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INTRODUCCION

La secrecion de la leche es una de las caracteristicas de los mamiferos por lo
que la presencia de las glandulas mamarias es uno de los criterios importantes que
distingue a esta clase. A pesar de que la ubicacion y la forma de las glandulas
mamarias difiere de una especie a otra, los mecanismos de produccion de la leche

son notablemente similares ( 1).

1. Anatomia de ia gianduia mamaria
La glandula mamaria humana esta compuesta de 15 a 20 iébulos, cada uno
formado de varios lobulillos que contienen grupos de alveolos , los cuales secretan
la leche . Los alveolos se unen por pequeiios ductos quée forman los conductos
galactéforos o lactiferos . Cada conddcto se ensancha bajo la arecla pigmentada
para formar un seno galactéforo el cual se abre directamente en la superficie dei

pezon.

2. Sintesis y secrecion de la leche
La lactancia involucra : La sintesis de los componentes de la leche en las

céiulas alveolares, la expuision de la leche de los alveolos hacia los conductos



(mediante la contraccion de las células micepiteliales que hay alrededor de ellos ),
el paso de la leche hacia los senos galactéforos , en donde se almacena, y la
produccion y liberacion continua de la leche durante el periodo de amamantamiento
(2).

El efecto de la lactancia sobre el organismo materno sera referido Unicamente al
caso de la rala, por ser nuestro modelo experimental.

Con el inicio de la lactancia |a mayoria de los tejidos matemos sufre adaptaciones

que les permiten sostener las demandas de este proceso (3).

3. Efecto de la lactancia en ia fisiologia materna.

Durante la lactancia ocurren varios cambios fisiolégicos en el organismo materno
que incluyen un incremento de 57% en el gasto cardiaco, la hipertrofia del higado,
el corazén, el intestino y de la gléndula mamaria (4) y también un incremento de
300% er; la ingesta de alimento en relacion a la ingesta de ratas no embarazadas
no lactantes (5).

Canas y col. () atribuyeron ei incremento en el peso del higado, el intestino y el
corazon en las ratas lactantes al aumento en el consumo de alimento; cconcluyendo
que el 25% del incremento en los requerimientos de energia en la rata lactante era

debida, en parte, al aumento en el peso y la actividad metabdlica de esos drganos,



4, Efecto de la lactancia en el metabolismo de los tejidos maternos.
También, durante la lactancia, se producen profundas alteraciones en el
metabolismo de los tejidos de {a rata, siendo el resultado neto de estos cambios
que una alta proporcion de los sustratos disponibles en la circulacion (glucosa,
triacilglicerales, acidos grasos no esterificados y cuerpos cetdnicos), sean

*dirigidos” hacia la gléndula mamaria para la produccion de leche (4).

4.1 La glandula mamaria.

La glandula mamaria funcional es uno de los tejidos més diferenciados y
metabdlicamente més activo en e cuerpo (3). Durante la lactancia la gléndula
mamaria requiere de sustratos para ia produccion de los componentes de la leche,
entre otros la iactosa, la caseina y loa Kipidos. Parte de! incremento en los
requerimientos de sustratos debe ser satisfecho por el aumento en la ingesta de
alimento pero otre debe serio por cambios en el metabolismo de los principaies
tejidos maternos. |

Se ha estimado que durante la mixima produccion de leche ia ingesta de
gluobu por la gléndula mamaria es de alrededor de 5.4 g/24 h, de los cuales utiliza
aproximadaments 7 mmohof24 h para la sintesis de lactosa y el resto para Ia

lipogénesis (7).



La velocidad de la lipogénesis tomando como base un gramo de tejido es cinco
veces mas grande que la del higado (8). El resto de los lipidos de la leche proviene

de triacilgliceroles y dcidos grasos no esterificados tomados de la sangre (9).

42 El higado.

El -higado incrementa su peso en un 40% durante la lactancia, siendo

aoomb.hdn esta hipertrofia por cambios en la actividad de enzimas involucradas
tanto en e metabolismo de los lipidos como de los carbohidratos.
La aclividad de la glucocinasa se incrementa en la mixima lactancia mientras que
la ‘actividad de las enzimas claves en la gluconeogénesis permanecen constantes,
como @3 el caso de la giucosa-6-P fosfalasa o bien disminuyen como lo muestran
la piruvato carboxicinasa y la piruvato carboxilasa, lo cual sugiere que la glucélisis
esti incrementada en el higado de la rata lectante (10).

Como sabemos, un papel importante de ia giucdlisis hepitica es la de
suministrar étomos de carbono para la sintesis de los écidos grasos; dos de las
principales enzimas que participan en la lipogénesis, como son la ATP- citrato liasa
y la acetil-CoA carboxilasa incrementan su actividad en el higado en la maxima

lactancia (11).



Las modificaciones en el metabolismo de lipidos, en el higado de la rata
lactante, no se limitan a un incremento en la sintesis “de novo” de los acidos grasos
sino que, en hepatocitos aislados de ratas lactantes, se observa que una alta
proporcion de los acidos grasos de cadena larga, como el oleato, es convertida a
triacilgliceroles y en menor proporcion a cuerpos cetonicos (12).

Por lo tanto, el resultado neto de los cambios en el metabolismo hepatico durante

la lactancia es un aumento en la secrecion de los triacilgliceroles que son formados

gracias a la sintesis de aécidos grasos a partir de glucdgeno o glucosa o por la

esterificacion de dcidos grasos de cadena larga provenientes del tejido adiposo.

43 Tejido adiposo blanco.

Durante la lactancia disminuye la velocidad de lipogénesis en el tejido adiposo
blanco (8). De la misma manera, la actividad de la lipoproteina lipasa disminuye en
el parto y permanece baja a través de la lactancia (13). En contraste, aumenta la
lipolisis en la rata lactante (14).

El resultado neto de estos cambios es que, durante la lactancia se liberan hacia

el torrente sanguineo, acidos grasos no esterificados y glicerol.



4.4 Tejido adiposo pardo.

Durante la lactancia el peso del tejido adiposo café interescapular no se
incrementa a pesar de la hiperfagia mostrada por la rata y la velocidad de
lipogénesis de este tejido no sufre incremento en respuesta a una carga
intragastrica de glucosa (la rata no lactante aumenta 10 veces la lipogénesis en

respuesta a la misma situacion) (15).

4.5 Intestino delgado.

El intestino deigado de la rata incrementa su peso y longitud durante Ia lactancia
(16), se observa una hiperplasia del epitelio de la mucosa y un incremento en la
absorcion total del intestino. Sin embargo, la capacidad de absorcién para los
monosacaridos y 108 aminodcidos, por unidad de area del intestino se encuentra
disminuida (16).

Se sabe poco de las propiedades metabdlicas de la mucosa intestinal de las
ratas lactantes, sin embargo, se ha observado un incremento en ia actividad de las
deshidrogenasas de la glucosa-6-P y del dcido isocitrico (17). Las dipeptidasas,
enzimas importantes en las etapas finales de la digestion de proteinas, incrementan

su actividad durante la lactancia (18).



4.6  Muasculo.

Se ha observado que durante la lactaﬁcia en varias especies de mamiferos,
incluyendo al hombre, existe una pérdida de masa proteica muscular (ratas,
ratones, ovejas, vacas y cerdos). Esta observacion es controvertida.

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio confirman esa pérdida de masa
proteica en el musculo de ratas lactantes en la etapa de mdxima produccion lactea
(19), siendo la pérdida menor al final de la lactancia; encontrando, ademds, una
disminucién en la concentracion de RNA. Cuando se midi6 la velocidad de sintesis
proteica, no se encontraron éambios durante la lactancia (20). La combinacion de
estos resultados permitio sugerir que, durante la lactancia en la rata, la hidrolisis
de [as proteinas es el principal componente regulador del recambio de proteinas en

el musculo (21).



ANTECEDENTES

1. La pérdida de masa proteica muscular en la lactancia

Diferentes investigadores han observado, durante la lactancia, una pérdida de
masa proteica muscular en diferentes especies de mamiferos, ya sea estudiando el
contenido de proteina en el carcass o en el misculo.

Moore y Brasel (22) estudiando la composicidn del carcas de ratas lactantes,
encontraron que en el dia 21 de lactancia el contenido del peso seco libre de grasa
(cuyo componente principal son proteinas) disminuy6 significativamente cuando se
comparaba con el contenido en ios controles no embarazadas no lactantes,

Posteriormente, Glore y Layman (23) observaron que durante la lactancia en
ralas con una ingesta restringida del 45%, se mdviuzaron las reservas corporales
de lipidos y proteinas para satisfacer ia gran demanda de energia y proteinas,

Observaron, también, que el contenido de proteinas, RNA y el didmetro de las
fibras del misculo esquelético se redujeran significativamente en respuesta a la
restriccion alimentaria durante la lactancia, pero el contenido muscular de DNA y el
numero de fibras permanecieron inalterados.

En un estudio realizado por Bryant y Smith (24) en ovinos, se investigo el efecto

de la lactancia en la sintesis de proteinas del miscuio esquelético.



Encontraron que entre los 16 y los 21 dias post-parto, el peso humedo de los
musculos largo dorsal y semitendinoso eran mas bajos (37 y 28 %,
respectivamente) que los de las ovejas no lactantes. Ambos musculos
recuperaron su peso en las etapas tardias de la lactancia. EI contenido de
proteinas y RNA totales de esos musculos disminuyd ( cerca del 40 y 48 %,
respectivamente ) en relacion al contenido en los animales no lactantes y la sintesis
de proteinas se vio disminuida entre los 16 y 21 dias de la lactancia. Observaron
también, una reducciéon pequefia pero significativa en el contenido de peso seco de
ambos musculos al inicic de la lactancia. Sus resultados sugieren que la masa
muscular materna sufre una reduccion controlada durante la lactancia.

Ettiene y col. (25) observaron una pérdida de 10 kg de tejido muscular en cerdos
hembra primiparas durante las tres primeras semanas de lactancia.

En los estudios resefiados se muestra una pérdida de proteina muscular durante
la lactancia, efecto que se acentia especialmente si los animales se someten a una
restriccion alimentaria. Sin embargo, existen otros estudios en los que no se
observo esa perdida de masa proteica muscular.

En el estudio realizado por Jonhson (26) se analizaron los posibles cambios en
la composicion corporal de ratonas durante el embarazo, la lactancia y el destete.

Al analizar el carcas se observé que los animales acumularon peso seco libre de



grasa en todas las etapa§ experimentales. aunque el incremento fue menor gue el
logrado por sus controles virgenes.

La determinacion del nitrogeno en la masa libre de grasa, mostré tanto en los
ratones de los grupos experimentales como en sus controles virgenes, la tendencia
a acumular nitrégeno a través del experimento.

Los investigadores conciuyeron que, durante la lactancia, el abastecimiento de
aminoacidos por la dieta fue suficiente para mantener la sintesis y la secrecion de la
leche y por lo tanto no fue necesaria la movilizacion de proteinas tisulares.

Siebrits y col. (27) midieron ia velocidad de recambio de las proteinas en el
musculo y el higado de la rata en la lactancia temprana ( 2 dias post parto) y en el
maximo de la produccion de leche ( 12 dias post parto), para obtener informacion
de la movilizacion de proteinas durante estas etapas, encontrando que los cambios
en el metabolismo de proteinas en el masculo durante ia lactancia son pequenos y
que la proteina muscular no contribuye significativamente con las necesidades de
aminoacidos para la sintesis de proteinas de la leche.

Kanto y Clawson (28), realizaron un estudio en ratas embarazadas y lactantes,
un grupo de las cuales fue alimentada a libre demanda y el otro restringido al 60%.
Los resultados mostraron una pérdida de grasa corporal durante la lactancia,
indépendientemente de la dieta recibida.

Los cambios en la proteina corporal, durante la lactancia, fueron minimos.
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Remesar y col. (29) estudiaron los cambios en el tamaiio y la composicion de
algunos érganos de la rata durante el ciclo de reproduccion, encontrando que el
contenido de DNA en el musculo estriado disminuyd al final de la lactancia,

- mientras que el contenido de proteinas, se redujo ligeramente al inicio de la
lactancia. pero se recupero al final de esta etapa.

Millican y col. (30) investigaron, durante el embarazo y la lactancia, los cambios
en la velocidad de sintesis proteica del higado, el musculo y el intestino del raton.
Los resultados indican que no hay pérdida de proteina corporal total durante la
lactancia y no apoyan la sugerencia de que el musculo sea una reserva de
proteinas.

De Santiago y col (19) encontraron una diferencia significativa (p<0.001) en el
contenido de proteinas del misculo de las ratas madres en el dia 12 de lactancia
(1145 £ 317.5 mgltejido total) respecto al de sus controles virgenes pareados en
edad (1809.2 + 463 mg/g de tejido total).

En el dia 20 de lactancia observaron también una diferencia significativa‘(p<0.001)
en el contenido de proteinas del musculo de las ratas lactantes (1572.9 + 250.1
mg/g de tejido total) en relacion con el de las ratas virgenes (1942.8 + 270.8 mg/g

de tejido total).
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De manera similar. midieron un menor contenido de RNA en el musculo de las ratas
lactantes en los dias 12 y 21 de lactancia (12.4 + 3.3 y 16.1 £ 1.2 mg/tejido total,
respectivamente) que en el de las ratas virgenes pareadas en edad (23.1 + 3.3 mg/
tejido total).

En experimentos posteriores, De Santiago y col (20) midieron la velocidad de
sintesis proteica en el musculo de las ratas en el dia 12 de lactanciay en el de sus
controles virgenes y no encontraron diferencias significativas.

La combinaciéon de los resuitados anteriores permitio sugerir que, durante la
lactancia en la rata, la hidrélisis de proteinas es el regulador principal del recambio
de proteinas en el musculo.

La hidrolisis de proteina muscular como un medio de obtener aminodcidos para
el metabolismo del tejido y participante en el recambio de proteinas esta mediada
por proteasas (31). Entre las proteasas musculares se describen las enzimas de
origen lisosomal, cuya caracteristica principal es actuar en un pH 6ptimo acido, y
otras proteasas no lisosomales cuyo pH dptimo es alcalino (32).

En nuestro laboratorio se estudiaron los cambios en la actividad de una enzima

lisosomal, la catepsina D, durante la lactancia en diferentes tejidos de la rata,

observandose una actividad muy baja en el tejido muscular (33), con lo cual no se

puede explicar Ia'importante pérdida de proteinas observada en el animal en

lactancia.
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Por lo tanto pareceria factible que en este proceso participara una de las
proteasas no lisosomales que han sido involucradas en el recambio de proleinas en
el musculo. o bien en procesos donde hay una perdida importante de masa
muscular. como en el ayuno, la diabetes, el cancer, la distrofia muscular hereditaria,

y el tratamiento con glucocorticoides (34.35,36).

2. La proteasa miofibrilar
La informacién de que se dispone de la proteasa miofibrilar data de 1966,
cuando Noguchi y Kandatsu (37) informaron que la actividad proteolitica del
musculo esquelético de la rata estaba localizada principalmente en la fraccion
miofibrilar. Posteriormente dieron a conocer las condiciones oOptimas para
determinar la actividad de esa enzima, lo que parecia sugerir el descubrimiento de
una nueva proteasa alcalina en el musculo esquelético de la rata (38).

En experimentos realizados por Noguchi y col. (39) utilizando ratas en
crecimiento, se mostro que la actividad total de la proteasa miofibrilar se
incrementaba por el ayuno o por deficiencia de proteinas en la dieta, a pesar de que
ios musculos hubiesen detenido su crecimiento.

Mayer y col. (34,35,36) informaron de cambijos en la actividad de la proteasa

miofibrilar en condiciones de pérdida de masa muscular. La actividad se incremento

13



significativamente en el ayuno. en la diabetes inducida por estreptozotocina, en el
tratamiento con glucocorticoides, en la hipoproteinemia inducida por plasmaféresis o
sindrome nefrotico: estuvo presente en algunos tumores y en el misculo de ratones
con distrofia muscular hereditaria. Los resuitados mostraron un papel importante de
esta enzima en el catabolismo de las proteinas musculares.

McElligott y Bird (40) midieron la actividad de la proteasa miofibrilar en el
musculo gastronemio de ratas diabéticas, y de ratas diabéticas a las que se les
ﬁabia administrado el compuesto 48/80, el cual desgranula las células mastoideas
del tejido conectivo del misculo. Confirmaron la observacion de que la diabetes
inducida por estreptozotocina produce un incremento en la actividad de la proteasa,
sin embargo en las ratas pretratadas con el compuesto 48//80, el aumento fue
vintuaimente abolido, lo que sugeria que la proteasa miofibrilar se localiza en las
,células mastoideas y que podria ser liberada durante el proceso de
homogeneizacion y no era facil asignarle un papel especifico en la hidrélisis de las
proteinas musculares.

Edmunds y Pennington (41) midieron la actividad de la proteasa miofibrilar en
el musculo gastronemio de ratas tratadas y no tratadas con compuesto 48/80,
mostrando que el tratamiento con el 48/80 inhibe casi totalmente la actividad

proteolitica.
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Hall - Angeras y col. (42) midieron la actividad de la proteasa miofibrilar en el
musculo esquelético de ratas en las que se produjo sepsis, y dentro de las cuales
algunas recibieron 48/80. Como era de esperarse, en las ratas sépticas se observd
un incremento en la proteolisis, sin embargo, la administracion del 48/80 no tuvo
efecto sobre la protedlisis total.

Los autores proponen que varias proteasas participen en la protedlisis muscular
y que el incremento en la actividad de la proteasa miofibrilar en diferentes
condiciones de pérdida de proteina muscular, incluyendo |a sepsis, pueda solo ser
un artificio de la homogeneizacion.

Es evidente de la informacidn anterior que la participacion del catabolismo de
proteinas durante la lactancia es un tema de controversia. Para aquellos autores
cuyos datos muestran la pérdida de proteina durante la lactancia, la pérdida se
realiza en la masa magra de la cual el misculo es el componente mas importante,
por eso es importante estudiar algunas enzimas que participen en la hidrilisis de
proteinas del musculo, entre las cuales esta descrita la proteasa miofibrilar como
una de las responsables importantes en casos donde [a pérdida de masa proteica
muscular es severa, sin embargo su participacidn en esos procesos también es

controvertida.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
No se ha podido dar una explicacion completa de como ocurre la pérdida de
masa proteica muscular observada en la rata durante la lactancia por diferentes
investigadores. Se ha sugerido que en esta condicion el catabolismo de las
proteinas regula el recambio de proteinas en el misculo. Ya que la proteolisis por
enzimas lisosomales es baja durante la lactancia, es necesario estudiar la

participacion de enzimas del compartimento citoplasmatico.

OBJETIVO

Medir la actividad de la proteasa miofibrilar como un posible indicador de la

hidrélisis de proteinas en el musculo de la rata lactante.

OBJETIVO ESPECIFICO
Estudiar las variaciones en los niveles de la enzima en el musculo de las ratas

en los dias de maxima produccién lactea (dia 14), al final de la lactancia natural (dia

21) y en una lactancia prolongada (a los 28 dias).
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MATERIAL Y METODOS

1. Animales

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley de 16 semanas de edad,
. con pesos entre 240 y 280 g, obtenidas del bioterio del Centro Médico Nacional
Siglo XX del Instituto Mexicano del Seguro Social, las cuales fueron incluidas
aleatoriamente en cuatro grupos: Grupo 1) Ratas lactantes en el periodo de
méxima produccion de leche (dia 14 de lactancla, L-14). Grupo 2) Ratas en la
parte final de la lactancia ( dia 21 de lactancla, un dia antes del destete, L-21 ).
Grupos 3) y 4) Ratas control, no embarazadas no lactantes de la misma edad que
los grupos 1y 2 ( V-14 y V-21, respectivamente ).

Las ratas fueron mantenidas a temperatura de 22°C con ciclos de luz-oscuridad
de 12h y alimentadas con una dieta no purificada de laboratorio (Laboratory Rodent
Diet, PMI Feeds Inc.) de la siguiente composicién: proteina 23 %, grasa 4.5 %, fibra
6%, ceniza 8% y minerales agregados 2.5 %.

Las ratas se cruzaron alas 16 semanas de edad con machos de la misma cepa,
la cruza duré una semana, al término de la cual las ratas fueron separadas en jaulas
individuales durante el embarazo y la lactancia, hasta el dia del sacrificio. Las ratas

parieron en la mayoria de los casos entre los dias 21y 23 de embarazo. E| dia del
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nacimiento se considerdé como el primer dia de lactancia (L-1) y la camada fue

ajustada a 8 crias.

1.1 Sacrificio
Las ratas fueron sacrificadas por medio de un golpe en la cabeza y
posteriomente decapitadas. Después del sacrificio se diseco la extremidad posterior
derecha de la rata manteniéndola en hielo hasta su uso. El sacrificio se realizd entre

las9ylas 10 h.

2. Preparacion del homogeneizado

La preparacion se realizd con ligeras modificaciones, siguiendo el método
descrito por Hall-Angeras y cols.(42). Una vez eliminada la grasa y el tejido
conectivo del musculo,se registré el peso del tejido y se picod finamente con unas
tijeras, se pesaron Sg del tejido picado y se homogeneizaron con 25 ml de un
amortiguador de homogeneizacién (fosfato monobasico de potasio 0.01 M. cloruro
de potasio 0.05 M, pH 7.7) en un homogeneizador tipo Polytron (Teckmar TR10)
durante 1 min, en-4 periodos de homogeneizacion de 15 seg con intervalos de
reposo del mismo tiempo.

Para la obtencién de la fraccién miofibrilar el homogeneizado se centrifugo a

5000 x g por 20 min (Beckman J-6B). El sedimento obtenido se resuspendié en 10

18 .



ml de la solucion de homogeneizacion y se centrifugé a la misma velocidad y tiempo
mencionados, este proceso se repitio una vez mas.

El sedimento obtenido se peso y suspendié en un volumen de amorﬁguador
equivalente a 4 veces el peso de la fraccion miofibrilar. Esta ultima suspension fue

utilizada como fuente de la enzima ( proteasa miofibrilar ).

3. Sintesis del sustrato (azocaseina)

La azocaseina fue preparada de acuerdo con el método de Starkey (43). Para
ello se prepararon dos soluciones:

Solucion A: Se disolvieron 50 g de caseinato de calcio (Novag-infancia, SA de
CV) en un litro de tetraborato de sodio 50 mM, la mezcla se mantuvo en agitacion
durante toda la noche. Después el pH fue ajustado a 9 con hidréxido de sodio y el
material insoluble fue removido por centrifugacion a 9000 x g por 40 min.

Solucion B: Todas las manipulaciones se realizaron en hielo. Se disolvieron 5 g
de acido sulfanilico en 200 mi de agua afadiendo 12 ml de hidroxido de sodio 5 M.
Se agregaron 2.2 g de nitrito de sodio y se agito hasta disolverlo. Se adicionaron 18
ml de HCI 5M y se agitd exactamente durante 2 min. Se agregaron 18 ml de NaOH
5 M e inmediatamente se mezclo esta solucién con la solucién A. Esta mezcla se

mantuvo en agitacion toda la noche a 4°C.
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3.1 Purificacion de la azocaseina:
La azocaseina fue precipitada por la adicion, con agitacion constante, de un
amortiguador de formato de sodio-acido formico 5 M, pH 3.0.

La azocaseina precipitada (pH 4), fue colectada por centrifugacion a 9000 x g
durante 40 min y el sobrenadante fue descartado. El sedimento se disolvié en en un
volumen minimo de Tris-HCl1 2M, pH 9 y se dializd contra agua durante tres dias,
haciéndose de 3 a 4 cambios de agua diariamente.
£l dializado fue liofilizado (Labconco 4451F) y las muestras liofilizadas fueron

conservadas en refrigeracion.

4. Determinacion de la actividad de la proteasa miofibrilar

En un volumen final de 1 m! fueron incubados por 60 min en un bafio de agua a
37°C: 0.5 mi de un amortiguador de glicina 0.1 M, pH 9.5 que contiene 1.2 M de
KCl, 0.2 mi de agua, 0.1 ml de azocaseina al 2% y 0.2 mi de fa fraccién miofibrilar
diluida 1:4. La reaccion fue detenida por la adiclon de 2 mi de acido tricloroacético

(TCA) al 5%.

Los tiempos cero fueron preparados en tubos donde el TCA fue agregado

inmediatamente después de la adicion de la fraccion miofibrilar.
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Una vez detenida la reaccion, todos los tubos fueron centrifugados a 3300 x g
por 20 min. Los productos liberados por la accion de la enzima fueron determinados
en el sobrenadante a 366 nm (Espectrofotdmetro Philips PU 8700).

Todas las determinaciones se hicieron por triplicado.

5. Determinacion de proteinas

La determinacién de proteinas se realizé de acuerdo con el método descrito por
lzhaki y Gill (44). Para eso se prepararon las sigulentes soluciones:

Solucion A: Hidroxido de sodio al 30% .

Solucion B: Sulfato clprico.5H20 al 0.21% en NaOH al 30% .

Solucion C: Albumina de suero de bovino, 1 mg/mt .

6.1 Método

A 0.4 m de |a fraccion miofibrilar diluida 1:15 se les adicioné 1.6 m| de agué yi
ml de la solucion A o 1 ml de la solucién B. La mezcla se agild vigorosamente
(Super-Mixer 1290) y se le agregaron 1.5 ml de tetracloruro de carbono para extraer
los lipidos que pudiera contener la preparacién. Se agitd de nuevo la mezcla
vigorosamente y se centrifugd a 3300 x g por 20 min, descartandose la fase
organica. Se determind la absorbancia a 310 nm de la fase acuosa y se interpold en

la curva patron. La curva estandar y los problemas fueron hechos por triplicado.
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§.2 Curva Patron

La curva patron fue preparada adicionando 0,0.2,0.4,0.6 y 0.8 mi de una solucién
de albumina bovina (1mg/mi) a diferentes volimenes de agua hasta tener un
volumen final de 2.0 mi.
A unos tubos se les agregé 1.0 mi de NaOH al 30% y a otros CuS04.5H20 ai
0.21% en NaOH al 30%. Los primeros formaron la Serie Blanca y los segundos la
Serie Azul.
Los tubos se agitaron vigorosamente y se midié la absorbancia a 310 nm. Se
calculd la diferencia de densidad dptica restando las lecturas de absorbancia de la
Serie Blanca a las de la Serie Azul.
Se grafico en en el eje de las abcisas la concentracion de proteinas y en el de las

ordenadas la diferencia de densidad 6ptica a 310 nm.

6. Caiculos

Los resultados de la actividad de la proteasa miofibrilar se informan como
actividad especifica y como actividad total.

La actividad especifica es el resultado de dividir la absorbancia a 366 nm por la

cantidad de proteinas (en mg) contenida en la fraccion miofibrilar utilizada en la

incubacion.
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La actividad total se calculo multiplicando la actividad especifica por el
contenido total de proteinas (en mg). de la fraccion miofibrilar obtenida.
Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante analisis de

varianza de una via y mediante la prueba de t de Student.

7. Resultados

Los resultados se informan como el promedio # la desviacion estandar.

23



RESULTADOS

1. Estandarizacién de la metodologia

Eﬁ el método descrito originalmente por Hall-Angeras para determinar la
actividad de la proteasa miofibrilar (42) se emplea como Sustrato caseina radiactiva
lo que incrementa enérmemente el costo de los experimentos. Ya que en el
‘laboratorio se utilizaba el método de lodice y colaboradores, para medir la actividad
de la catepsina D (45) y en él los aminoacidos liberados por la accién proteolitica
son determinados con el reactivo de Folin-Ciocalteau, se decidio aplicar este
método a la determinacién de la actii/idad de nuestra enzima, sin embargo, fue
necesario realizar varias modificaciones que nos permitieran medir apropiadamente

la actividad de la proteasa miofibrilar.

1.1 Determinacién de los aminoicidos liberados

En el método descrito por Hall-Angeras para medir la actividad de |a proteasa
miofibrilpr las incubaciones se realizaron en presencia de concentraciones altas de
cloruro de potasio lo que ocasioné algunos problemas.

Como se indico anteriormente, los aminoacidos liberados por la accion de la

enzima fueron determinados empleando el reactivo de Folin-Ciocalteau (46), sin
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embargo, al adicionar este Ultimo reactivo se formé un precipitado blanco que
impidio obtener las absorbancias. Para determinar cual de los reactivos era
responsable de la formacion del precipitado se realizaron algunos experimentos que
nos mostraron que el cloruro de potasio en alta concentracion, especificamente el
ion potasio, era el reactivo causante de }a formacion del precipitado.

Esto se resolvié cambiando el acido para detener la reaccion, utilizando HCI04
al 20 % en lugar de TCA al 50%, logrando de esta manera eliminar el exceso de K*,
ya que precipita el KCIO4, insoluble en agua. Para evitar esta interferencia se
decidio cambiar el sustrato y finaimente se utilizo TCA al 5% para detener la

reaccion.

1.2 Uso de la azocaseina como sustrato.

Se decidio cambiar el sustrato ya que con la azocaseina los productos son
coloridos y la precipitacion con acido tricloroacético no se ve afectada por la aita
concentracion de potasio que se emplea en las incubaciones. Estos pasos

disminuyen la manipulacion de las muestras.

1.3 Preparacién de la fraccién con actividad de proteasa miofibrilar.
Se determin la actividad de la proteasa miofibrilar obtenida del musculo de

varias ratas no embarazadas no lactantes en condiciones dptimas. Los resultados
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mostraron valores de absorbancia entre 0.214 y 0.484 lo que refleja la variabilidad
en la concentracion de enzima en los tejidos y en el rendimiento de cada tejido aun

utilizando las mismas condiciones de extraccion.
1.4 Estabilidad de la enzima al almacenamiento.

La Tabla 1 muéstra que la actividad de la enzima no fue afectada por el

almacenamiento durante 35 dias a -15°C.
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TABLA 1

EFECTO DE LA CONGELACION SOBRE LA ACTIVIDAD

DE LA PROTEASA MIOFIBRILAR

Tiempo de Volumen de la Actividad de la
aimacenamiento enzima enzima
{dias) (mi) (As 366 nm )
0 0.1 0.141
0.2 0.244
35 - 0.1 0.137
0.2 0.230
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1.5 Determinacion de las condiciones éptimas para medir la actividad de
‘ la proteasa miofibrilar.

1.5.1 Efecto de la concentraclon de la fraccion miofibrilar en la
formacioén de productos de protedlisis.
La Figura 1 muestra la proporcionalidad entre los productos formados y la
concentracién de proteinas de la fraccion miofibrilar en la incubacién cuando se
mantiene constante la concentracion def sustrato (azocaseina). Se observo

linealidad desde 90 hasta 544 ug de proteina en la incubacion.

1.5.2 Efecto de la concentracién del sustrato,

La Figura 2 muestra el efecto de variar las concentraciones del sustrato
desde 16 ug/ml hasta 6 mg/ml, observandose un incremento progresivo en la
actividad de la proteasa miofibrilar hasta los 2 mg/ml y después una disrﬁinucibn
constante en la actividad de la enzima hasta los 6 mg/ml de azocaseina por un
efecto de inhibicion por el sustrato.

Los valores de Km y de Kison de 0.57579 1 0.07281 mg/ml y 6.2453 % 1.142 mg/ml
respectivamente, calculados mediante la ecuacién:‘

Act max [ Azocaseina]
Actividad Especifica= - 2
Km + [ Azocaseina] + [ Azocaseina ]

Ki
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donde  Actmax= Actividad inicial maxima (1124.6 + 76.37).
Km= cor stante de Michaelis-Menten y
Ki= constante de inhibicion del sustrato.
y utilizando el programa Micro Caic Origin.
En la literatura no se encuentra informacion acerca de los valores de Km y de la

actividad maxima de la enzima.
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LA ENZIMA |
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Figura 1. Efecto de la concentracién de la enzima.
Se muestra la proporcionalidad entre los productos formados por la accion de la
enzima y la concentracion de proteinas de la fraccidn miofriler cuando se
mantiens constante la concentracién del sustrato. Las ordenadas muestran ls
absorbancia a 366 nm producida por |a proteasa miofibrilar después de una hora de
incubacién a 37°C con la azocaseina. En las abcisas se localiza la concentracién de
proteinas de la fraccién miofibrilar.
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL SUSTRATO

mU/h/mg da proteina
00

700
600
800
400 -
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Figura 2. Efecto de la concentracion del sustrato.
Se muestran los cambios en la actividad de la enzima ai variar le concentracion del
sustrato, manteniendo constante la concentracion de la enzima. La actividad se
expresa como miliunidades de absorbancia a 366 nm producidas durante una hora
de incubacion por cada miligramo de proteina. Los valores de la Actividad méxima,
Km y Ki son de 1124.6 + 76.37 mUM/mg proteina, 0.57579 & 0.07281 mg/mi y
6.2453 + 1.142 mg/m|, respectivamente.
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1.5.3 Efecto del pH sobre la actividad enzimatica.

Este efecto se estudio empleando como sustrato azocaseina al 2% y tres
tipos diferentes de amortiguadores (tris, glicina y fosfatos) a una concentracion 0.1
M, que nos permitieron variar el pH desde 8.0 hasta 11.5. Los resuitados muestran
que la maxima actividad se obtuvo a pH 9.5 (Figura 3). Observandose una caida
brusca hacia la zona alcalina.
Estos resultados coinciden con io reportado por Noguchi y col (47) y por Dahimann
y col (48). Noguchi, utilizando caseina al 0.75% como sustrato y la enzima
purificada, midié la actividad maxima para la proteasa miofibrilar en el intervalo de
pH de 9.5-10.5, mientras que Dahimann y col. observaron que ia enzima purificada
tenia una actividad hidrolitica optima hacia azocaseina o hemogiobina a pH 9.4-9.6.
Se caicularon dos valores de pKa para grupos de aminoacidos de la proteasa
miofibrilar presumiblemente implicados en la catalisis, mediante el ajusts por
ragresion no lineal a la ecuacion:

Actividad 6ptima
Actividad Especifica=

pKat-pH 2 (pH-pKa2)
1+ 10 + 10

y utitizando el programa Micro Calc Origin.
Los valores de la actividad optima (actividad al pH 4ptimo), pKat y pKa2 son de
24.527 + 0681, 7.75 £ 0.12 y 11.13 £ 0.047, respectivamente. El coeficiente de 2

para el segundo grupo indica que se trata de dos grupos idénticos con este valor de

pKa.
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| EFECTO DEL pH
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Figura 3. Efecto del pH.
Se muestra el efecto del pH en e medio de incubacion sobre la actividad de la
proteasa miofibrilar. Para cubrir el intervalo entre 8.0 y 11.5 se utilizaron soluciones
amortiguadoras de tris, glicina y fosfatos a una concentracién 0.1 M. La mibdma
actividad se observé a pH 9.5.



1.5.4 Efecto de la temperatura de incubacion sobre la actividad de la
proteasa miofibrilar.

Se estudio este efecto incubando la enzima a temperaturas entre 25 y 60°C,
observandose, seguin lo muestra la Figura 4 . que la mayor actividad se obtiene
entre 50 y 55°C. Para tratar de evitar la desnaturalizacion de la enzima por esas
temperaturas, se opto por hacer las incubaciones a 37°C.

El intervalo de temperatura al que se observa la actividad optima de la proteasa
miofibrilar coincide con el obtenido por Noguchi y col (47). Ellos midieron un
intervalo de temperatura dptima para la enzima purificada (utilizando caseina ai 6%
como sustrato) de 47-57°C.

Se calculo el valor de la energia de activacion de la proteasa miofibrilar utilizando la

ecuacion de Arrhenius:

-Ea
log K = ———mecmeaeeme |
2.303 RT

donde K= constante de velocidad de la reaccion.
T=temperatura absoluta en °K.
R= constante de los gases en calorias (1.9872 cal/mol °K).
Al graficar el log de la actividad especifica vs 1/T nos dié como resultado una curva

tipica de Arrhenius (Figura 5).
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E! valor calculado de la energia de activacion fue de 10.219 Kcal/mol. En la
literatura no existe informacion del valor de la energia de activacion para la reaccion

catalizada por la proteasa miofibrilar.
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EFECTO DE LA TEMPERATURA
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Figura 4. Efecto de la temperatura de incubacién
Se muestra el efecto de la variacion entre 25 y 60°C de la temperatura de
incubacion, sobre la actividad de la proteasa miofibrilar. La mixima actividad se
observd entre los 50 y 55°C.



ENERGIA DE ACTIVACION DE LA s
PROTEASA MIOFIBRILAR
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Figura 5. Energia de Activaciénde la proteasa miofibrilar.
Curva tipica de Arrhenius, obtenida al graficar los valores para la proteasa
miofibrilar de log de la actividad especifica vs 1/T (°K). La parte lineal de Ia curva
muestra una pendiente de -2233.238 y un coeficiente de correlacion lineal de -
0.99613. La energia de activacién calculada fue de 10.219 Kcal/mol.
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Con base en los resultados obtenidos, se establecié que las condiciones
optimas para la determinacion de la proteasa miofibrilar, en un volumen final
de un mililitro de mezcla de incubacion, fueron: una concentracion de proteina
cercana a los 360 ug, 2 mg de azocaseina, un amortiguador 0.1 M de glicina
conteniendo 1.2 M de cloruro de potasio de pH 9.5, incubados durante 60 min

a 37°C.

2. Efecto de la lactancia sobre la actividad de la proteasa miofibrilar.

La actividad especifica de las preparaciones obtenidas de las ratas lactantes
tanto en la maxima lactancia (L14) como al final de ella (L21) no mostré diferencias
significativas con respecto a sus controles pareados en edad, sin embargo al
referirse a la actividad total de los musculos se puede observar (Tabla 2) que la
actividad es mayor en las ratas al término de lactancia (L21) que en las ratas en la
maxima lactancia. Como se indico anteriormente, el destete natural en la rata ocurre
alos 21 o 22 dias de edad, que es cuando se observo la mayor actividad en el
musculo de fa madre lactante. Pensando en un posible efecto de largo plazo, se
decidio estudiar un lote de ratas, las cuales conservaron sus crias hasta el dia 28
después de nacidas. Los resultados mostraron que la actividad en estos animales

se conservo tan elevada como a los 21 dias de lactancia (Figura 6).
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TABLA 2

ACTIVIDAD DE LA PROTEASA ‘MIOFIBRILAR DEL

MUSCULO DE LA RATA

Dia de lactancia n Control Lactante
14 8 24.010 23.975
(6.090) (2.110)

*
21 9 21.900 29.340
(5.570) (3.580)

*
28 2 o 30.400
(0.125)

La actividad se expresa como unidades de la enzima en el paquete

muscular completo + ia desviacion estandar.

* p<0.001
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ACTIVIDAD DE LA PROTEASA MIOFIBRILAR EN
EL MUSCULO ESQUELETICO DE LA RATA

Unidades/paquete muscular

36
304 - e e P
264
20

w4l
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Vie . L4 vat L2t
p<0.001

Figura 6. Actividad de la proteasa miofibrilar en ol miscuio esquelético de
1a rata durante ia lactancia. _
Se muestra la actividad de la proteasa miofibrilar en el misculo de las ratas madres
alos 14 y 21 dias de lactancia{L-14 y L-21)y ia de sus controles virgenes pareados
en edad (V-14 y V-21). La actividad se expresa como unidades do actividad
enzimética en el paquete muscular completo.
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3. Variaciones en el peso himedo del musculo.

Las variaciones en el peso del tejido fueron también analizadas, encontrando
que el peso del musculo de larata L14 (11.79 1:30 g. n=11) no fue diferente de
su control V14 (12.95 + 2.d8 g, n=10). Sin embargo, en L21 (12.64 + 1,80 g, n=11) si
se observo una diferencia significativa (p<0.005) con respecto a su control pareado

en edad V21 (15.103  1.48 g, n=9).

4. Efecto de la lactancia en el contenido de proteinas del misculo.

La diferencia en el contenido de proteinas por gramo de tejido durante las
diferentes fases también fue determinada, encontrandose de nuevo que en L14 no
existe con respecto a su control V14 (106.86 + 8.67 y 105.29 + 16.6 mg/g de tejido,
n=10, respectivamente). En' cambio en L21 (113.94 £ 15.13 mg/g de tejido, n=11) se
observa una ligera diferencia (p<0.05) con respecto a sus controles pareados en

edad V21 (101.06 £ 8.59 mg/g de tejido, n=9).

41



VARIACIONES EN EL PESO HUMEDO DEL
MUSCULO DE LA RATA LACTANTE
gramos
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Figura 7. Variaciones en el peso himedo del musculo.
No se observa diferencia en el peso humedo de los musculos de las ratas L-14
respecto a sus controles virgenes V-14,
El peso himedo de los misculos de las ratas L-21 es significativamente menor que
el de sus controles virgenes pareados en edad V-21.
Los datos son el promedio % la desviacion estandar.
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CONTENIDO DE PROTEINAS EN EL MUSCULO
DE LA RATA LACTANTE

mg/g de tejido
130 1 T o
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Vir-14 Lac-14 Lac-21 Vir-21

* p0.08, V2IN.2% n~10

Figura 8. Variaciones en el contenido de proteinas del misculo de las
ratas lactantes.
El contenido de proteinas en el misculo de las ratas L-14 no-fue diferente al de sus
controles virgenes V-14, sin embargo el de las ratas L-21 fue ligeramente mayor al
de sus controles virgenes pareados en edad V-21.
Los datos se dan como el promedio £ la desviacion estindar.
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CONSUMO DE ALIMENTO POR LA RATA DURANTE
EL EMBARAZO Y LA LACTANCIA

ramos
70 g

sol o ﬁ"”x
LACTANTE
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Figura 9. Consumo de alimento por las ratas durants el embarazo y la
lactancia.
Se muestran los cambios en el consumo de alimento durante el embarazo y la
lactancia, de las ratas utilizadas en los experimentos y se comparan con los
consumos de sus controles virgenes pareados en edad.



DISCUSION

En diferentes especies de mamiferos se ha observado que, durante ia lactancia,
el organismo materno sufre una pérdida de masa proteica.

En las ratas, esta pérdida ha sido encontrada en el carcas o en algunos musculos
individuales (19,22,23) y se ha sugerido que esta disminucion en el contenido de
proteinas puede ser debida a un incremento en la hidrolisis de las proteinas mas
que a una disminucion en la sintésis, ya que las evidencias experimentales
muestran que la velocidad de sintesis no se modifica con la lactancia (20).

Sainz y col (50) estudiaron el recambio de proteinas en el musculo de ratas
lactantes midiendo la excrecién urinaria de la 3-metithistidina (3-Me), cbservando
una excrecion mayor en la ratas lactantes si se compara con sus controles virgenes.
Esto también sugiere que la hidrélisis de las proteinas de la miofibrila se
incrementa durante la lactancia.

Sin embargo, se ha puesto en duda la especificidad de la excrecion urinaria de la
3-MeH como un “indice de la hidrdlisis de proteinas del mulsculo esquelético”
(51,53) ya que otros tejidos como son fa piel y el tracto gastrointestinal pueden
contribuir a la excrecion urinaria de 3-MeH debido a que sus proteinas muestran

altas velocidades de recambio.
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Con base en lo anterior, se decidio estudiar la hidrolisis de las proteinas en el
musculo esquelético de la rata lactante.
iniciaimente se midieron las actividades de dos proteasas lisosomales (las
catepsinas D y L) en el musculo de ratas lactantes encontrando una actividad
enzimatica muy baja o nula (33,49).
Se decidi6 entonces, medir |as variaciones en la actividad de una enzima
extralisosomal, la proteasa miofibrilar. apoyados en los resultados de diferentes
investigadores que han observado un incremento en la actividad de esta enzima en
procesos fisioldgicos y patolagicos caracterizados por una pérdida en la masa y el
contehido de proteina muscular (ayuno, diabetes, sepsis, distrofia muscular y
tratamiento con glucocorticoides) (34,35.36,40,42).

En el presente estudio y de acuerdo a los resultados previos de nuestro
laboratorio (19), obtuvimos una disminucion de 2.46 g en el peso humedo de los
musculos de ias ratas lactantes en comparacion con el de los mlsculos de las ratas
virgenes, pero a diferencia de aquellos datos, |a reduccion se observo s6lo a los 21
dias de lactancia y no en el per}odo de maxima produccion lactea. Esta disminucion
podria ser explicada por una-reduccién en el contenido de proteinas u otros

componentes tisulares o bien a diferencias aieatorias en el peso de los animales.
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En contra de lo que se esperaba, no hubieron diferencias en el contenido de
proteinas del musculo de las ratas en el periodo de maxima produccion lactea (L-
14) respecto a sus controles virgenes pareados en edad. Esto sugiere que durante
las primeras etapas de la lactancia el organismo materno evita hacer uso de las
proteinas musculares como fuente de aminodcidos para cubrir parte de
las demandas de la lactancia y en su lugar hace uso preferentemente de los
aminoacidos- provenientes de la dieté y de los aminoacidos movilizados de otros
tejidos como el higado (33).

Aunque |a determinacion del contenido de proteinas en el musculo de las ratas
en' el dia 21 de lactancia fue ligeramente mayor respecto al de sus controles
virgenes pareados en edad, la actividad de la proteasa miofibrilar se incrementé en
un 25%, tal aumento se mantuvo hasta los 28 dias de lactancia.

El organismo matemno necesita realizar adaptaciones metabblicas y fisiologicas
para enfrentar las demandas de la lactancia y estas podrian ser maximas entre los
dias 12'y 14 despues de iniciada la lactancia ya que es el periodo en el que se ha
demostrado la mayor produccién de leche. No obstante, pasado ese tiempo, las
crias incrementan considerablemente su peso y su tamafo y por lo tanto su
demanda, la cual podria ser parcialmente cubierta por la madre con el aumento en

la ingesta que alcanza hasta un 300% al final de la lactancia (Figura 9). Pero, si la
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demanda de leche se incrementa en la etapa final de la lactancia, la madre
‘requerira movilizar una parte de sus proteinas corporales. especificamente sus
proteinas musculares para poder cumplir totalmente con la demanda de
aminoacidos generada en esta etapa de la lactancia. Esto podria explicar el
incremehto en la actividad de la proteasa miofibrilar a los 21 dias de lactancia y el
que ese incremento se mantenga si conservamos a la camada con la madre.

Ya que en la hidrolisis de proteinas participa una gran variedad de enzimas, no
es de extrafiar que el incremento moderado observado en la actividad de la
proteasa miofibrilar (25%) fuera insuficiente para explicar la pérdida de proteinas
musculares observadas en la rata lactante por diferentes grupos de investigadores
(no observada por nosotras) y que'_sea necesario involucrar a otras proteasas.

Sin embargo, considerando que el 40% del peso total de |a rata esta representado
por el musculo, un incremento de 25% én la actividad de la enzima ‘podria

representar una pérdida importante de la masa proteica muscular.
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CONCLUSIONES

1. A pesar de haberse observado una diminucion de 19% en el peso humedo del
paquete muscular de la pata trasera de las ratas al final de la lactancia, no
encontramos una reduccion en el contenido de proteinas. No se observaron
diferencias ni en el peso humedo ni en el contenido de las proteinas en |a etapa de

maxima produccion lactea, respecto a los controles virgenes.

2. Se observd un incremento de 25% en el contenido de la proteasa miofibrilar del
masculo esquelético de la rata lactante al final de la lactancia (L-21), con respecto a
su control o de 18% si se compara con L-14. En la etapa de maxima produccién

lactea no se observd ningun cambio.

3. Los datos obtenidos en este estudio muestran una actividad baja de la proteasa
miofibrilar en condiciones basales y que no se incrementa durante la etapa de
maxima produccion de leche. Esto sugiere que, al menos utilizando esta enzima
como indic'ador de protedlisis, no existe un incremento en la hidrélisis de proteinas

musculares durante la lactancia.
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