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Abstract
Calcium transport at the different domains of hepatocyte plasma membrane
during proliferative activation

Partial hepatectomy induces liver cells to enter cell cycle. In the re-
maining liver tissue after partial hepatectomy in the rat, proliferative
activation triggers a wave of DNA synthesis starting at 16 hours and peak-
ing at 24 hours after surgery. Several lines of evidence suggest that cal-
cium ions are involved in triggering DNA synthesis on liver cells in vivo
after partial hepatectomy as it is observed in vitro.

In order to study if changes in calcium fluxes occur during the pre-re
plicative phase of liver regeneration, we have isolated three liver plasma
membrane subfractions derived from the three major domains of_the hepato-
cyte surface and studied the act‘Xity of the high affinity Ca“ ATPase, the
calcium transport and the Na /Ca exchange system in each fraction in nor-
mal and hepatectomized rats. Results have shown that the calcium stimulated
ATPase and the calcium transport are exclusively located in the bile cana-
licular region of the plasma membrane indicating that the most important
part of the calcium extruded is pumped out into the bile. 12 hours after
partial hepatectomy we have observed an increase of passive calcium fluxes
in the sinusoidal regiop but no modification of active calcium transport
was detected. No Na /Ca exchange activity at any domain of the hepatocyte
plasma membrane was found.

Introduccid

Les cél.lules hepdtiques dels mamifers adults formen poblacions cel.lu-
lars quiescents. Diferents estimuls, entre ells l'hepatectomia parcial, po-
den pero, provocar l'activacid proliferativa dels hepatdcits induint la re-
plicacidé del DNA i posteriorment la mitosi ( Grisham, 1962 ).

Els mecanismes que regulen aquesta transicid de les cél.lules hepatiques
des de l'estat quiescent al proliferatiu, sén forga desconeguts, malgrat es
coneixen una serie de factors’ entre ells el calci, que intervenen en el de
sencadenament de la resposta proliferativa ( Leffert et al.; +1978 7,

S'ha proposat que el paper del calci en el control de la biosintesi del
DNA, que a les rates s'inicia 16 hores després de l'hepatectomia parcial,
eés concreta en la necessitat d'una acumulacid intracel.lular d'agquest id
entre les 10 i les 15 hores després de la intervencid quirdirgica ( Gillies,
1982 ). L'increment de la concentracid intracel.lular de calci dispararia

tota una serie de reaccions que finalitzaria amb la iniciacid de la repli-

cacié del DNA.




Fins el moment actual, no s'han descrit evidencies experimental directes
d'increments de la concentracid cel.lular de calci durant la regeneracid he-
patica, degut sobre tot a que la medicid directe de les concentracions intra
cel.lulars d'aquest ié sén experimentalment molt dificils de realitzar.

Nosaltres ens hem plantejat estudiar les posibles modificacions de la con
centracid intracel.lular de calci estudiant els mecanismes implicats en la
regqulacidé dels fluxes d'entrada i de sortida d'aquest ié durant la regenera-
cid hepatica.

Actualment s'admet l'existencia de tres mecanismes principals de trans-
port de calci a traves de la membrana plasmatica de les cel.lules eucario-
tes, que en definitiva regqulen la concentracidé intracel.lular d'aquest 6.
Aguests mecanismes sén: 1) Els canals calci, 2) El sistema de co-transport
Na+/Ca2+ i 3) El transport de calci depenent d'ATP.

L'entrada de calci a les cél.lules es produeix a traves dels canals cal-
ci i del sistema de bescanvi Na+/Ca2+, mentre gue la sortida es realitza mit
jangant el transport depenent 4'ATP aixi com a través del bescanvi Na+/Ca2+
ja que aquest dltim sistema de transport funciona en els dos sentits, depe-
nent dels gradents idnics.

Per estudiar el transport de calci a la membrana plasmatica de les cel.
lules hepatiques, cal tenir en compte que l'hepatdcit és una cél.lula que
presenta tres regions funcionalment diferents a la seva membrana plasmatica:
La regidé sinusoidal, en contacte amb la sang, la regidé canalicular, en con-
tacte amb la bilis i entre ambdues regions, la zona lateral que estableix
contacte amb les cél.lules veines.

En aquest treball presentem els resultats obtinguts en el estudi dels di-
ferents sistemes de transport de calci a les tres subfraccions de la membra-=
na plasmatica de l'hepatocit a les rates normals i a les rates sotmeses a

una hepatectomia parcial.

Material i métodes

El treball experimental s'ha realitzat utilitzant rates Wistar famelles
d'un pes entre 200 i 250 gr.

L'hepatectomia parcial s'ha realitzat segons el métode descrit per Higgins
i Anderson (1931) emprant eter com agent anestésic.

Les subfraccions de membrana plasmatica canalicular, sinusoidal i lateral
s'han purificat emprant la técnica descrita per Wisher i Evans {197 53s.

L'activitat de la Ca2+ATPasa s'ha mesurat segons el métode descrit per

Lotersztajn et al. (1981).

El transport de calci s'ha determinat emprant la técnica Millipore segons
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han descrit Kraus-Friedmann et al. (1982).

La determinacid de la captacid de calci depenent de Na® s'ha realitzat
emprant la técnica descrita per Caroni i Carafoli (1983).

El contingut proteic de les fraccions purificades de membrana plasmatica

s'ha determinat mitjangant el métode. descrit per Lowry et al. (1951).

Resultats

i i % . + i
Determinacio de l'activitat Ca2 ATPasa a les tres subfraccions de la membra-

na plasmatica de l'hepatdcit

La Ca2+ATPasa és un enzim vinculat al transport actiu de calei. Tal com
es pot observar a la taula I, l'activitat d'aquest enzim es troba localitza-
da preferentment a la regid canalicular de la membrana plasmatica de 1'hepa-
tocit. L'activitat de l'enzim a aquesta regid és aproximadament vuit vegades
superior a la observada a la regid sinusoidal i quatre vegades superior a la
de la regid lateral.

Per tal de discriminar si la diferencia d'activitat observada a les tres
subfraccions és deguda a diferencies de la proporcié de vesicules "right
side out" (que no manifesten activitat de 1l'enzim degut que el centre actiu
queda a l'interior de les vesicules) varem estudiar l'activitat de l'enzim
en presencia de diferents concentracions de detergent (Triton X-100) per tal
de solubilitzar les membranes i aconsequir evidenciar l'activitat latent.

Els resultats obtinguts indiquen que quan la proporcid detergent/Proteina
és 0.4/1, s'observa un. increment de l'activitat de l'enzim gue permet calcu-
lar l'activitat amagada corresponent a les poblacions de vesicules "right
side out". Els percentatges obtinguts sén del 10% a les fraccions de membra-
na canalicular, del 24% a les de membrana lateral i del 27% a les fraccions
de membrana sinusoidal. Tal com es pot veure a la Taula I, aquest increment
d'activitat practicament no afecte a la distribucid de 1'activitat de 1l'en-
zim a les diferents subfraccions i, per tant, es pot concloure que la Ca2+
ATPasa esta basicament localitzat a la regid canalicular de la membrana plas

matica.

- A
Taula I: Activitat de la Ca2 ATPasa a les tres subfraccions de la membrana

plasmatica de l'hepatdcit en presencia i absencia de Triton X-100

Subfraccidé de membrana 3 sense detergent : amb detergent
plasmatica nmols/mg prot/min nmols/mg prot/min
CANALICULAR 5 807 A 897
LATERAL A 227 . 299

SINUSOIDAL . 106 . 146
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Estudi de la captacid de calci a les tres subfraccions de la membrana plas-

matica de l'hepatdcit

L'estudi de la captacid de calci a les tres subfraccions de la membrana
plasmatica de l'hepatdcit mostra, tal com es pot observar a la figura 1, que
la captacid passiva és més o menys similar a les tres regions (3-4 nmols de
Caz+/mg prot.), mentre que el transport depenent 4'ATP és clarament superior
a la regid canalicular (A) (12 nmols de Ca2+/mq prot.). Els valors d'aquest
tipus de transport observats a la regions lateral (B) i sinusoidal (C) sén
dues vegades inferiors (6 nmols de Ca2+/mg prot.) als obtinguts a la regid
canalicular.

: + 2+ : .
Estudi del co-transport Na /Ca a les diferents subfraccions de la membra-

na plasmatica de l'hepatdcit

: : ) . + 2+ ’ 4
L'estudi del sistema d'intercanvi Na /Ca s'ha realitzat emprant la tec-
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Figura 2.- Captacid de 45Ca2+ depenent de Na+ a vesicules pre-carre
gades amb ClNa de les diferents subfraccions de la membrana plasma-
tica de l'hepatodocit.l
L

na canalicular. (B) Membrana sinusoidal.

B Medi d'incubacid amb ClNa (control).

@®Medi d'incubacidé amb ClK substituint al ClNa. (A) Membra-

de l'Arsenazo III al dissociar-se del calci quan aquest penetra a les vesi-
cules pre-carregades amb ClNa ):

Tal com es pot observar a la figura 2, utilitzant la técnica isotdpica
no s'observa intercanvi Na+/Ca2+ ni a la regid canalicular (A), ni a la re-
gidé sinusoidal (B). Tampoc hem observat intercanvi Na+/Ca2+ a les subfracci-
ons de membrana lateral (dades no presentades).

L'estudi del co-transport Na+/Ca2+ a les tres subfraccions de la mem-
brana plasmatica, utilitzant la técnica de 1'Arsenazo III també ha donat
resultats negatius a cadascuna de les tres subfraccions (dades no presen-
tades) .

Estudi del transport de calci a les tres subfraccions de la membrana plas-

matica de l'hepatdcit obtingudes 12 hores després d'una hepatectomia parcial

Tal com es pot observar a la figure 3, la captacid de calci independent
d'ATP a les fraccions delmembrana sinusoidal obtingudes 12 hores després
d'una hepatectomia parcial és dues vegades superior a la captacid de calci
Observada a les fraccions de membrana sinusoidal obtingudes a partir de ra-
tes control. Per el contrari, el transport de calci depenent d'ATP a agques-
ta regid de la membrana plasmatica no es troba modificat després de 1'hepa-

tectomia parcial (figura 4).

A les fraccions de membrana canalicular no s'observa cap modificacid




amals Ca? *fing proten
AL

TIME min.

TIME min.

nmals Ca? */mg protein
e

del transport de

140

Figura 3.- Captacié passiva de 45Ca2+
a les subfraccions purificades de
membrana sinusoidal.

B———8H Control

® @® 12 hores després d'una
hepatectomia parcial

5 e 45 2+

Figura 4.- Captacid de Ca depenent

d'ATP a les subfraccions purificades

de membrana sinusoidal.

#@——8 Control
®@—® 12 hores després d'una

hepatectomia parcial

; s s 45 . 2+
Figura 5.- Captacio de Ca a les
subfraccions purificades de membrana
canalicular.

B Captacid depenent d'ATP
a les rates control
@ ——® Captacid depenent d4'ATP
12 hores post-hepatectomia
O0——0 captacié passiva

a les rates control

@] O Captacid passiva

12 hores post-hepatectomia

calci, independent o depenent d'ATP, 12 hores després de

l'hepatectomia parcial (figura 5). Tampoc s'observa cap modificacié del

transport passiu ni del depenent d'ATP a les subfraccions de membrana late-

ral 12 hores després d'una hepatectomia parcial (dades no presentades).
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Discussid

Els resultats que presentem en aquest treball, indiquen que l'activitat
de la Ca2+ATPasa i el transport depenent d'ATP, associat a aquest enzim,es-
tan localitzats quasi exclusivament a la regié canalicular de la membrana
plasmatica de l'hepatocit, mentre que el transport passiu de calci és prac-
ticament igual a totes les tres regions de la membrana plasmatica. Per al-
tre banda, utilitzant dues técniques diferents no hem evidenciat l'existen-
cia d'un sistema 4'intercanvi Na+/Ca2+ a cap de les regions de la membrana
plasmatica de 1l'hepatocit.

L'analisi de tots aquests resultats permet elaborar un esquema de com
es poden produir els intercanvis de calci entre les cél.lules hepatiques
i el medi extracel.lular.

En primer lloc, podem dir que l'expulsid de calci des de l'hepatocit a
l'espai extracel.lular es produeix basicament per l'accié de la bomba de
calci, és a dir, mitjangant el transport depenent d'ATP, ja que no es de-
tecta l'existencia de co-transport Na+/Caz+. A més, aquest procés d'expul-
si6é de calci es produeix exclusivament o al menys molt preferentment a tra-
vés de la regid canalicular de la membrana plasmitica cap a la bilis.

En segon lloc, també podem dir que l'entrada neta de calci a 1l'hepatocit
es produeix molt probablement a través de la regid sinusoidal de la membra-
na plasmatica, de manera passiva, ja que malgrat hem trobat captacid passi-
va de calci a la regidé canalicular, aquesta estara totalment compensada per
l'activitat de la bomba de calci que tal com hem esmentat anteriorment es
localitza a la regid cana licular i treballa en sentit contrari al de la
captacidé passiva. No hem considerat el transport de calci detectat a la
fraccid lateral, ja que aquesta fraccidé de membrana presenta normalment mol
ta contaminacidé de membrana procedent de les regions canalicular i sinusoi-
dal.

Aixi,doncs, podem plantejar que a l'hepatdcit es produeix una circulacid
d'ions calci que penetren passivament a la cél.lula des de la sang a través
de la regid sinusoidal de la membrana plasmatica. Aquest calci és posterior
ment expulsat a la bilis a través de la regid canalicular de la membrana
plasmatica, mitjancant l'accié de la bomba de calci

Aquest treball també aporta resultats que indiquen que la necessitat de:
calci extracel.lular que s'observa entre les 10 i les 15 hores després de
l'hepatectomia parcial, per tal que les cél.lules hepidtiques puguin iniciar
la replicacid del DNA ( Whitfield et al., 1980 ), pot concretar-se realment

en un increment de la concentracidé intracel.lular de calci produida per 1'in

crement del flux passiu d'entrada a través de la membrana sinusoidal.
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