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1-INTRODUCCION



Para los mamiferos la lactancia es un proceso muy
importante en la conservacion de la crfa y por lo tanto
para la conservacién de la especie.

Una mujer bien alimentada, puede mantener de
manera adecuada el estado de nutricion de su hijo hasta
e] sexto mes de vida. En el medio rural, los niios
suelen ser alimentados exclusivamente con leche materna
por periodos de 9 a 12 meses ¢ | ).

La leche de cada especie ests constitufda
biolégicamente para satisfacer las necesidades de la
nutricion de esa especie en partlcdlar, es adecuada al
grado de madurez metabdlica al nacimiento y a la
velocidad de crecimiento posnatal. En 1a tabla | se
muestran algunas de las diferencias en la composicion
de la leche humana madura comparada con la leche de

vaca ( 2 2,

Ademés de los componentes nutricionales, la lteche
materna contiene factores inmunolégicos que protegen atl
nifio contra enfermedades respiratorias ¥ enterales ¢( 2
. En Ja tabla 2 se enlistan los factores anti

tnfecciosos de la leche materna ¢ 3,4 ).



Los sustratos para-la sintesis de los componentes
de la leche pueden obtenerse tanto de la dieta de la
madre como de la movilizacion de sus reservas
corporales (particularmente del tejido adiposo) ¢ § ).
La magnitud de esta movilizacion esté directamente
relacionada con el gasto de la lactancia r la ingesta ¢
6 - 9.

En mujeres con dietas deficientes, los materiales
proporcionados por la dieta son minimos » deben
recurrir a las reservas corporales con mayor intensidad
ya que la composicién lactea en cuanto a contenido
calorico ¥ de macronutrimentos no muestra diferencias
entre una madre bien nutrida y una mal nutrida <10~ {1
) aunque el volumen total producido es menor en mujeres
mal nutridas ( & ).

En o1 caso de las mujeres con dieta baja en
contenido proteico, debe ocurrir una movilizaciéon de
amino&cidos provenientes de la degradacion de proteinas
de 1os tejidos de la madre ya que los Ifpidos ¥
carbohidratos no pueden ser sustratos para la sintesis
de proteinas.

Se ha descrito en la literatura que por la accion
de los glucocorticoides, el maGsculo cataboliza sus

proteinas (12, 13>, esto podrf{a explicar que al menos



los aminoscidos provenientes de las proteinas
musculares pudieran ser movillizados hacia el plasma ¥
de ahf a la gléndula mamaria para la sintesis de la
leche.

Para que esto se cumpla, es necesarioc que exista
una accién concertada de estos procesos, al menos
durante 1a lactancia, ¥ para ello se requiere de la
participacién de varios factores, entre ellios y en
forma importante de las hormonas.

Por ejemplo, en la regulacién del crecimiento vy el
desarrollo de 1a glandula mamaria, intervienen varias
de ellas, ¥ la prolactina ( PRL ) es la principal
hormona que controla 1a actividad mamaria, En algunas
especies, el lactébgeno placentario ¢ LP > parece tener
un papel similar al de la prolactina yvadcmts, posee
propiedades similares a la hormona de crecimiento ¢ HC
)., Esta es responsable de 1a estimulacion de la
produccion de somatomedina ( SM > por @1 higado, la
cual junto con 1a insulina ( INS ) estdén involucradas
en la multiplicacién celular.

El ovario vy la placenta de clertas especies de
mam{ feros, secretan hormonas esteroides, estrégenos ¢
E2 ) y progesterona (Pg), que son los responsables de

la diferenciacion de la qldndula mamaria. LOs



@lucocorticoides adrenales amplifican todos los etectos
de la prolactina, las hormonas de la tiroides, pueden
ser estimuiadoras o inhibidoras dependiendo de 1a dos:s
y una hormona hipofisiaria, la oxitocina ¢ OCY), es
responsable del reflejo de bajada de la leche a través
de sSu accioéon sobre las céluias mioepiteliales de la

Qléndula mamaria ¢ fig. 1 ) ¢ 14 ),

La Prolactina tiene también un papel importante en
la producciédn de 'a leche al aumentar la sfintesis de
caseina, alfa lactalbumina y acidos grasos de cadena
media ¢ 15 - §8 ). La accidn de esta hormona podria

concertar los procesos antes mencionados.

Sin embargo no seria necesario que ta Prolactina
fuera directamente responsable de esa accion sino que
Qgenerara su efecto a través de los productos de otras
glandulas. Por ejemplo, si las glandulas suprarrenales
respondieran a las necesidades de la glandula mamaria,
la accion de Ya Prolactina provocarfa una elevacion en
los glucocorticoides circulantes, Iobque lograrfa
movilizar aminoécldos provenientes de los tejidos

periféricos.

Ya que el evento inicial para la accién de una

hormena polipeptidica involucra la unidn especifica



de esta a una molécula receptora que solo esta presente
en 1a membrana plasmitica de las células de los tejidos
blanco (19-20), se puede sugerir la presencia de un
receptor para la Prolactina en las suprarrenales, sin
descartar 1a posible presencia de un receptor en las
células musculares.

La presencia de un receptor especfifico para la
Prolactina, en el te)ido mamario fué establecida por
Turkington ¢ 21 ) utilizando Prolactina unida
covalentemente a Sepharosa y fué confirmado por
Birkenshaw y Falconer (22) por medio de
autorradiografia,

Ltos sitios receptores para la Prolactina han sido
identificados en varios tejidos entre los que se
encuentran, ademis de la glandula mamaria, el higado,
los ovarios, los testiculos, la prostata, Yas gléndulas
adrenales, ios rifiones, etc. 1o que indica que la
Prolactina interviene en el metabolismo de esos tejidos
¢ 23 - 31 ).

Sin embargo, estos receptores fueron l\ocalizados y
caracterizados en una fraccién celular de gléndula
mamaria de coneja que contenfa como contaminantes
principales aparato de Golg: ¥ reticulo endoplasmico

tanto 'iso como rugoso y no en una fraccién purificada



de membrana plasmatica, problema que representa serjos
obstéculos cuando se deses estudiar las propledades de
fracciones proteicas especfficas como son los
receptores ¥ determinar sus mecanismos de accion. FPor
1o tanto es deseable disponer de una fraccién
subcelular purificada para realizar cualgquier estudio
de este tipo.

Existen descritos en ta literatura esquemas para
tograr aislar las diferentes fracciones subcelulres de
varios tejidos, incluyendo la membrana plasmatica ¢ 32
- 42 ). Sin embargo, cuando se desea utilizar alguno de
estos métodos para alslar alguna fraccio6n de un teljido
distinto, es necesario determinar las condiciones
Optimas para la aplicacién de cada uno de 0% pasos
descritos en el procedimiento original ¥ realizar las
modificaciones necesarias.

En vista de que nuestro interes es correlacionar
en los diferentes tejidos de la rata, las variaciones
en la concentracion del receptor para ta prolactina con
el metabollsmo intermediario bajo ciertas condiciones
de nutricldh, era necesario, como un primer paso
fundamental, obtenvr las traccirones subcelulares de los
diferentes tejidos de 1a rata e identificar en estas la

fraccion enriquecida con plasmalema. @A partir de esta
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preparaciodn enriquecida puede realizarse una
purificacién de la membrana plasmatica a fin de
estudiar al receptor para la prolactina sin ta

interferencia de particulas subcelulares contaminantes.



1l - OBJETIVOS



Alslar fracciones subcelulares de la glandula

mamaria, del mdsculo y del higado de 1a rata.

Utilizando marcadores enzimiticos, Identificar la
localizacién de cada fracci6n subcelular y

determinar su pureza.

ldentificar en las fracciones subcelulares obtenidas
1a o las fracciones enriquecidas con membrana

plasmatica,

Conocer ¢l efecto del método de homogenejzacion
sobre la distribucién subcelular en los diferentes

tejidos de la rata.



il - MATERIALES Y METODOS



1.~ ANIMALES!:

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley hembras adul tas,
no virgenes, alimentadas "ad libitum® con NUTRICUBOS de

Purina y agua.

2.- OBTENCION DE LOS TEJIDNS:

Las ratas se sacrificaron con C02. Las glandulas
mamarias inguinal y pectoral, el mésculo de las
extremidades posteriovtea y ol higato, se direcsron
inmediatamente. Los tejidos se colocaron en vasos de
precipitado que contenfan solucién frfa de sacarosa
0.25M y ¢! peso de los tejidos se determinéd por
diferencia. Los teiidos se cortaron en pedazos pequenos
elimindndose ¢! sobrenadante por decantacién. Se afadio
nuevamente solucion frfa de sacarosa y se picod el
teji1du finamente. El procedimiento se repitid hasta que
¢! sobrenadante era claro.

Para evitar daffios en las actividades enzimaticas
todas los pasos stguientes fueron realizados
manteniendo e! tejido ¥ las soluciones entre 0-5 grados

C.

3.~ HOMOGENEIZACIGN:
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Se utilizaron dos métodos de homogeneizacién.
3.1, HOMOGENEIZACION EN FOTTER-ELVEHJEM:
3.1.1. HOMOGENEIZADOR:

El homogeneizador consta de un tubo de vidrio de
paredes lisas en el que se inserta un pistilo de
teflion. El tubo que se mantiene en hielo durante todo
el procedimiento se sube y se baja contra el pistilo
que glra con ayuda de un motor, hasta que todo e)
material suba forzadamente entre )las paredes del tubo y

el pistilo (Fig.2).
3.1.2. METODO!

El teJido finamente picado se colocd en el vaso del
homogeneizador Jjunto con S o 10 volumenes de solucién
de sacarosa 0.25M si se trata del misculo y del higado
respectivamente ¥ con 3 volumenes de sacarosa 0.3 si
el tejido era gléndula mamaria, E1 tiempo de
homogeneizacion variod dependiendo de la consistencia
del tejido en estudio.

Por eijemplo, el higado se homogeneizé durante 30 seg,
mientras que e) musculo ¥y la glandula mamaria se
homogeneizaron por 20 sea con intervalos de reposo de

30 seqg hasta que se acumularon 7 min. Los intervalos de
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reposo tuvieron como finalidad evitar el calentamiento
de 1a muestra y la posible pérdldu de actividad
enzimAtica. £n 10s experimentos disenfados para estudiar
especificamente Va succinato deshidrogenasa, e
homogeneizado se prepard en una soluciédn de sacarosa

0.25M adicionada de ImM de EDTA.
3.2. HOMOGENEIZACION EN POLYTRON:
3.2.1. HOMOGENEIZADOR:

El homogeneizador consta de un Jjuego de cuchillas
colocadas dentro de un cilindro de acero inoxidable
dentado en el extremo inferior. Las cuchillas giran a
velocidad graduable con ayuda de un motor. E! telido
que se va a homogeneizar se coloca dentro de un vaso de
vidrio especial. Las cuchillas se sumergen dentro del
vaso que contiene el tejido a homogeneizar y se
selecciona Ja velocidad. E) tejido es homogeneizado
cuando entra en contacto con las cuchillas y el borde

del cilindro (Fig.3).
3.2.2.METODO!

El tejido finamente picado se colocd en un vaso de
vidrio especial que se mantuvo en hielo durante todo el

procedimiento. Ya que el tratamiento es muy vigoroso,
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todos Yos tejidos se homogeneizaron sclamente durante
uh min a la velocidad 5. Los volumenes de soluciéon de
sacarosa empleados son los mismos que se mencionaran

para la homogeneizacién en Potter-Elvehjem.
4.~ FILTRACION DEL HOMOGENEIZADO:

Después de homogeneizar por cualquiera de los dos
procedimientos descritos, la preparacién se filtro a
través de una capa de organdf si se trataba de htgado
a través de dos capas de tul para el mdsculo ¥ la
Qlandula mamaria. Una fraccion de este filtrado se
conservo para las determinaciones quimicas ¥

enzimbticas.

5.- SEPARACION DE LAS FRACCIONES SUBCELULARES POR
CENTIFUGACION:

El procedimiento que se describe se realizé de
igual forma para los tres tejidos solo que en el caso
de la gléndula mamaria 1a muestra se somete a un
tratamiento previo que serd descrito en el inciso é.

El homogeneizado una vez filtrado se centrifugd a
1,000xg durante 10 min en una centrifuga Sorvall

refrigerada modelo RC-58 utilizando un rotor $S5-34, E!
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sobrenadante se decanté y se conserved para su empleo
posterior.

€l residuo que contiene principalmente los ndcleos,
1as fracciones grandes de membrana y las células
intactas se resuspendié en sacaroga 0.25M, se
homogeneizé y se centrifugd nuevamente en las
condiciones mencionadas, El! residuo ‘R!) se resuspendio
finalmente en 2 m) de sacarosa 0.25M. E! sobrenadante
de esta segunda centrifugacion se combindé con el
sobrenadante de la primera y se centrifugaron a 5,000xg
durante 10 min. E! residuo obtenido (RS) que esta
enriquecido con la fraccion mitocondrial se lavo
resuspendiéndolo en sacarosa 0.25M y centrifugéndoio
nuevamente en las mismas condiciones de velocidad y
tiempo.

EV residuo (RS) se resuspendi® en 2 ml de sacarosa
0.23M.

El sobrenadante se centrifugd a 10,000xg durante 10
min, El residuo (R10) enriquecido en lfsosomas, se lavo
de 1a misma forma que el residuo RS y finalmente se
resuspendié en 2 ml de sacarosa 0.25M.

El sobrenadante se centrifugé a 20,000xg9 durante 20
min para obtener la fraccion enriquecida en reticuio
endoplasmico liso (R20). El residuo, al igual que los

anteriores se lavé vy se resuspendio en sacarosa 0.25M.
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Finalmente el'tobrenadantl se centrifugo a
100,000x9 durante &0 min en una ultracentrifuga Beckman
modelo LB-80 usando un rotor 80Ti. El sobrenadante
obtenido es denominado fraccibdn soluble o citosol. El
residuoc se resuspendid en 2 ml de sacarosa 0.25M.

Todas lag fracciones aisladas fueron conservadas en
frio hasta realizar la determinacion de tas actividades
enzimiticas.

La figura 4 muestra el esquema de fraccionamiento
por centrifugacion diferencial que se realizéd para la
obtencién de las fracciones subcelulares de la gléndula

mamaria, el maésculo ¥ el hfigado.

4.~ TRATAMIENTO PARA LOS HOMOGENEIZADOS DE LA GLANDULA
MRXA PREVIO A EL FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR:

ta glandula mamaria contiene una gran cantidad de
1ipidos que flotan al aplicar cualquier método de
separacidn, Debido que estos lipidos al flotar
arrastran a una grap parte de 1os organelos se diseifd
un procedimiento que permitiera separar l1os tipidos,
antes de aplicar los métodos de separacioén subcelutar.

Se prepard un homogeneizado en proporcion 133 (p/v)
de glandula mamaria en sacarosa 0.33M. Tres mi del
homogene i zado una vez filtrado, se colocaron en el

fondo de un tubo sobre el cual se depositaron 2.5 ml de
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sacarosa 0.184, 1.5 m) de sacarosa 0.12M y 1.0 ml de
sacarosa 0.075M para generar un gradiente discontinuo
de sacarosa. Todas las soluciones de sacarosa contenfan
imM de EDTA. Las soluciones fueron depositadas con ta
ayuda de una bomba peristéltica (Varioperpex LKB
Produckter) para evitar que e} homogeneizado se
resuspendiera en una de las soluciones de sacarosa de
menor concentracioén,

Una vez formado el gradiente de flotacioéon los tubos
se centrifugaron durante 10 minutos a 2,000xg en una
centrifuga DAMON 1EC Div. modelo PR-J con un rotur 249
manteniendo 1a temperatura a 4 grados centigrados.
Durante 1a centrifugacioéon, los lipidos flotaron hacia
1a soluciédn de sacarosa menos concentrada ¥ pudieron
separarse facilmente con avuda de una espatula, La
sacarosa 0,075M se separd Jjunto con la capa de lipidos
por su apariencia turbia. Al volumo; resul tante se ile
agregaron 4 ml de sacarosa 0.4M con i1mM de EDTA para
obtener una concentracién final de sacarosa 0.25 (ver
figura S,

E) procedimiento de fraccionamiento subcelular que
se aplicod a este homegeneizado descremado fueé el mismo

que se describlé para el higado y el mdsculo.

7.- CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES SUBCELULARES:
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Las fracciones de 108 tres tejidos obtenidas de 1a
centrifugacion diferencial fueron caracterizadas
mediante la determinacion de la actividad de las
siguientes enzimas: la S nucleotidasa (E,C. 3.1.3.59.)
para identificar ta membrana plasmética, la succinato
deshidrogenasa (E.C. 1.3.9,9.> localizada en la
membrana interna de 'a mitocondria, 1a glucosa~
&—fosfato fosfatasa (E.C.3.3.3.9) que identifica a la
fraccion microsomal ¥ la deshidrogenasa léctica
(E.C.1.1.1.27) del citosol.

La determinacion de las actividades de V'a succinato
deshidrogenasa ¥ de la glucosa~-é-fosfato fosfatasa se
realizé el mismo dia del fraccionamiento subcetlular yva
que se observd que el congelamiento de la muestra
disminufa 'a actividad enzimdtica.

La 5*Nucleotidasa ¥ 1a deshidrogenasa lactica se
determinaron al dia siguiente del fraccionamiento, para
¢110 ¢! homogeneizado se conservé a —-20 grados
centigrados. Se ha descrito que estas enzimas son
estables por semanas en soluciones congeladas ( 43 - 44

).
7.1 .DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA S5 NUCLEOTIDASA:

Esta enzima cataliza 1a hidrdlisis del fosfato que

esteriftica 1a posicion S'de la ribosa o desoxirribosa
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en Yas moléculas de 10s nuclebtidos. Esta enzima se
asocia con la membrana citopldsmica ( 37 ),

Para Va determinaciéon se utilizé el procedimiento
descrito por Touster ¥y Aronson ¢ 34 )>.La actividad
enzimética se midié a 37 grados C en un volumen total
de 500p1 que contenia SmM de AMP,10mM de MgCl2, S0mM de
un amortiguador de glicina pH 9.1 ¥y 100ul de ia
fraccién proteica. Después de 40 min, la reacciéon se
detuvo ;&iclonundo TCA al 8%. Los tubos se
centrifugaron a 1500rpm durante 10 min y una alicuota
del sobrenadante se utilizo para analizar su contenido
de fosfato inorgénico empleando el método de Fiske y
Subbarow. Para cada fraccién se incluyd un tiempo cero.

La actividad espec{fica se expresa como pmoles de
fogsfato liberado por mg de proteina en el tiempo »

condiciones arriba indicadas.

7.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA SUCCINATO
DESHIDROGENASA 1

-

La enzima succinato deshidrogenasa transfiere
hidrogenos del &cido succfnico a un colorante de
tetrazolio, reduci¢ndolo en azul de formazan. Esta
enzima se asocia 7Oon la membrana interna de la

mitocondria ¢ 45 ).
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Para su determinacion se utilizé el procedimiento
descrito por Pennington ( 45 ), Para ello, se incubaron
durante 15 min a 37 grados C en un volumen final de 1.0
ml la fraccién proteica, un amortiguador de fosfato
S0mM, pH 7.4, 2(p-yodo fenil) 3-(p-nitroafenil)
S-feniltetrazolio C(INT)» 0.1%, succinato de sodio SOmM y
sacarosa 25mM. La reaccion se detuvo con TCA al 104 vy
se adicionaron de 2.0 a 4.0 ml de acetato de etilo para
extraer el formazan producido. Después de mezclar
vigorosamente, la mezcla se centrifugé a 1500 rpm
durante 10 min. La densidad Optica de la fase de
acetato de etilo se midid a 490nm y la actividad de la
enzima se calculd utilizando el coeficiente de
extincion molar del form§zan (20.1 X 10 3.

La actividad ecpecifica se expresa como nmoles de
formazan producido por mg de proteina en las

condiciones mencionadas.

7.3.DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA DESH1DROGENASA
LACTICA:

En este ensayo se aprovecha la propiedad de esta
enzima del citoplasma para catalizar en forma
reversible la oxidacién del 4cido liactico, empleando
los hidrégenos del NADH.

Para ello, se colocaron en una celda de lcm de via

dptica ¥ de 3.0 ml de capacidad, lOQyI de piruvato de
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sodio 0.01M, IOU’JI de NADH 2mM, 1.0 ml de amor tiguador
de fosfatos 0.iM, pH 7.4, 100~200)Jl de la solucién
proteica y agua destilada para obtener un volumen fina
de 3.0ml, Se determiné la disminucién de la densidad
é6ptica a 340 nm durante 3-5 minutos. La actividad de la
enzima se calcula utilizando el coeficiente de
extincion molar del NADH (4,22X10 3) ¢ 43 ).,

La determinacion para cada muestra se reallzé por
duplicado.

La actividad especi{fica se expresa como nmoles de
NADH oxidado por mo de proteina en un min en las

condiciones indicadas anteriormente.

7.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA
GLUCO0SA-4—FOSFATO FOSFATASA:

Esta enzima cataliza la hidrélisis del fosfato que
esteriffca el hidroxilo & de la glucosa é~fosfato. La
enzima se localiza en el retficulo endoplasmico ¢ 38 >,

Para su determinacion se utilizé ¢1 método
descrito por Aronson y Touster ( 37 ). En un volumen
$inal de 500}:! se incubaron durante 60 min a 37 grados
c, IOOPI de glucosa é-fosfato 0.1M, pH 4.5, 250yl de
amortigquador de histidina 3SmM, pH 6.5, SOrl de NaF

10nd1 100’” de la fraccibu protejca.
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La reaccién se detuvo adicionando 2.5ml de TCA al
8% v los tubos se centrifugaron durante 10 min a 1,500
rpm, De los sobrenadantes se tomaron alfcuotas para
determinar en ellos, por el método de Fiske y Subbarow,
1a cancentraciéon fostato inorgdnico liberado.

Cada determinacioén se realizé por duplicado ¥ se
incluyd un tiempo cero para cada fraccioén.

La actividad especifica se expresa como nmoles de
fosfato liberado por mg de proteina en el tiempo y

condiciones descritas.

8.-CUANTIFICACION DEL FOSFATO INORGANICO:

Se utllizéd el procedimiento descrito por Fiske »
Subbarow ¢ 46 ».

El método consiste en hacer reaccionar el fosfato
inorgénico, en medio &cido, con acido molfbdico para
formar un compuesto de &cido fosfomolibdico, el cual se
reduce con dcido l-amlno—2-naftol-4-sulfénlco, para
formar una sustancia de color azul intenso 1lamada azutl
de mol ibdeno.

Se construy6 una curva patron, que contenfa
concentraciones de fosfato inorganico entre 0.15 a

1.5uM.
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7.~ CUANTIFICACION DE PROTEINAS:

Se determinéd la concentracion de proteina
utilizando ¢! procedimiento descrito por ltzhaki ¥y Gill
¢ 47 .

E! método se basa en la mediciéon de la absorcitn en
1a regioén ultravioleta del complejo formado entre fa
proteina v e? Loprn en una solucién de sulfato de cobre
0.21% en hldrot(ldo de sodio 30%.

Cada fraccién se diluyd en diferente proporcioén con
agua destilada, para tener densidades Opticas dentro de
1os 1imites de sensibilidad de 1a curva estandar. Un m!)
de cada dilucion se hace reaccionar con la solucién
alcalina antes mencionada. Una vez que la proteina
reaccliond con el cobre durante 10 min, 'a mezcla de
reaccion se extrajo con 2 ml de tetracloruro de carbono
para eliminar los Ifpidos que pueden interferir en la
determinacion,

La curva esténdar se elaboréd usando albdmina sérica
bovina en un intervalo de concentraciones de 0,1 a 1.0

mg/mi ,



IV - RESULTADOS
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1.~ SEPARACION DE LOS LIPIDOS DEL HOMOGENEI2ADOC DE LA
GLANDULA MAMARIA:

En los primeros intentos para obtener fracciones
subcelulares de la glandula mamaria, se presentd el
problema de que los Vipidos del tejido, al fiotar,
arrastraban consigo a las particulias subcelulares de
manera que al realizar 1a centrifugaciéon diferencial no
era posible obtener residuo algunoc.

Por 10 tanto para aislar las fracciones
subcelutlares, fué necesario disefiar un procedimiento
que sin dahar los organelos, permitiera separar los
1fpidos del tejido antes de realizar el

fraccionamiento.
1.1. FORMACION DEL GRADIENTE:

Ya que la capa de lipidos flotaba, se penstd en la
necesidad de colocar en su trayectoria algunos
obstaculos que impidieran que durante su migracioén
libre hacia la superficie arrastrara a tas particulas
subcelulares, Para ello se utitizaron gradientes
discontinuos de sacarosa en donde e1 homogeneizado de
1a glandula mamaria formado en una solucion concentrada

de sacarosa, se colocaba en el fondo de los
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tuboe de plastico. Sobre este homogeneizado se
depositaron varias capas de soluciones de sacarosa de
menor concentracién., Los gr;dlontes de flotacién que
inicialmente se utilizaron fueron los siguientes.
tipo 1 0.25M, 0,4M, 0.4M, 0.6M (homogeneizado)
tipo 2 0.25M, 0.4M, 0.8M, 1.0M Chomogeneizado)
tipo 3 0.25M, 0.4M, 0.8M, 1.4M C(homogeneizado)

E! gradiente se centrifugd para separar la capa
lipidica.

Si bien los tres gradientes cumplieron con el
proposi to de separar los 1fpidos, 1a recuperacioéon de
las actividades enziméticas fué muy baja. Pensando que
tas particulas y sus enzimas pueden dafarse por la
presencia de las concentraciones elevadas de sacarosa,
s¢ probé la preparacién de gradientes de sacarosa en
donde el homcgeneizado fuera preparado en
concentaciones isosmdticas de ella. Axi fué como se
oncont:o que con un gradiente de 0,073, 0,12M, 0.16M,
0,31 (homogeneizado) se podian separar los lipidos y
obtener recuperaciones de las actividades enzimaticas

mayores al 904,

1.2. TIPDOS DE ROTORES:
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Las primeras centrifugacionec se realizaron en un
rotor de Angulo fijo ¥ no fué posible separar
adecuadamente los l{pidos ra que una parte quedaba
adherida a las paredes del tubo. Esto se resolvié con
la ayuda de un rotor de columpio que permitié que la
capa de lf{pidos migrara a la superficie dejando a las
particutas subcelulares libres concentradas al fondo

del tubo.
1.3. TIEMPO DE CENTRIFUGACION:

‘Para evitar el dafo de las enzimas, se probaron
diferentes tiempos de centrifugacién esperando obtener
en el menor tiempo posible, la separaciédon de la capa
lipfdica. As{, se probaron 5, 10, 15, 20 y 30 min de
centrifugacion a 2,000 % g. E1 tiempo 6ptimo para
formar una capa compacta de lipidos, en la superficie
del gradiente, fue de 10 min. Esta capa puede ser
separada fécilmente con ayuda de una espitula. E}
exceso de lipidos adheridos a las paredes del tubo se
eliminé con un hisopo.

Se observd que empleando tiempos de centrifugacidn
mayores de 15 min, una capa de organelos comenzaba a
farmarse por debajo de la capa lipfdica. A 1os 30 min

esta capa tiene un grosor considerable. En vista de que
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retirar esta 9ltima capa puede producir pérdidas
apreciables de algunos organelos, se tomé la decision
de centrifugar todos los gradientes solamente durante
10 min.

El procedimiento resumido se describe en material

y método.

2.~ DISTRIBUCION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS:

2.1 3'NUCLEOQTIDASA:

En la flgura 6 se observa que la distribucion de la
actividad de 1a B3*Nucleotidasa en los homogeneizados
del higado muestra diferencias en relacién con el
mé todo de homogeneizacion., Cuando el tejido se
homogeneiz6 con Potter—Elvehejem, la actividad se
concentré predominantemente en los residuos 1, 20 y 100
mientras que cuando se utilizdéd el Polytron, la enzima
se distribuyd homogéneamente en todas las fracciones.

Los valores de 1a actividad especffica y del
porcentaje de actividad especi{fica relativa se muestran
en ta tabla 3. E! porcentaje de actividad especifica )

relativa es el porciento de la actividad de
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cada fraccion con respecto a la suma de actividades de

todas las fracciones.

La distribucion de la actividad de S5'Nucleotidasa
en el masculo (Fig.7> no parece mostrar diferencias
dependiendo del método usade para la homogeneizacioén,
adn cuando las condiciones fueron francamente
diferentes pues ia homogeneizacién utitizando
Potter-Elvehjem duré 7 minutos con intervalos
alternados de descanso, mientras que utilizando
Polytron solo se homogeneiz6é durante ] minuto.

Es importante observar que el mayor porcentalje de
la actividad especifica (34-36Y%) se localizé en el
residuo 100.

l.as actividades especificas y los porcentajes de la
actividad especifica relativa para el masculo, se
muestran en ta tabla 5.

La distribucion de la actividad de 5'Nucleotidasa
en la gléndula mamaria tal como se muestra en la fig 8,
tiene un comportamiento parecido a 1o que se observd
con el mascuto, en donde la distribucién se ve poco
modificada por el método de homogeneizacion. Al
utilizar ambos métodos, la actividad se hizo presente

en todas las fracciones concentrindose en los
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residuos 20 ¥ 100 (27 y 29/ para Potter y 26 y 22/ para
Polytron).

Los valores de actividad especifica ¥y los
porcentajes de la actividad especifica relativa para la

gléndula mamaria se muestran en la tabla 2.
2.2. SUCCINATO DESHIDROGENASA:

€n ios primeros estudios para establecer las
condiciones é6ptimas para determinar 1a actividad de ;n
deshidrogenasa succinica, las recuperaciones de la
actividad eran menores al 30%. Por 1o tanto se busc6 en
ta literatura algunas condiciones que permitieran
estabilizar la actividad duraﬁte los pasos de cualquier
secuencia o tratamiento. Asf, se encontro que el EDTA
parece estabilizar la enzima ¢ 45 ) por lo que se
decidi6 realizar algunos experimentos de aislamiento de
Va fraccién mitocondrial (R-5) en presencia y en
ausencia de} EDTA. También, se estudi6d, en forma
simul ténea, e efecto de la concentracion de proteina
de esa misma fraccion durante la incubacién.

La tabla ¢ muestra los resul tados obtenidos en el
homogeneizado ¥y en la fraccion mitocondrial, Se puede
observar que al realizar ta dilucitén t1:2 con sacarosa

0.25M de cada una de las fracciones, la actividad es la
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mitad de la fraccién sin diluir, sin embargo al diluir
al doble (1:4) 1a fraccibén previamente dituida ¢1:2),
la actividad es menor del 40%Z ¥ al realizar una tercera
dilucion el efecto es mayor puesto que se observa
solamente un 17/ de la actividad de la fraccion
mitocondrial. Por el contrario, realizar las tres
diluciones sucesivas de ambas fracciones con ta
sacarosa~-EDTA se afecta en mucho menor proporcién la
actividad puesto que todos 1os valores fueron

superiores al 43%.

A diferencia de 1o que se observé para la
distribucion de 1a S5'Nucteotidasa, la actividad de
succinato deshidrogenasa en higado no mostré
diferencias con el método de homogeneizacién utilizado,
encontrandose la mayor actividad (40%) en el residuo S
descrito clasicamente como fracciédn mitocondrial ¢ 38 )
(Fig 9>.

En la misma forma se distribuyo la succinato
deshidrogenasa en las fracciones subcelulares de
masculo enriqueciendo el residuo S (Fig. 10),

Las actividades especificas ¥ los porcentajes de

a
actividad especifica relativa se muestran en las
tablas 3 ¥ 5 para el hfgado » el mgsculo

respectivamente.
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La distribucién de la succinato deshidrogenasa en
la glandula mamaria mostré diferencias con los otros
teJidos. La enzima no se distribuyé en forma
predominante en una fraccién sino que se encuentra
distribuida entre las fracciones R S ¥y R 100
independientemente del tipo de homogeneizador gque se
haya utilizado.

Esto pudiera significar ta existencia de varias
poblaciones mitocondriales en 1a glandula mamaria, o
bien que el tratamiento previo del tejido para la
separacion de los lipidos pudiera afectar la densidad
de las mitocondrias. Se ha descrito que la densidad de
estos organolos'so ve modificada cuando se¢ someten a
soluciones no isosmdticas. Rossano y Jones ¢ 48, 49 )
observaron que la densidad de las mitocondrias de la
glénduia mamaria de rata disminufa cuando se
encontraban en un medio hiperténico.

Durante la separacion de los lipidos de la glandula
mamaria que se describe en este trabajo se utilizé un
gradiente de flotacion en el cual algunas fraccliones
subcelulares pueden estar en contacto con soluciones
hipoténicas de sacarosa. AGn cuando e! tiempo de

exposiciéon a este medio es breve (10 min),
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puede ser suficiente para que la densidad de las

mitocondrias sea madificada (Fig.l1).
2.3. BLUCOSA 4-FOSFATO FOSFATASAL

La distribucién de esta enzima en higado v en
masculo no mostrd diferencias con el método de
homogeneizacion.

En ¢! higado alrededor de! 50 de la actividad
especifica relativa se localizé en las fracciones 20 y
100 (Fig.12), Fracciones que han sido descritas como
enriquecidas con reticulo endoptltasmico ¢ 38, 39 .

En el méGsculo, a diferencia de 1o que se observéd
en el higado, una parte importante de l1a actividad
especifica relativa se 1ocalizé en el citosol (39 y
36%4) (Fig.13), esto significa que ambos procedimientos
de homogenelzacién son vigorosos para tejidos como es
el mdsculo rva que fraccionan el reticulo endoplésmico
en vesiculas pequetias que no son sedimientadas en 40
min a velocidades hasta de 100,000 veces la gravedad.

La actividad especifica ¥ 1os porcentaies de la ‘
actividad especifica relativa se muestran en las tablas

4 ¥ 6 para ¢l higado y el mGsculo respectivamente.
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No fué posible determinar la actividad de la

glucosa-é-fosfato fosfatasa en la gladndula mamaria.
2.4. DESHIDROGENASA LACTICA:

Esta enzima localizada en el citosol ¢ 39 ) mostrd
una distribucién caracteristica para los tres tejidos
estudiados (Fig., 14-16).,

En o1 higado ¢l 77X de 1a actividad se ubica en e}
sobrenadante al ser homogeneizado el tejido con e}
Polytron, mientras que cuando se utilizé el Potter dos
fracciones 1a R 10 y e} sobrenadante sumaron el 7&8%Z.

En ) mésculo ¥ en la glandula mamaria fué posible
detectar actividad de lactato deshidrogenasa en
fracciones diferentes del citoplasma, asi, mientras en
el mésculo el contenido de 1a actividad en las
fracclones RS, RI10, R20 y R100 alcanza valores
alrededor del 407, con una distribucion casi homogénea,
en 1a glandula mamaria se obtuvo un 497 de la actividad
para las mismas fru':cionos con predominio de la
fraccidn RS (mitocondrial) en donde se observd casi e)
257 de 1a actividad total.

L.| diferencia de estos tejidos con el higado puede
deberse a 1a presencia de vesfculas que ‘contienen en su

interior o adsorbida en la parte
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externa de su membrana, material cltoplasmico lo que
pudo modificar el patrén de distribucion caracteristico

de la enzima del citosol,

En las tablas 4, & ¥ B8 se muestran las actividades
especificas ¥ los porcentajes de actividad especiffica
retativa para el higado, el mosculo ¥ la gléndula

mamaria respectl|vamente.
3.~ RECUPERACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS:

La tabla 10 muestra los porcentajes de recuperacion
logrados en tados los txpgrimontos realizados.,

Estas recuperaclones dependieron de las
caracteristicas del tejido utilizado, La enzima con
mejor recuperacion fué la S'Nucleotidasa en donde se
logré obtener mas del 734 de 1a actividad en cualquier
tejido.

Se logrd una buena recuperaciodn de la
deshidrogenasa succinica tanto en ¢l higado como en la
gléndula mamaria, sin embargo en el misculo la
recuperacion promedio esta alrededor del 457,
probablemente debido a que se incluyen experimentos

real izados en ausencia de EDTA.
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La recuperacion mis baja fué la obtenida con 1a
glucosa-é-fosfato fosfatasa (alrededor de) 43%) tanto
en e) higado como en e} masculo,

En todos 10s casos las recuperaciones se calculan
en funcioén de la actividad mostrada por el

homogene izado total.
4.~ DETERMINACION DE PROTEINAS:

Como se indicé en material y metodos, la
concentracién de proteinas de cada fraccién fué
determinada utilizando el método descrito por Itzhaki »
Gilt ¢ 47 ).

Aunque para !'a mayorfa de 1as muestras no hubo
interferencia, las muestras de Ta qlandula mamaria
presentan turbiedad debida al alto contenido de lfpidos
de este tejido. Esta turbiedad produce una lectura
inestable en ¢l espectrofotémetro.

Para eliminar la turbidez, se traté la solucién
colorida con diferentes solventes para producir ta
solubilizacién de los lfpidos. Para ello se probaron
diclorometano, cloroformo, toluenoc, hexano y
tetracioruro de carbono, obteniendo con todos ellos dos
fases, sin embargo, la extraccién con tetracloruro de

carbono produjo e) mejor resul tado pues la fase acuosa
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puede ser obtenida con facilidad ya que e) solvente
permanece en e) fondo de! tubo. En la figura 17 se
ilustr;n esquembticamente 10s resul tados obtenidos con
los diferentes solventes,

Se confirmé, con una curva estindard, que la
extraccién con e) tetracloruro de carbono no tuve
ningdn efecto sobre el color desarrol!lado.

En las tablas 11, 12 y 13 se muestran los
porcentajes de recuperacion de proteina en las
fracciones subcelulares del hfgado, e] masculo y la
gléndula mamaria respectivamente. En todos los casos se

obtuvieron recuperaciones de mias del 90X.



V - DISCUSION
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Cuando se desean realizar estudios metabolicos con
organelos aislados, !a ruptura del tejido elegido para
obtener un homogeneizado, es un p;'o clave para e!
éxito del fraccionamiento posterior. Esta ruptura puede
realizarse por choque osmético, por vibracién o por
fuerza mecénica ¢ 36 ). .

En los esquemas para aislar tas fracciones
subcelulares de diferentes te)jidos, se describen con
detalle Ja composicién del medio de homogeneizacion, l1a
relacién del peso del tejido con el volumen del medio,
el tipo de homogeneizador empleado, la medida de!)
espacic entre el pistilo ¥ e! vaso de homogeneizacion,
e) nimero de golpes realizados, etc.

Las condiciones de homogeneizacion deben ser
suficientemente severas para romper todas las células ¥y
permitir una recuperacion adecuada de tas particulas »
a 1a vez suficientemente suaves para obtener los
organelos “intactos”.

La composicion de) medio de homogeneizacion y su
pH también son importantes ya que la presencia de iones
divalentes como el calcio vy ¢] magnesio tiende a
mantener 1as m;mbrnniz asociadas una con otra 10 que

puede afectar el procedimiento de separacion, sin
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embargo, estos iones son necesarios para estabilizar 1
membrana, ¢l ndcleo ¥ Ya unién de los ribosomas al
reticulo endoplasmico rugoso ¢ 39 ). Una disminucion e
e! pH puede hacer a )as células mis resistentes a la
homogeneizacion.

Por 10 general, ¢) soluto m&s utilizado en los
medios de homogeneizacidn para 1a mayoria de los
tejidos estudiados es la sacarosa ( 34~ 3% ), Sin
embargo, algunos investigadores prefieren el uso de
otras soluciones, asf, Neville ¢ 40 ) sugiere para el
higado la homogeneizacion en agua fria amortiguada con
1mM de NaHCO3. Este medio por ser hipotonico usa la
fuerza osmética para reducir la cantidad de fuerza
mecénica que debe aplicarse al tejido, siﬁ embargo,
debe tomarse en cuenta que en este medio los ndcleos,

las mitocondrias ¥ los }isosomas sufren lisis.
RUPTURA DEL TEJIDO:

Para evaluar 1a efectividad del procedimiento de
homogeneizacion pueden seguirse dos criterios. Si el
organelo que se decea estudiar tiene una morfologfa
caracteristica como la mitocondria, la microscopfa
electronica puede usarse para evaluar la distribucién

de esta partficula ¥ el dafio sufrido durante la
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homogeneizacion. Si la fraccién subcelular contiene
algtn compuesto o enzima caracterfistico, puede usarse
este como marcador para seguir al organelo a través de
el fraccionamiento.

Es deseable que el procedimiento de
homogeneizacién permita obtener fragmentos grandes de
membrana plasmitica, ya que en general los fragmentos
grandes de plasmalema son mids fdcilmente separados de
otros .componontes del homogeneizado mediante el uso de
gradientes de concenfracién, en cambio, 1os microsomas
que son el principal contaminante de casi todas las
preparaciones de membrana plasmatica son dificiles de
separar de las vesfculas pequefias de plasmalema ( 34,

36, 37 .

En el precente trabajo se utilizaron dos métodos
diferentes de homogeneizacion: el homogeneizador de
tipo Potter~Elvehjem y el Polytron, utilizando como
medio de homogeneizacion sacarosa 0.23M,

Como se observa en los resultados, ¢l procedimiento
de homogeneizacion puede modificar 1a distribucion de
algunas fracciones subcelulares. Al comparar los
resul tados obtenidos para la distribucion de 1a
% -lycleotidasa en el hiqado v en el mésculo se deduce

que cuando se homogeneiza un tejido suave como es el
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higado, e) método de homogeneizacién tiene gran
repercusion en la distribucién subcelular (ver fig. &),
mientras que para un tejido duro (mdsculo) el método de
homougeneizacién tiene poca influencia sobre la
distribucion (ver fig. 7)) puesto que la enzima
membranal se encuentra homogéneamente distribuida en
todas las fracciones empleando ambos tipos de

homogeneizador. Esto se resume en el siguiente esquema:

TEJIDO HOMOGENE1ZACION RESULTADOS
Potter~Elvehjem Procedimien-
to suave.
Tiempo
corto.
SUAVE
(hfoado)
Polytron Procedimien~-
° to enérgico.

Tiempo cor to.
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TEJIDO HOMOGENEIZACION RESULTADOS
Potter-Elvehjem Procedimien-
to suvave.
Tiempo

prolongado.

DURO

{mésculo)

Polytron Procedimien=
to enérgico.

Tiempo corto.

FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR:

Los componentes de una célula se pueden separar
utilizando las propiedades de las particulas tales como
1a masa, ¢} volumen, la densidad, la forma » carga.

Durante la centrifugacion diferencial es posible
sedimientar las particulas mis grandes como son los
nocleos, los fragmentos grandes de plasmalema y las
células intactas a una velocidad de centrifugQacion
relativamente baja, S la velocidad de centrifugacion

se aumenta, las mitocondrias cedimentan ¥ a velocidades
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mavores » durante periodos més largos pueden separarse
los lisosomas y vesfculas pequefias de reticulo

endopldsmnico.

Para realizar la separacion de las fracciones
subcelulares del hfgado, del mésculo » de la gléndula
mamaria se utilizaron las condiciones de centrifugacioén
que se han descrito en otros trabajos ¢ 38, 39 ),

A pesar de que existen descritos métodos para
aislar algunas fracciones de la gléndula mamaria ¢ 32,
48, 49 ), cn e¢)llos NO se Menciona que sé presenten
dificul tades debido a la gran cantidad de 1{pidos que
tiene este teiido. En nuestra experiencia fué imposible
aislar las fracciones subcelulares de !a glandula
mamaria sin antes oliminar la capa lipfdica.

El procedimiento que se disend para soﬁ.rnr los
lf{pidos de)l homogeneizado de la gléndula mamaria es muy
sencillo v requiere de un tiempo breve para su
realizacion 10 que permite conservar las actividades
enzimAticas estables. $i bien la distribucion de la
S'‘Nucleotidasa no muestra alteraciones con este
procedimiento, Y'a distribucion de la succinato
dechidrogenasa resulta afectada (Fig.1l) por 10 Que o8

necesaric ajustar las condiciones para que las
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mitocongrias recuperen su densidad caracter fetica ¥
suedan ser sedimentadas con 12 velocidad descrita

clasicamente para este propésito ( 38 ),

ANAL1ISIE DE LAS FRACCIONES SUBCELULARES:

L pureza de las fracciones subcelulares se
determina con @) uso de ensayos enzimbticos, quimicos o
con microscopia electronica. La microscopia electrénica
o8 Oti) cuando se estudian organelos conh morfologia
caracteristica como es ¢! casoc de las mitocondrias ¥
108 nécleos, pero 108 lisosomas. ¢l aparato de Golgi,
o) retficulo endoplésmico 1iso ¥ la membrana plasmética
durante l'a homogenelizacién forman vesliculas |isas que
son dificiles de diferenciar.

La medicion de 1a actividad de enzimas que estén
localizadas espectficamente en un organelo es mas
conveniente para determinar 1a contaminacion de una
éraccion dada.

AlQunas enzimas se utilizan como marcadores ¥a que
s8¢ ha estadblecido su tocatizacion celular por medio -do
técnicas histoquimicas, algunas de estas enzimas son \a
palactosidasa ¥ S*nucleotidasa para membrana
puml\ica. 18 succinato oxido reductasa para ta
mitocondria, la arilsulfatasa v 1a foséatass 4cida para

1os lisosomas, la N-acet!l=glucosamina galactosil
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transéerasa para ¢l aparato de Golgi, la
glucosa-é~-fosfato fosfatasa > 'a citocromo ¢ reductasa
insens:ible a 1a rotenona para e! reticulo endop[A|mico
y enzimas involucradas en la glucédlisis para
caracterizar e) citoplasma ¢ 39 >. En otros casos,
algun compuesto quimico localtzado principalmente en un
organelo como es el caso de DNA para el nGcleo v ¢! RNA
para los ribosomas ez utilizado para caracterizar esas

fracciones .

En e! presente trabajo se utilizé la medicion de
las actividades de enzima: caracter{sticas de cada
fraccién como indicadores de contaminacién. Para
caracterizar la membrana plasmatica se utilizé Ja
8*Nucleotidacsa, para ta fraccién mitocondrial se
Lutilizé ta actividad de succinato deshidrogenasa medida
como succinato INT oxido reductasa, para indicar
presencia de reticulo endoplasmico se utilizé ta
Qlucosa-é~-focfato focfatasa » para caracterizar el
citoplasma la actividad de lactato deshidrogenasa.

Se debe mencionar q&o aan'cuando durante el
procedimiento de fraccionamiento subcelular se evitéd el
calentamientc de las muestrac rianteniéndolas en hielo,
8lgunas enzimaz llegan a i1nactivarse como se observa at

anatizar los prrcentajes de recuperacidn
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C(tabla 10). Sin embargo sunque los rendimientos no sean
del 100% ia distribucién de una fraccién subcelular
sigue ¢! mismo patrén para cada tejido ¥ para las
condiciones de homogeneizacién utilizadas
independientemente de l, recuyperacion.

Touster ¢ 34 ) reporta recuperaciones para la
S'Nucleotidasa ¥ para la glucosa-é-fosfato fosfatasa en
higado del 100%. Aunque e¢) método utilizado para
determinar las dos enzimas es ¢! descrito por estos
autores, no se obtuvieron los mismos ron&lnlontot. Sin
embargo hay que senalar que ellos no refieren sus
rendimientos al homogeneizado total sino a la suma de
actividades de 'o que llaman fraccién nuclear y

extracto (homogeneizado sin fraccién nuclear).

La membrana p)asm}tlca tiene un papel muy
importante en ¢l metabolismo intracelular ya que ademds
de intervenir en el transporte de sustancias necesarias
para la célula mediante difusiodn, transporte activo y
endocitosis también interviene en ¢l desecho de
sustancias no deseadas (exocitosis),

La membrana plasmética estd involucrada en la
locomocién ¥y quimiotaxis de 1a célula ¥ en la
comunicacion de una célula con otra. Ademis, posee

sitios receptores para algunas hormonas, necesarios
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para que la hormona produzca un efecto desencadenando
cambios metabdlicos dentro de la célula.

Nuestro interes es utilizar al receptor de
protactina como un indice de la respuesta r_ucln la
prolactina en los diferentes tejidos de 'a rata durante
la lactancia y el destete. Por 10 anterior, es
importante establecer la metodologfa para aislar
fracciones enriquecidas de plasmalema en djferentes
teJidos Ya que a partir de estas preparaciones puede
purificarse ta membrana plasmatica mediante el uso de
gradientes de sacarosa y ser utilizadas en los estudios

del receptor para hormonas protéicas posteriormente.



VI - CONCLUSIONES



-48 -

1.~ Las condiciones de homogeneizacién repercuten
en la distribucion subcelular de las fracciones de
membrana plasmitica de! higado, pero no influyen en el

mésculo ¥ la @landula mamaria.

2.- En el higado las fracciones enriquecidas con
membrana plasmética son las obtenidas a 1,20 ¥y 100 mil
xQ (735.2% de la actividad total). Las condiciones de
homogeneizacitn que permiten obtener fracciones
enriquecidas de membrana plasmitica en este tejido son

las correspondientes al Potter-Elvehjem,

3.~ Para la gléndula mamaria » el mésculo las
fracciones enriquecidas con membrana plasmética son tas
obtenidas a 20 ¥ 100 mil xg (55,744 y $3.1%4 de la

actividad totald.

4.~ Se sugiere homogeneizar la gléndula mamaria ¥
o1 mdsculo en Polytron ya que este procedimiento
consume menor tiempo disminuyendo as{ los dafios en las

actividades enzimbticas.
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Composicion de Ya leche humana.
Factores anti infecciosos de 1a leche
materna.

Distribucion de 1a S Nucleotidasa y la
succinato deshidrogenasa en fracciones
subcetulares del hi{gado.

Distribuciéon de 1a glucosa-é-fosfato
fosfatasa ¥y de ta deshidrogenasa tictica
en fracciones subcelulares dollhlgado.
Distribucioén de Ya S*Nucleotidasa y la
succinato deshidrogenasa en fracciones
subcelulares de) masculo.

Distribucion de ta glucosa-é—~fosfato
fosfatasa ¥y de la deshidrogenasa léctica
en fracciones subcelulares de masculo,
Distribucion de 1a S*Nucleotidasa v la
succinato deshidrogenasa en fracciones
de la gléndula mamaria.

Distribucioén de 1a deshidrogenasa
1éctica en fracciones subcelulares

de 12 gl&ndula mamaria.

Efecto del EDTA en 1a actividad de la
deshiorogenasa succinica del higade

de 1a ratas.

Recuperacién de las actividades



-47 -

enzimiticas en el hfgado, el mdsculo
¥ la glandula mamaria.

TABLA 11 Determinacion y recuperacidn de
proteinas en el higado.

TABLA 12 Determinacién y recuperacién de
proteinas en el masculo.

TABLA 13 Determinacién ¥y recuperacién de

proteinas en la glandula mamaria.



TABLA 1
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COMPOSICION DE. LA LECHE HUMANA Y DE LA LECHE DE VACA

CONSTITUYENTE
(g/1)

Energfa (Kcal/l)
Protefnas totales
Caseina
Lactoalbimina
Grasa total
Lactosa

Sodio

Potasio

Calclo

F6s foro

Obtenido de (2)

LECHE HUMANA MADURA
intervalo

446-1192
7.3-20

1.6~6.8
Ah-6,0
13.4-82.0
49.0-95.0
0.030-0. 450
0.425-0.735
0.207-0.372
0.068-0,268

LECHE DE VACA
intervalo

587-876
28.16-36.76
21.90-28.0

1.40-3.3
34.00-61.0
45.00-50.0
0.392-1.390
0.380-2.870
0.560-3.810
0.560~1,120




TABLA 2
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FACTORES ANTI INFECCI0SOS DE LA LECHE MATERNA

1

Factor de crecimiento de lactobacillus bifidus.

tamunoglobulina A secretora.
Complemento ( Ct - €9 ).
Lactoferrina.
Lactoperoxidasa.

Lisozima.

Factor anti estafilococcico.
Células de la leche.

Factor Vipfdico.

Macromoléculas.
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FRACCION

TABLA 3. EFECTO OEL TIPO DE HOMOGENEIZACION SOBAE LA DISTRIBUCION OE
’ LAS DI FERENTES FRACCIONES SUSCELULARES OEL HIGADO DE LA RATA,

DISTRIBUCION DE LA 5'NUCLEOTIDASA

P 0T T ER P O LY T ROMN

Actlv. especlfica* % activ. especlf, Actlv. espaclfica & activ, especlt,
{pmolesP/mg prot.} relative {pmotesP/mg prot.) relative
n2n 1.393
1.401 18.5 1,493 .
0.550 7.34 1.437 17.5
1.094% th, 46 1.439 7.8
1.678 22,14 1.579 19.27
2.611 34,52 2. 148 26.16
0.211 2.9 0,107 1.1

DISTRIBUCION DE LA SUCCINATO

DESHIDROGENASA
P OTTER P OLYTROWMN
Activ. especlflca* % actlv. especif. Actlv. espacifica % activ. especif.
(nmoiesF/mg prot.) relativa {nmolesF/mg prot,) relativa
306.865 433.7)
5%1.93 30.2 661.45 33.4
1068, 16 59.6 134,15 57.2
73.31 4,2 120.31 6.5
55.09 3.1 31,08 1.6
46,6 2.6 17.7% 0.9
7.4 0.4 7.45 0.4

% valor promedio de 4 experimentos.
La actividad de la 5'Nucteotidasa se expresz en unoles de fosfato liberado por mg de protefna y la actividad
de succinato deshidrogenasa como nmoles de formazan producido por mg de protefna.
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TASLA 4. EFECTO DEL TIPO Dt HOMOGENEIZACION SOBRE LA DISTRIBUCION DE
LAS DIFERENTES FRACCIONES SUBCELULARES DEL HIGADO DE LA RATA,

DISTRIBUCION DE LA GLUCOSA 6-P
FOSFATASA

P O T TE P P O LY TR O N

FRACCION Activ, especificar % activ. especif. Activ. especifica 7 actlv. especif,
(pmolesP/mq prot.) retativa (pmolesP/mg prot.) relativa

HOMOG. 0.885 0.849

Rt 0.934 16,33 0,341 5.4

RS 0.542 9.5 0.85 14.5

R 10 1,43 25,0 - 1.201 20.4

R 20 2.58 27.6 1,488 3.0

R 100 1,235 21,6 1.605 27.3

Sn - - - -

* Valor promedio de 2 experimentos.

OISTRIBUCION DE LA DESHIDROGENASA

LACTICA
P O T T ER P O LY T R 0N
FRACCION Actlv, especlfica* % activ. especif. Activ, especifica % activ, especif.
(nmolesNADH/mg prot.) relativa (nmolesNAUH/mg prot.) relativa

HOMOG. 8.935 9.25

R1 4.603 23.6 3.093 22.6
RS - - - -

R 10 4.905 25.2 - -

R 20 - - - -

R too - - - -
Sn 9.958 51.2 10.568 77.4

* Valor promedio de 4 experimentos.

La actividad de Ia glucosa 6-P fosfatasa se expresa en umoles de fosfato |iberado por mg de protefna y la
actividad de la deshidrogenasa lictica como nmoles de NAD reducldo por mg de protefna.



FRACCIO4

0MOG,
]
H
10
20
100

VBIBT R

TABLA 5 EFECTO DEL TIPO DE HOMOGENE!ZACION SOBRE LA DISTRIBUCION DE LAS
DIFERENTES FRACCIONES SUBCELULARES DEL MUSCULO DE LA RATA.

DISTRIBUCION DE LA 5'NUCLEOTIDASA

POTTER POLYTRON
Activ. especifica® % activ, especif, Activ, especlfica % actlv, especif.
(prolesP/mg prot) relativa (pmolesP/mg prot.) relativa

0.224 0.275

0.187 12,5 0,205 12.0

0.147 9.8 0.175 10.42

0.140 9.4 0.185 10.83

0.258 17.2 0.328 19,20

0.57 35.20 0.578 33.8

0.19% . 13.0 0,234 13.7 .

% Valor promedio de 14 experimentos.

FRACCION

0M0G .
1
5
1
2

0
0
100

]

DISTRIBUCION OE LA SUCCINATO
DESHI DROGENASA

POTTER POLYTRON

Activ. especfficat § activ, especif, Activ, especlfica % activ. especif.
{nmolesF/mg proc) relativa {nmolesF/mg prot) relativa
90.375 13.9
92.92 13.89 95.9 15.8
388.20 58.0 371.99 60.7
77.82 11.64 68,49 11.18
67.42 10.1 52.62 8.59
34.48 5.15 17.91 2.42
7.99 1.19 4.5 3.7

* Valor promedio de 10 experimentos,



TABLA 6 EFECTO DEL T!PC DE HOMOGENEIZACION SOBRE LA DISTRISUC ION DE LAS
DIFERENTES FRACCIONES SUBCELULARES DEL HUSCULO DE LA RATA.

DISTRIBUCION DE LA GLUCOSA-6-P

FOSFATASA
PUTTER POLYTRON

FRACCION  Actlv. especlflcar 2 actlv. especif. Activ, especlfica % activ. especif.

(nmolesP/mg prot) relativa (nmolesP/mg prot) relativa
HOMOG . 57.835 74.85
R 1 - -~ 23.075 1.5
RS 28.58 14,2 26,845 8.7
R 10 29.38 14,6 4h, 265 1h. 4
R 20 26,285 13.0 hbo 14 14,4
R 100 39.505 19.6 56.795 18.5
Sn 77.685 38.6 112.055 36.5
* Valor prowedio de 2 experimentos.

DISTRIBUCION DE LA DESH!DROGENASA
LACTICA
POTTER POLYTRON

FRACCION Activ. espsclficar 2 activ. especif. Activ, especifica % activ. especif.

(nmolesNADN/mg prot)  relativa {nmolesNADH/mg prot}  relativa
HOMOG. 40.82 34,47
R 15.31 12,8 21.05 16.9
RS 4. 64 12.2 2.1 9.7
R 10 9.54 8.0 8.1 6.5
R 20 10.178 8.5 8.9 7.1
® 100 19.47 16,2 19.46 15.5
Sn 50.7 42.3 55.67 (TR }

* Valor promedio de 4 experimentos,
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TABLA7 EFECTO DEL TIPO DE HOMOGEME(|ZACION SOBRE LA DESTRIBUCION OE LAS
DIFERENTES FRACCIONES SUBCELULARES DE LA GLANDULA MAMARIA DE LA RATA.

DISTRIBUCION DE LA S'NUCLEOTIDASA

POTTER
FRACCION  Activ, especifica* & activ, especif,
(pmotesP/mg prot) relativa
HORIG. 1.878
R 0.871 10.24
RS 0.995 1.7
R 10 0.3885 10.4
R 20 2.299 27.03
R 100 2,004 28.73
Sn 1.012 11.0

POLYTRONW

Activ. especlifica € activ. especif,

()—olesP/mg prot) relativa
1.912
1,344 1.9
1.643 15,6 &4
1.469 13.98
2.699 25,69
2.285 21.75
1,068 10.16

DISTRIBUCION DE LA SUCCINATO

DESHIDROGENASA
POTTER
FRACCION Actlv. especifica ¥ activ. especif.
{nmolesF/mg prot) relativa
HOMOG . 20.79
L} 1.s8 7.89
RS 35.86 24,43
R W0 29.67 20.21
A 20 29.2 19,89
& 100 37.48 25.53
Sn 2,99 2.04

* Valor prosedio de & experimentos.
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POLYTRON

Activ. especifica T activ. especif.

(nmolesF/mg prot) relativa
21.38
9.95 5.85
49,43 29.38
36.67 21.58
35.28 20.58
35.28 20.76
3.13 1,84



TABLA 8 EFECTO DEL TIPO DE HOMOGENEIZACION SOBRE LA DISTRIBUCION
DE LAS FRACCIONES SUBCELULARES DE LA GLANDULA MAMARIA.

DISTRIBUCION DE LA DESHIDROGENASA

LACTICA

POTTER POLYTRGON
FRACCION  Activ. especifica* % activ, especif, Activ. especifica % activ. especif.

(nmo 1esNADH/mgprot ) relativa (nmolesNADH/mg prot) relativa
HOMOG. 7.999 . 7.17
R 1 5.46 21,6 5.717 20.6
RS 5.947 23.5 7.24 26,1
R 10 2,197 8.7 2,193 7.9
R 20 1.953 7.7 1.993 7.2
R 100 2.483 9.8 2,305 8.4
Sn 7.213 28.6 8,327 30.0

* Valor promedio de 3 experimentos.
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TABLA9 EFECTO DEL EOTA EN LA ESTABILIDAD DE LA ACTIVIDAD DE LA DESHIDROGENASA

SUCCINICA DEL HIGADO DE LA RATA,

HOMOGENEZIZALO TCTAL

RESIDUC MITOCONURIZLL

SACAROSA % SACARCSA % SACRROSA % SACAROSA| %

EDTA EDTA

;;;fum 269.45 374,12 592.32 334,41
12 132.93 ) e | ¥ 383,84 4 e | 47
14 48.95 ¥ 81.79 49 115,62 30 169.95 44
18 15.92 32 35.02 43 19, 9 17 86.76 51

£1 homogeneizado y la fraccion RS fueron preparados en la forma
descrita en material y métodos empleando sacarosa 0.25M adicionada de EDTA,
Las diluciones se realizaron con las mismas soluciones. Las actividades
estin representadas como nmoles de formazan producido en !5 min de

incubacion.
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TABLA 10 RECUPERACION DE LAS ACTIVIDADES ENIIMATICAS EN LOS DTFERENTES TEJ100S.

S'NUCLEOTIDASA
HI1GADO MuscuLo GLANDULA MAMARTA
¥ exp. § recuperacidn® # exp., % recuperrcidn ¥ exp. § recuperacibm

POTTER 4 83.32( 8.69) 14 91.81(21.53) 4 87.44(10.42)

POLYTRON 2 72.87( 2.21) 13 96.41(21.08) ? 99.65( 7.57)
SUCCINATO DESHIDROGEWASA

POTTER 4 83.06(14.72) 10 66.54(28.73) 4 94.30(11.31]

POLYTRON 2 82.40( 4,10} 9 65.37(13. 34) 4 89.40111.31)
GLUCOSA-6-FOSFATO FOSFATASA

POTTER 2 66.44( 1.18) Z 61.80{ 3.39)

POLYTRON 2 68.40( 4.10) 2 63.41(13.85)

LACTATO DESHIDROGENASA

POTTER 4 70.28{20.36)
POLYTRON 4 65.11(22.78)

75.27(16.14) 3 £3.62(16.51)
83.20( 7.98) 3 96.50(22.19}

LN

® § necuperacibn promedio. ( ) Desviacitn estandard.
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FRACCION

1
RS
] 10
R 20
R 100
Sn

TABLA VIDETERMINACION Y RECUPERACION DE PROTEINAS EN HIGADO

POTTER?®

mg prot./ml

21.37(4.07)
33.52(5.97)
22.30(7.09)
12.98(2.86)
14.68(3.61)
19.46(5.75)

9.82(1.48)

mg prot. total

587.99(123.32)

150.92(32.07)
58.87(15.90)
29.23(6.74)
32.75(8.54)
48.06(16.67)

300.52(70.62)

* Valores promedio de 10 experimentos.

*% Valores promedio de 6 experimentos.

% recuperacidn

107.17(18.63)

()

POLYTRON #

ng prot./m!

22.39(3.32)
30.31(7.7%)
26,46(8.64)
17.86(1.92)
17.36(4.09)
19.39(5.41)
10.28(1.07)

desviacién estandard.

mg prot. total
594.34(100.48)
121.29(48.75)
78.13(37.13)
42.10(7.10)

38.41(11.02)
45.86(17.2)

274.47(49.02)

Zrecuperacién

101.26411.36)



FRACCION

Homog.
R 1

R 5

R 10

R 20

R 100
sn

TABLA 12 DETERMINACION Y RECUPERACION DE PROTEINAS EN MUSCULO

POTTERGH* POLYTRUN =
mg prot./ml mg prot. total % recuperacion mg prot./ml mq prot. total
39.28(8.94)  968.03(210.57)  93.26(14.29) 41.77(6.19) 1072.44(175.78)
39.44(14.07) 392.92(148,21) 44, 48(11.49) 556.62(207.05)
14.64(2, 35) 34.52(7.33) 16.54(5.42) 39.51(17.50)
11.74(1. 44) 24,27£3.69) 11.43(2,21) 22.97(2.40)
12,02(1.28) °  24.37(2.52) © 11.80(1.53) 23.43(3.06)
16.10(1.95) 37.58(6.09) 14,75(4,17) 33.55(9.34)
13.49(1.63) 377.25(59.89) 13.50(1.62) 349.31(59.0)

* Valores promedio de 14

%% Valores promedio de 14

experimentos. { ) desviacién estandard.

experimentos,
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% recuperacién

96.22(15.75)



FRACCION

R 1
RS
R 10
R 20
R 100
Sn

* Valor promedio de 6 experimentos. |

TABLA 13. DETERMINACION Y RECUPERACION DE PROTEINAS EN GLANDULA MAMARIA

P OT T E R *

mg prot./ml

12.56(2.09)
12.17(1.67)
8.53(1.09)
8.86(1.53)
8.58(0.99)
9.4(0.7)
9.3710.56)

mg prot. total

211.73(31.41)
33.26(7.62)
17.91(2.61)
17.02(3.90)
15.76(3.29)
18.13(3.18)

166.67(37.57)

4% Valor promsdio de 5 experimentos.

P O L Y

% recuperaclién ag prot./ml

116.77010.51)  13.08(1.79)
14.73(4.57)
9.55(0.41)
8.80(1.06)
B.63(0.81)
9.84(0.75)
9.40(0.42)

) desviaclén estandar.
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T R O N #**
mg prot. total

236.17(55.39)
46.21(17.92)
23.70(2.81)
17.14(5, 18)
15.86(3.99)
18.93(3.53)
164.09(54.95)

T recuperac in
113.90(18.72) .
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Hormonas que intervienen en ol
crecimiento ¥ desarrolio de la
gl&ndula mamaria.

Homogeneizador de tipo Potter-—
Elvehjom.

Homogeneizador de tipo Polytron.
Esquema de fraccionamiento subcelular.
Gradiente discontinuo de sacarosa.
Distribuciéon de S5*Nucleotidasa en
fricciones subcelulares del higado.
Distribucion de S‘Nucleotidasa en
fracciones subcelulares de mGsculo.
Distribucién de 5* Nucleotidasa en
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mamaria.
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de! higado.
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Distribucion
fosfatasa en
Distribucion
fosfatasa en

Distribucion

de la glucosa-é-fosfato
fracclones de ¢) higado
de la glucosa-é6~fosfato
fracciones de musculo.

de la deshidrogenasa

léctica en fracciones de higado.

Distribucién

de la deshidrogenasa

tactica en fracciones de mésculo.

Distribucién

de la deshidrogenasa

l4ctica en fracciones de glandula

mamaria.

Solventes utilizados en la deter-

minaciéon de proteinas.
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SVININVE

MULTIPLICACION
CELULAR

SINTESIS DE
LiriDOS
SINTERIS

SINTESIS DE
O« PROTEINAS LACTOSA

FIG.1 HORMONAS QUE INTERVIENEN EN EL CRECIMIENTO Y
DESARROLLO DE LA GLANDULA MAMARIA.
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F16.2 HOMOGENEIZADOR DE TIPO POTTER- ELVEHJEM,

A: VASO DE HOMOGENEIZACION.
8: MOTOR.

C: PISTILO DE TEFLON.
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F1G.3 HMOMOGENEIZADOR DE TIPO POLY TRON.

A: CILINDRO DE ACERO INOXIDABLE QUE CONTIENE LAS
CUCHILLAS DEL. HOMOGENEIZADOR.

8: BORDE DENTADO.

C: MOTOR DEL. HOMOGENEIZADOR.

0: CONTROL DE VELOCIDAD.

E: SOPORTE DEL HOMOGENE!ZADOR.
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TEJIDO
o= FOTTER_ELVBUBM

HEMOGENET ZACION
T~ rouyrrow

FILTRACION

1,000x g 10 min.

TR0

5,000xg 10 min

1zacibn
1,000xg 10 min

10,000xg 10 min

R1 R 10 sn
/ 20,000xg 20 min
R 20 Sn
/ 100,000xg 60 min
R 1000
CITOSOL

F10. 4 ESQUEMA DE FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR POR
CENTRIFUGACION DIFERENCIAL .

n material y método se describe detalladamente el
procedimiento para realizar el fraccionamiento. Et
indico de Ja letra R Indica Ya velocidad de
centrifugacion por mil & 1a que se obtuvo.ese residuo.

Sn= godrenadante,
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GLANDULA MAMARITA

SACAROSA  0.0075 M

SACAROSA 0.12 M

SACAROSA 0.18 M

IOMOGENEI ZADO EN
SACAROSA 0.3 M

CENTRIFUGAR 10 MIN A 2,000 x g

RETIRAR LOS LIPIDOS

ANADIR SACAROSA 0.4 M
RESUSPENDER

F1G. S GRADIENTE DISCONTINUO DE SACAROSA EMPLEADO FARA
SEPARAR LOS LIPIDOS DEL HOMOGENEIZADO DE LA GLANDULA
MAMAR!IA.

En material ¥y método se describe el procedimiento

completo,



fer :
, i
A sininln
-
734
N 1 8 10 20 100 Sn N 1! 3 10 20 OO Sn
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DICLOROMETANO HEXANO

t

TETRACLORURO DE TOLUENO
CARBONO

FI16. 17 SOLVENTES USADOS PARA EXTRAER LOS LIPIDOS EN

LA DETERMINACION DE PROTEINAS,
La parte sombreada representa l1a fase ho acuosa.
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