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Actividad de la ATPasa-Na*-K* en las vesiculas de la membrana
plasméatica del carcinoma mamario

Edith Lucia Salazar Esquivel,* Leobardo Calzada Sanchez**

RESUMEN

Antecedentes: la ATPasa-Na*-K* es un marcador Util para precisar el origen de las células de tejidos de la mama con cancer.
Objetivo: demostrar, mediante deteccién histoquimica, la actividad de la ATPasa-Na*-K* y la viabilidad de las vesiculas de la membrana
plasmética aisladas de tejidos con carcinoma mamatrio.

Pacientes y método: se procesé tejido tumoral mamario de algunas de las pacientes que asistieron a consulta al servicio de oncologia
mamaria del Hospital de Ginecoobstetricia nim. 4 Dr. Luis Castelazo Ayala, IMSS. Parte del tejido del adenocarcinoma se homogeneizé
en cuatro volimenes de solucion TED a 4°C (Tris-HCI 0.01 M, EDTA 0.0015 M vy ditiotreitol 0.001 M, pH 7.4) y luego se centrifug6. El
precipitado obtenido se homogenizé y estratificé en un gradiente discontinuo de sacarosa (del 20 al 55%), y luego se centrifugé durante
60 minutos a 30,000 xg. Con el fin de demostrar la actividad de la ATPasa-Na*-K* en las vesiculas de la membrana plasmatica, la
suspension obtenida se incubé en un medio con Tris-maleato 0.04 M, adenosintrifosfato (ATP) 0.004 M, Mgcl 20.004 M, NaCl 0.1 My Pb
(NO,) 20.005 M, pH 7.0. La reaccion se realizd a 37°C durante 15 minutos, en vesiculas prefijadas y no fijadas en una mezcla de
glutaraldehido al 3% con amortiguador de cacodilatos 0.1 M, pH7.4, durante 60 min.

Resultados: el estudio de histoquimica demostr6é que las vesiculas que se obtuvieron de tejidos de mama con cancer son de origen
membranal y que siguen siendo viables después de la progresién tumoral.

Palabras clave: ATPasa-Na*-K*, membrana plasmatica, progresién tumoral.

ABSTRACT

Background: -Na*-K* ATPase is a useful marker which determines the origin of breast cancer cells.

Objective: -Na*-K* ATPase activity, as well as viability of plasma membrane vesicles isolated from breast carcinoma tissues were
demonstrated by histochemical detection.

Patients and method: Breast carcinoma tissue samples of patients who attended consultation in the oncology service at Hospital de
Ginecoobstetricia NUm. 4 Dr. Luis Castelazo Ayala, IMSS were examined. Tissue samples from adenocarcinoma were homogenized in 4
volumes of TED solution at 4°C (Tris-HCI 0.01 M, EDTA 0.0015 M, ditiotreitol 0.001 M, pH 7.4) and subsequently centrifuged. The
collected sample was homogenized and stratified in a discontinuous sucrose gradient (20 to 50%) and then centrifuged for 60 min at
30,000 xg. In order to determine -Na*-K* ATPase activity in plasma membrane vesicles, suspension was incubated at Tris-maleate 0.04 M,
adenosine triphosphate (ATP) 0.004 M, Mgcl 20.004 M, NaCl 0.1 M y Pb (NO3) 20.005 M, pH 7.0. Reactions were carried out for 15 min
at 37°C in prefixed vesicles in 3% glutaraldehyde in 0.1 M, cacodylate buffer stock, pH7.4 for 60 min.

Results: Histochemical detection demonstrated membrane vesicles from breast carcinoma tissues and proved their viability after tumoral
progression.

Key words: -Na*-K* ATPase, plasma membrane, tumoral progression.

RESUME

Objectif : démontrer, a I'aide de détection histochimique, I'activité de la Na+, K+ ATPase et la viabilité des vésicules de la membrane
plasmatique isolées de tissus avec carcinome mammaire.

Matériel et méthode : on a fait suivre un processus au tissu tumoral mammaire de quelques-unes des patientes qui ont assisté a
consultation dans le service d'oncologie mammaire de I'Hopital de Gynéco-obstétrigue numéro 4 Dr. Luis Castelazo Ayala, IMSS. Une
partie du tissu d’adénocarcinome s’est homogénéisé dans quatre volumes de solution TED a 4°C (Tris-HCI 0.001 M, EDTA 0.0015 M et
dithiothréitol 0.001 M, pH 7.4) et apres on I'a centrifugée. Le précipité obtenu s’est homogénéisé et stratifié dans un gradient discontinu de
saccharose (du 20 au 55%), et aprés on I'a centrifugé pendant 60 minutes a 30,000 g. Afin de démontrer I'activité de la Na+, K+ ATPase
dans les vésicules de la membrane plasmatique, la suspension obtenue s’est incubé dans un milieu avec Tris-maléate 0.04 M, adénosine
triphosphate (ATP) 0.004 M, Mgcl 20.004 M, NaCl 0.1 M et Pb (NO3) 20.005 M, pH 7.0. La réaction s’est effectuée a 37°C pendant 15
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minutes, dans des vésicules préfixées et non fixées dans un mélange de glutaraldhéhyde au 3% avec amortisseur de cacodylates 0.1 M,
pH 7.4, pendant 60 minutes.

Résultats : I'étude d’histochimie a démontré que les vésicules qui se sont obtenues de tissus de sein avec cancer sont d’origine membranaire
et qui continuent d’étre viables aprés la progression tumorale.

Mots-clé : Na+, K+ ATPase, membrane plasmatique, progression tumorale.

RESUMO

Antecedentes: a ATPasa-Na*-K* é um marcador (til para precisar a origem das células de tecidos da mama com cancer.

Objetivo: demonstrar, mediante detecgdo histoquimica, a atividade da ATPasa-Na*-K* e a viabilidade das vesiculas da membrana
plasmética isoladas de tecidos com carcinoma mamario.

Material e método: se processou tecido tumoroso mamario de algumas das pacientes que foram a consulta de oncologia mamaria do
Hospital de Ginecoobstetricia nim. 4 Dr. Luis Castelazo Ayala, IMSS. Parte do tecido de adenocarcinoma foi homogeneizado em quatro
vulumes de solugéo TED a 4°C (Tris-HCI 0,01 M, EDTA 0,0015 M e ditiotreitol 0,001 M, pH 7,4) e depois centrifugou-se. O precipitado que
se obteve foi homogeneizado e estratificado num gradiente descontinuo de sacarose (do 20 ao 55%), e depois foi centrifugado durante
60 minutos a 30,000 xg. Com o objetivo de demonstrar a atividade da ATPasa-Na*-K* nas vesiculas da membrana plasmatica, a suspenséo
gue se obteve, incubou-se num médio com Tris-maleato 0,04 M, adenosintrifosfato (ATP) 0,004 M, Mgcl 20,004 M, NaCl 0,1 My Pb (NO3)
20,005 M, pH 7,0. Areacéo foi realizada a 37°C durante 15 minutos, em vesiculas pre-fixadas e néo fixadas numa mistura de glutaraldeido
ao 3% com amortecedor de cacodilatos 0,1 M, pH7,4, durante 60 min.

Resultados: o estudo de histoquimica demonstrou que as vesiculas que foram obtidas de tecidos mamarios com cancer séo de origem
membranal e que continuam sendo viaveis apés da progressao tumorosa.

Palavras chave: ATPasa-Na*-K*, membrana plasmatica, progressao tumorosa.

a glandula mamaria contiene células epiteliales

y mioepiteliales.! Dadas las diferencias

estructurales, las células epiteliales se

distinguen facilmente,? mientras que las células

mioepiteliales se diferencian al mostrar su afinidad
por las tinciones argentométricas.®

El cancer de mama y las alteraciones en las células

La ATPasa-Na*-K* es una enzima que hormalmente
se encuentra en lamembrana plasmatica de las células
mioepiteliales de la glandula mamaria sana, cuya
actividad no varia durante el proceso de transfor-
macién maligna.*

Este estudio se realizé con la finalidad de demostrar,
mediante deteccién histoquimica, la actividad de la

mioepiteliales incluyen cambios en la membrana
plasmatica y pérdida de microfilamentos.* En las
células epiteliales estos microfilamentos se encuentran
aumentados en el citoplasma y reducen su
organizacion y ensamble de actina;®> ademas, se
observa pérdida importante en su polaridad.®
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ATPasa-Na*-K* y la viabilidad de las vesiculas de la
membrana plasmatica aisladas de los tejidos con
carcinoma mamario.

MATERIAL Y METODO

Se proceso el tejido tumoral mamario de algunas
pacientes que asistieron a consulta al servicio de
oncologia mamaria del Hospital de Ginecoobstetricia
NUm. 4 Dr. Luis Castelazo Ayala, IMSS.”® Parte del
tejido de adenocarcinoma se homogeneizé en cuatro
volimenes de solucion TED a 4°C (Tris-HCI 0.01 M,
EDTA 0.0015 My ditiotreitol 0.001 M, pH 7.4) y luego
se centrifugd.®® El precipitado obtenido se homo-
geneizd y estratificd en un gradiente discontinuo de
sacarosa (del 20 al 55%) y, posteriormente, se
centrifugd durante 60 minutos a 30,000 xg. La fraccion
subcelular de la membrana plasmaética (interfase del
25 al 35%) se resuspendi6 y centrifug6 en 10
volimenes de solucion TED fria y 12,000 xg durante
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15 minutos. El precipitado obtenido se resuspendié
en 1 mL de solucién TED y se traspas6 50 veces por
una aguja del nimero 27 de una jeringa de 3 mL. 20!

Con el fin de determinar la actividad de la ATPasa
-Na*-K* en estas vesiculas de membrana plasmaética,
la suspension obtenida se incubd en un medio con Tris-
maleato 0.04 M, adenosintrifosfato (ATP) 0.004 M,
Mgcl2 0.004 M, NaCl 0.1 My Pb (NO3)2 0.005 M, pH
7.0 u. Lareaccion se realiz6 a 37°C durante 15 minutos,
en vesiculas prefijadas y no fijadas en una mezcla de
glutaraldehido al 3% con amortiguador de cacodilatos
0.1 M, pH7.4, durante 60 minutos.!?*3

N

Figura 1. Posterior a la reaccion, los precipitados de fosfato de
plomo se observan de forma y distribucion irregular, a lo largo
de las vesiculas de la membrana plasmética (x 100,000).

Las muestras se deshidrataron a concentraciones
ascendentes de etanol y embebidas en araldita. Las
fracciones en el rango plateado se colectaron en
gradillas de cobre y se observaron con microscopio
electronico.

RESULTADOS

La actividad de la ATPasa-Na*-K* se localiz6 en las
vesiculas de la membrana plasmatica de cada
adenocarcinoma mamario, cuyo sitio de actividad se
distinguié por depositos electrodensos de fosfato de
plomo a lo largo de la superficie de la membrana. Se
observaron precipitados de estructuras densas,
distribuidas irregularmente, confinados y expuestos
en la superficie de la membrana (figura 1).

Cuando las vesiculas se preincubaron con ouabaina
2mM no mostraron ninguna actividad enzimatica, ya
que es unarespuesta caracteristica de la ATPasa-Na*-
K*4 bajo este efecto. La misma respuesta se observé

Figura 2. No se observa ningun producto de reaccién en las vesi-
culas de la membrana plasmatica en ausencia de ATP o prefijados
en el glutaraldehido (x 100,000).
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cuando las vesiculas se incubaron con p-cloromercuri-
benzoato/p-cloroniercuribeuzensulfonato (PCMBS).”

Los experimentos se realizaron con muestras
prefijadas con glutaraldehido!*®® o en ausencia de
adenosintrifosfato. No se encontraron depésitos de
plomo (figura 2).

DISCUSION

Los estudios histoquimicos realizados en la glandula
mamaria sana y con carcinoma de la cepa BALB/C
demostraron que la actividad de la ATPasa-Na*-K* se
localiza en la membrana plasmatica de las células
mioepiteliales,* mientras que en otras células la
actividad de la ATPasa-Na*-K* se encuentra en la
membrana vesicular o en la superficie del niicleo.**1

Este estudio no s6lo indica el origen celular, también
reporta que el material obtenido es de origen
plasmatico.* Dada la actividad de la ATPasa-Na*-K*,
se confirma la viabilidad de este organelo en el tejido
tumoral mamario.
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