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The content of sialic acid bound to the sinusoidal region of plasma membrane during the
prereplicative phase after the intravenous injection of a solution containing triiodothyronine,
amino acids, glucagon and heparin (T.A.G.H. solution) has been measured. The results ob
tained show that an important decrease in sialic acid content is produced as it occurs in the
hepatic cells of hepatectomized animals. In order to know if sialidase activity is involved in the
decrease of sialic acid content during liver regeneration, the activity of sinusoidal plasma mem
brane sialidases during the prereplicative phase after the partial hepatectomy has been studied.
No modifications of sialidase activity were detected during this period of time indicating that this
decrease in sialic acid content has to be produced by other mechanisms such as diminution in the
synthesis of precursor molecules. On the other hand due to the importance of Ca2+-calmodulin
complexes in the activation of the hepatic cell proliferation the possible implication of this com
plex on the loss of sialic acid, observing the effect of trifluoperazine (inhibitor of Ca2+-
calmodulin complexes) during the prereplicative phase of liver regeneration has been studied.
The results show a delay in the decrease of the amount of sugar studied from 10 to 12 hours
compared to the results obtained with the hepatectomized rats that have not received
trifluoperazine.
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El higado de los mamiferos adultos esta
formado por una poblacion celular de re
cambio lento donde la mayorfa de las celu-
las se encuentran estacionadas en la fase
Go del ciclo celular. No obstante, la proli
feration hepatocelular puede ser activada 

* A quien debe dirigirse la correspondencia.

in vivo por ciertos estfmulos como la hepa-
tectomia partial o la infusion endovenosa
de una solution formada por triyodotiro-
nina, aminoacidos, glucagon y heparina
(solution T.A.G.H.), entre otros.

Durante la fase prerreplicativa despues
depracticar ambos sistemas estimuladores
de la proliferation, en cl higado acontecen 
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un conjunto de cambios que en definitiva
determinan la transition del estado quies-
cente a la proliferation activa. Es durante
este periodo cuando la membrana plasmd-
tica puede tener un papel importante en el
control y regulation del ticlo de las celulas
hepsiticas.

En diversos estudios se ha demostrado
que las glicoproteinas de la superficie celu-
lar, y en particular sus carbohidratos aso-
ciados, poseen relevantes funciones en
proceso de diferenciation, tumorigenesis y
reconocimiento intercelular (11).

El dcido sialico, monosacarido habitual-
mente terminal de las cadenas oligosacari-
das de las glicoproteinas de la membrana
plasmatica, es quizes uno de los carbohi
dratos mds importantes. A el se le otorgan
importantes funciones (13).

En muchos tejidos cancerosos huma-
nos, asi como en hepatomas inducidos ex-
perimentalmente, los niveles de este azu-
car se encuentran alterados, incrementa-
dos o disminuidos respecto de los tejidos
normales de donde provienen (12,19). Lo
mismo sucede con los niveles ae actividad
de las sialiltransferasas (31

Estudios anteriores (5) muestran que
durante la fase prerrephcativa de la rege
neration hepdtica posthepatectomia par
tial existe una disminucion en el contenido
de acido sialico de la region sinusoidal de la
membrana plasmatica de los hepatotitos.
En este trabajo se ha estudiado el conte
nido de este monosacarido en la misma
subfraction de membrana despues de la in
fusion por via endovenosa de la solution
T.A.G.H., asi como algunos aspectos de
los posibles mecanismos que pueden regu
lar la perdida de este azucar durante el pe
riodo previo al initio de la sfntesis de ADN
despues de estimular la proliferation hepa-
tocelular.

Material y Metodos

Animates. Se han utilizado ratas macho
Sprague-Dawley de peso entre 220-280 g 
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sometidas a un ritmo de luz-oscuridad de
12 h. El periodo de luz ha sido de las 7 a las
19 horas.

El regimen de comidas y bebidas ha sido
ad libitum hasta 12 horas antes de ser utili-
zadas, momento en el que se les retira la co-
mida.

Reactivos. Todos los productos utiliza-
dos han sido de pureza analitica.

Los gangliosidos utilizados como sus-
trato, para cuantificar la actividad sialidasa
asociada a la membrana plasmdtica, han
sido Sigma (type II).

Metodos. La hepatectomia partial se
ha realizado segun el metodo de Higgins y
Anderson (7) y siempre entre las 8-10 h.
Como control se han utilizado ratas lapa-
ratomizadas. En ambos casos se han anes-
tesiado con Ketolar (Parke Davis).

La infusion de la solution T. A.G.H. for-
mada por 100 pg de 3-3'-5-triyodotiro-
nina, 130-150 mg de hidrolizado de ca-
seina, 1 mg de glucagon y 100 U.S.P. de
heparina en CINa 0,15 M, pH = 7,2, y vo-
lumen final de 10 ml, se ha realizado por la
vena de la cola a un flujo constante de 3,3
ml/hora. Se utilizan ratas inyectadas con
solution salina unica y exclusivamente
como control (16).

La subfraccion de membrana plasma
tica derivada de la region sinusoidal del
hepatotito se obtiene por un metodo de
subfraccionamiento celular descrito por
Whisker y Evans (21).

El contenido de proteinas de las mues-
tras se ha cuantificado por la tecnica de
Lowry (9) usando albumina bovina como
estdndar.

La trifluoperacina a una dosis de 60
mg/kg se inyecta i.p. 4 horas despues de la
intervention quirurgica.

La cuantificacion del contenido de
acido sialico unido a la membrana plasma
tica se ha realizado por la tecnica de Ami-
noff(1). <

La actividad sialidasa asociada a la
membrana plasmatica se ha valorado pbr
la tecnica de Visser y Emmelot (20).
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Resultados

Despues de la infusion endovenosa de la
solution T.A.G.H., el contenido de acido
sialico unido a la region sinusoidal de la
membrana plasmdtica va disminuyendo de
forma que, a las 6 horas postinyeccion, el
descenso ya es significative estadistica-
mente(p < 0,05), alcanzdndose a las 10 h
el pico con menor contenido (34 %) res-
pecto a los resultados obtenidos en ratas
inyectadas con solution salina. Lenta-
mente, se van recuperando los valores con
trol; a las 14 h el descenso es de un 26,2 %
y a las 20 solo de un 9,72 % (fig. 1). La ac-
tividad sialidasa de la region sinusoidal de
la membrana plasmatica durante las 0, 2,
6 y 12 h de la fase prerreplicativa de la
regeneration hepatica posthepatectomia
partial, contrariamente a lo esperado, es
inferior, aunque con diferencias escasa-
mente significativas, a la actividad corres-
pondiente a los animales laparatomizados
(figura 2).

La figura 3 muestra el efecto de la tifluo-
peracina inyectada 4 horas despues de
practicar una hepatectomfa parcial en la

Fig. 1. Contenido de dcido sialico en la membra
na plasmdtica de la regidn sinusoidal del hepatocito
despuds de la infusidn endovenosa de la solucidn

T.A.G.H.
---------Ratas inyectadas con solucidn T.A.G.H.;
—.—.— ratas inyectadas con solucidn salina. Cada
valor representa la media ± D.E. de cuatro mues-

tras distintas, como mfnimo.

Fig. 2. Actividad sialidasa de la membrana plas-
mdtica de la regidn sinusoidal del hepatocito.

Cada valor representa la media ± D.E. de cuatro
muestras distintas como mfnimo.

rata, sobre el contenido de acido sialico en
la region sinusoidal de la membrana plas
matica de los hepatotitos durante las 20
primeras horas de la regeneration hepa
tica. El contenido de acido sialico no co-
mienza a disminuir hasta las 16 horas
postintervencion quirurgica, mientras que
en las ratas hepatectomizadas que no han
recibido trifluoperacina el contenido de
acido sialico empieza a disminuir 10 horas
antes.

Fig. 3. Efecto de la trifluoperacina sobre el conte
nido de dcido sialico de la membrana plasmatica de
la regidn sinusoidal del hepatocito durante la rege-

neracidn hepdtica posthepatectomia parcial.
---------Ratas regenerantes; —.—.— ratas regene-
rantes inyectadas con trifluoperacina (60 mg/k.g) 4
horas despuds de la intervencidn quinirgica. Cada
valor representa la media ± D.E. de cuatro mues

tras distintas como mfnimo.
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Discusion

La regidn sinusoidal de la membrana
plasmdtica de los hepatocitos es, por su lo
calization, la que estd m&s en contacto con
la sangre y, por lo tanto, el lugar funda
mental de la celula para recibir y transducir
senales desde el exterior al interior; iones,
nutrientes, hormonas y factores de creci-
micnto.

Estudios anteriores demuestran que,
durante la regeneration hepdtica posthe-
patectomfa partial y despues de la infusion
endovenosa de la solution T.A.G.H., hay
modificationes especificas en diversas ac-
tividades de enzhnas de membrana (2,17),
asf como en los patrones de glicoprotemas
de membrana de la region sinusoidal de la
membrana plasmdtica (6).

Durante la fase prerreplicativa de la re
generation hepatica posthepatectomfa
partial, existe una disminucion significa-
tiva en el contcnido de dcido sidlico (5), y
tambien despues de la infusion enaove-
nosa de la solucion T.A.G.H. Esta dismi-
nucion darfa lugar a una perdida impor-
tante en la carga negativa de la superficie
de las celulas. Es decir, durante el periodo
de tiempo estudiado existiria una menor
capacidad de la membrana plasmdtica
para unir cationcs, como calcio, los cuales
facilitan una mayor especificidad en la
union entre ligandos y sus receptores (8).
Ademas, la perdida de este azucar de las
glicoprotemas de la superficie celular po-
drfa dar lugar a un aumento de la suscepti-
bilidad al ataque proteolitico y cambios en
la estructura interna del plasmalemay enla
adhesion intercelular (14). Este conjunto
de modi ficaciones podna rccstructurar a la
membrana plasmatica en cl sentido dcfaci-
litar la captation detodos aquellos factores
necesarios para iniciar la proliferation cc-
lular.

Desde el punto de vista metabolico,
exist irian tres posibles mecanismos para
explicar el descenso en el contcnido de
acido sialico unido a la region sinusoidal de
la membrana plasmatica de los hepatocitos
durante la proliferation hcpatocelular: 

una actividad incrementada de las sialida-
sas; una actividad disminuida de las sialil-
transferasas; y una actividad disminuida en
algun o algunos enzimas de la via de sinte-
sis del acido sidlico.

Los resultados obtenidos en este trabajo
indican que el descenso en el contenido del
azucar estudiado no se puede explicar por
el primer mecanismo.

En cuanto al segundo mecanismo, a pe-
sar de existir controversia al respecto, estu-
diando la actividad sialiltransferasa locali-
zada en la fraction microsomal del higado
de rata, no se han encontrado modificacio-
nes significativas utilizando aceptores en-
dogenos durante el periodo comprendido
ente las 7 y las 48 horas despues de practi-
car una hepatectomia partial (15).

Respecto al tercer y ultimo mecanismo
de action, se ha demostrado que 12 horas
posthepatectomfa partial, las actividades
de la UDP-N-acetil-D-glucosamina 2'-
epimerasa y de la N-acetil-D-manosamina
quinasa (ambas enzimas implicadas en la
via de sintesis del acido sialico) estdn signi
fies tivamente disminuidas (10), lo cual in-
dica que, en printipio, el mecanismo fun
damental para explicar el descenso del
contenido de dcido sialico de la region si
nusoidal de la membrana plasmdtica, des
pues de estimular la proliferation hepato-
celular, es consecuentia de una dis-
minucion de la sintesis de moleculas pre
cursors.

Debido a la importantia que tiene el sis-
tema Ca2+-calmodulina para producir la
activation proliferativa en las celulas hepa-
ticas (4), se ha estudiado la posible impli
cation de este complejo en el mecanismo
de desializacion de la membrana plasmd-
tica observando el efccto de una droga an-
ticalmodulina.

Los efectos producidos por la inyeccion
de trifluoperacina indican que esta droga
retrasa 10-12 horas la perdida de acido sia
lico de la membrana plasmat ica, retraso si
milar al observado con la initiation de la
sintesis de ADN utilizando el mismo far-
maco (18). Los resultados sugieren que 
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esta protefna puede estar implicada en el
descenso del monosac^rido estudiado
aunque no se puede afirmar contundente-
mente ya que a las dosis de tifluoperacina
inyectadas, no es seguro que se obtenga un
efecto especifico sobre la calmodulina. Por
ello se cree que seria interesante estudiar el
efecto de la calmodulina sobre la UDP-N-
acetil-D-glucosamina 2'-epimerasa, en-
zima fundamental en la biosmtesis del
acido sidlico.
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Resumen

Se estudia el contenido de acido sidlico de la re
gion sinusoidal de la membrana plasmdtica del hepa-
tocito durante la fase prerreplicativa despues de la
infusion endovenosa de una solucion formada por
triyodotironina, aminoacidos, glucagon y heparina
(T.A.G.H.), asi como algunos aspectos de los posi-
bles mecanismos reguladores de su metabolismo.
Los resultados obtenidos muestran un descenso sig
nificative en el contenido de este monosaedrido. La
actividad sialidasa de la region sinusoidal de la mem
brana plasmdtica despues de practicar una hepatec-
tomia parcial, no detecta modificaciones significati-
vas en las actividades de estas enzimas, indicando
que el descenso observado en el contenido de acido
sialico ha de estar producido por otros mecanismos.

Por otro lado, debido a la importancia del com-
plejo para producir la activacidn proliferativa de las
celulas hepaticas, se ha estudiado la posible implica-
ci6n del complejo Ca2+-calmodulina sobre la per-
dida de dcido sialico observando el efecto de una
droga anticalmodulina: la trifluoperacina, inyectada
4 horas posthepatectomi'a parcial. Los resultados
muestran un retraso de 10 a 12 horas en el inicio del
descenso del contenido del azucar estudiado, con
respecto a los resultados obtenidos en ratas hepatec-
tomizadas a las que no se ha administrado trifluope
racina.
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