrana plasmatica (Thines-
Semtpoux y cols., 1969), este comportamiento se repile también en Hepa-
toma 22.

Como puede verse cn la Fig. 1, si bien para ambos marcadores la distribu-
cién en higado y tumor no presenta diferencias significativas en ninguna
de las fracciones, la apariencia del histograma se medifica, borrandose
el pico en N y elevidndose aun mas el pico en P para c. tumor. Este resul-
tado es interpretable en funcién de la localizacién de membranas plasma-
ticas que hemos asumido de la siguiente manera: si la actividad de 5'Nu-
cleotidasa se asocia a componentes menores de las fracciones Ny P, y no
al componente principal que son los nucleos y el reticulo endoplasmico
respectivamente, entonces las variaciones en el contenido de proteinas
de esas fracciones pueden ocurrir de modo independiente a las variacio-
nes de la actividad de 5'Nucleotidasa modificando de esta forma el valor
de la actividad especifica relativa (AER, altura del pico en el histograma).
Asi, como en el tumor aumenta el % de proteinas en N y disminuye en P,
la AER de marcadores de membrana resulta disminuida en un caso vy
aumentada en el otro. '

Por tanto, la disminucién del contenido proteico de la fraccién P, atri-
buible a un menor desarrollo del reticulo endoplasmico en los tumores
v a una disminucion de la cantidad de ribosomas unidos a membrana,
no se acompafia de una disminucién similar en el contenido de 5'Nucleo-
tidasa de la fraccién. En efecto, la actividad de 5'Nucleotidasa de la frac-
cion P expresada por miligramo de proteina se duplica en el tumor
(31.7 miliUnidades/mg de proteina en higado v 65.1 en tumor) valores
promedio de n mediciones. (Tabla III). El cuadro es completamente dis-
tinto cuando se trata de una actividad asociada al componente principal
de la fraccion, como es probablemente el caso de la NADH-Citocromo C
reductasa cuya actividad en P disminuye en el tumor paralelamente a la
disminucién del contenido proteico de la fraccion, manteniendo en higado
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y tumor actividades por mg de proteinas similares (262.2 miliUnidades en
higado y 258.4 en tumor), lo cual sugiere que la disminucién en la activi-
dad de esta enzima se debe a la misma variacion estructural causante de
la disminucion del contenido proteico.

Vistos de conjunte, por tanto, estos resultados apoyan ¢l criterio de que
la 5’'Nucleotidasa en higado y tumor no se asocia al componente principal
de las fracciones N y P, si no a un componente menor, muy probable-
mente las membranas plasmaticas. El Colesterol parece tener un compor-
tamiento similar, al menos en primera aproximacion. Estas conclusiones
deben ser sustentadas con experimentos de gradiente analitico de la frac-
cidn P, actualmente en ejecucion.

Finalmente, dado que se ha reportado en células de hepatoma de rata en
cultivo la ausencia de 53'Nucleotidasa, atribuyéndose la escasa hidrdlisis
del 5’AMP a fosfatasas inespecificas (Ldpez Saura, 1973), evaluamos esta
posibilidad, considerando la eventualidad de que la fosfatasa alcalina,
parcialmente activa sobre nucledsidos-5-fosfato, pudiese contribuir a de-
formar el histograma de distribucion de 5'Nucleotidasa. Un criterio para
distinguir entre estas dos posibilidades resulta del cstudio de la metal-
dependencia de la actividad de 5'Nucleotidasa. Los resultados de tal estu-
dio que aparecen en la Tabla V no apoyan la idea de atribuir a la fosfa-
tasa alcalina parte importante de la actividad microsomal de esta enzima,
la actividad se comporta en ambos tejidos como metal-dependiente y esto
es criterio a favor de la existencia real de 5'Nucleotidasa en el Hepa-
toma 22.
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