
J.:! 
..< r·. 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO _j 
FACULTAD DE QUIMICA 

ESTUDIO C0\1PARATIVO DE LA SEPARACION 
DE FRACCIONES SUBCELULARES DEL 
HIGADO, DEL MUSCUlD Y DE LA 
GLANDULA MAMARIA DE LA RATA 

TESIS 

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

OUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 
PRESENTA 

MARTHA ELENA DEL PR~ MANRIOUEZ .. · . 

,~s~· .\,,~~ 
MEXICO,D.F. _, . 101w.1~88 

... _,¡U·i;,,ilCA 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



N 

1, INTROOUCCION. 

11, OBJETIVOS, 

o 

111. MATERIALES Y HETODOS 

1.- Anlmah•. 

e E 

2.- Obt•nclón d• lo• t•Jldos. 

3.- Hanog•n•lzacl6n. 

3,1, Hamog•n•lzacl6n •n Pott•r 

Elv•hJem. 

3.1.1, Homogen•lzador. 

3.1.2, Mftodo. 

3.2. Homog•n•lzaclón •n Polytron. 

3.2.1. Homogonolzador. 

3.2.2, Mftodo. 

4.- Fiitración d•l homogonolzado. 

~.- Separación de las fracclon•• 

•ubc•tular•s por centrifugación~ 

6.- Trataml•nto para los homog1n1izados 

d• ta Ql•ndula m.maria pr1vlo a 

el fraccionamiento subcelular. 

7.- Caracterlzacl6n dt las fraccion•• 

PAG. 

1-7 

e 

9 

9 

9-12 

12 

12-14 

14-15 



•ubce\ular••· 

7.1. Determlnacl6n do la actividad 

de la 5~Nuc1•otidasa. 

7.2. Oet•rminaciOn de la actfvidad 

d~ la succinato d•shidrogena••· 

7.3. Dotermlnacl6n d• la actividad 

d• la do•hldrogenasa l•ctlca. 

7.4. Determlnacl6n d• la actividad 

de la glucosa-6~fosfato 

fosf atasa. 

e.- Cuantlflcacl6n d•l fO•fato lnorgi

nlco. 

9.- Cuantif lcaci6n de proteln••· 

IV. RESULTADOS, 

1.- Separacl6n de los lfpldos del 

homogeneizado de la glindula 

mamarla. 

1.1. Formacl6n del gradiente. 

t.2. Tipos de rotor••· 

t.3. Ti•mpo de c•ntrlfugaciOn. 

2.- Distribución d• las actividad•• 

enzim•ticas. 

2.1. 5'Nucl•otidasa. 

2.2. Succlnato deshldrogenasa. 

2.3. Glucosa-6-fosfato fosfatasa. 

15-20 

20 

21 

22-25 

25-32 



2.4.' Oeshldrogenasa tictica, 

3.- Recuperación de las Actividad•• 

enzim•ticas. 

~.- D•t•rminacl6n d• prot•lnaS 

V, DISCUSllJ'I. 

VI, CONCLUSICJ-lES. 

VII, SECCICJ-l DE TABLAS, 

VIII. SECCICJ-l DE FIGURAS. 

IX. BIBLIOGRAFIA. 

32-33 

33-34 

35-44 

45 

46-60 

61-79 

80-87 
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Para los mamff•ro• la lactancia •• un proc••o muy 

lmportant• •n la conservaclOn de la crfa y por lo tanto 

para la con••rvaci6n d• la ••p•cle. 

Una muJ•r bl•n alimentada, pu1de mantener dt 

man•ra adtcuada 11 1stado dt nutrlclOn dt su hiJo hasta 

11 sexto me• dt vida. En 11 mtdlo rural, los niños 

su1l1n sir alimentados 1xcluslvam1nt1 con leche materna 

por p•rlodo• d• 9 a 12 m•s•• C 1 >. 

La l•ch• d• cada ••P•ci• ••t• constituida 

blológlcam1nt1 para satisfacer las necesidades dt la 

nutrlclOn dt ••• 1sp1cl1 en particular, •• ad1cuada al 

grado d• madur•z m•tab611ca al naclmlonto y a la 

v•locldad d• cr•clml•nto posnatal. En la tabla 1 s• 
muestran algunas de las dlftr•ncias en la composición 

d• la leche humana madura comparada con la l1ch1 de 

uaca C 2 >. 

Ad•m•• dt los compon1nt1s nutrlclonalts, la l1ch1 

mat1rna conti•n• factores lnmunol69lcos qui prot•o•n al 

niño contra •nf•rm•d&d•• respiratorias y •nt•ral•• 2 

>.En Ja tabla 2 •• •nll•t~n lo• factor•• anti 

tnf•cclo~os de la leche.materna ( 3,4 >. 
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Los sustratos para la sfntesis de lo• component•s 

d• la l•ch• pu•d•n obteners• tanto de la di•ta d• l• 

madr• como d• la movilización de sus res•rvas 

corporal•• <particularmente d•I teJido adiposo) < 5 >. 

La magnitud d• •st• movillzaclOn ••t• dlr•ctamente 

relacionada con el gasto de la lactancia y la inQ•sta 

6 - 9 >. 

En muJ•r•• con dietas d•ficlent••, los material•s 

proporcionados por la dieta son mfnimos y deben 

r•currlr a la• r•••rvas corporal•• con mayor Intensidad 

ya qu• Ja composición láct•a en cuanto a contenido 

calórico y d• macronutrlm•ntos no mu•str& dlf•renclas 

entre una madr• bien nutrida y una mal nutrida <10- 11 

> aunqu• el volumen total producido •s menor en muJer•• 

mal nutridas< 6 >. 

En •1 caso d• las muJ•r•• con dl•ta baja en 

cont•nido prot•fco, d•b• ocurrir una movilización de 

AmlnoAcldos prov•nl•nt•• d• 1a d•gradaclOn d• prot•in•• 

d• los t•Jidos d• la madr• ya qu• los lfpidos y 

carbohidrato• no pu•d•n s•r •u•trAtos para la •fnt••i• 

d• prohlnaa. 

S• ha d••crito •n la literatura que por la accion 

d• lo• glucocorticoides, el músculo catabol iza sus 

prot•inat> (12, 13>, P.sto podrfa exp11ca.r que al menos 
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lo• ~inoicido• provenientes de las proteinas 

muscular•• pudieran ser moull izados hacia el pla~ma y 

de ahf a la gtindula mamarla para la ~fnt•sis de la 

l•che. 

P•ra qu• esto se cumpla, es necesario qu~ exista 

una acción concertada de estos procesos, al menos 

durant• ta lactancia, y para ello•• requiere de la 

participación d• vario~ iactores, entre ellos y •n 

forma important• d• las hormonas. 

Por ejemplo, en la regulación del crecimiento y el 

d•••rrollo d• la ot•ndula mamaria, lnt•ruienen varias 

d• ellas, y la prolactlna < PRL > es la principal 

hormona que controla la actividad mamarla. En algunas 

••P•cies, el 1act6o•no plac•ntario ( LP > parece tener 

un P•P•l similar al de la prolactina y ad•m&s, posee 

propiedad•• similar•• a la hormona de cr•clml•nto ( HC 

>. Esta•• r••pon•abl• de la estlmulacl6n d• la 

producclOn dt •omatomtdlna 511 > por tl hl9ado, la 

cual Junto con la ln•u11na JNS > •~t•n involucradas 

•n la multlpllcaclOn celular. 

El ovario y 1& placenta de ciertas •5pecl•s d• 

mamft•ro•, s•cretan hormonas •sterold•s. e•tr6~eno• 

E2) Y pro9e~t•rona \Pg), que son lo5 respon~ableti de 

ta d1ferenciac1on de la gl~nduta mamaria. Los 
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9lucocortlcold•• adrenales ampl lflcan todo~ los efectos 

di la prolactina, las hormonas de la tlroide5, pued1n 

ser estimuladoras o 1nh1b1dora~ d•pendirndo d• la dos1~ 

y una hormona hipofisiaria, la oxltocina < OCY>, es 

respon•able d•l reflejo de bajada de la leche a travts 

d1 su acción sobre las c~lu1as mioepitel lates de la 

glindula mamarla< flg. 1 l < 14 l. 

La Prolactina tiene tambi~n un papel importante en 

ta producción di ta leche al aumentar la ~fntesi• de 

ca~e1na, alfa lactalbum1na y ac1do~ 9ra~os d~ cadena 

m•dia < 15 - 18 ). La acción de esta hormona podrfa 

concertar los procesos antes mencionados. 

Sin embargo no serla necesario que la Prolactlna 

fu1ra dlrectament• responsable de esa acción sino que 

Qlnerara su eiecto a tr&vés de los productos de otras 

gt4ndutas. Por •J•mpto, si l•• gl&ndulas suprarr•n•l•s 

r•spondi•ran a las n•c•sidades de la gl~ndula mamaria, 

la acción d• la Prolactlna provocarta una •1evaci6n en 

'º~ olucocorticoides c1rculant•s, 'ºque lograrf& 

moui1 izar amino•cldo• prov•nlentes de los tejidos 

perlffricos. 

Y& que el evento 1nic1al para la acción de una 

hormcna pol lpepttd1ca involucra I~ unión especff ica 
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de ••ta a una mot•cu\a receptora que solo e•ta presente 

en 1a membrana pla•m•tlca de \&5 c•lulas de los teJido• 

b1anco (19-20), ••puede sugerir la pr•••ncla de un 

receptor para la Prolactina en las suprarrenales, sin 

de•cartar ta po•ibl• presencia de un receptor •n las 

c•lula5 mu•culare•. 

La pr•••ncla de un receptor ••pecfftco para la 

Prolactina, en el teJido mamario fut e•tableclda por 

Turklngton ( 21 >utilizando Prolactlna unida 

coval•ntemente a Sepharosa y Tu4 confirmado por 

Birkenshaw y Falconer <22) por medio de 

autorradiograf°la. 

Lo• •ltlo• r•c•ptores para la Pro1actlnA han •ido 

identificados en vario• tejidos entre lo• que •• 

encuentran, ademis de la gtAndula mamaria, el hfgado, 

lo• ovar•o•, lo• te•tfculos, la pr6•tata, las g\indu\att 

adr•nal••, lo• riñen••, •te. to qu• Indica que la 

Pro1actlna lnt•rviene •n el metabot lsmo de ••os t•jido• 

( 23 - 31 ). 

Sin embarQo, ••to• r•c•ptor•• fueron \ocal izado• y 

caracterizados en una fracción ce1u1ar de ol•ndula 

m&maria de coneJa que contenta como contaminante• 

principales •parato de Gol91 y retfcuto endop1Asm1co 

tanto l i•o como rugoso y no •n una fracción pur1f icada 
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de m•mbrana plasmitlca, problema que representa serlos 

ob•ticulo• cuando SP. U•s•• eo;luc.Jlar 'ª"' l-JJUpletJ:tdes d• 

fracclon•• prot•lcas especff icas como son 1os 

r•c•ptor•s y det•rminar sus mecanismos de acción. Por 

lo tanto•• d•s•abl• disponer de una fracción 

subc•1ular purificada para real izar cualquier estudio 

d• ••t• tipo. 

Existen d••crltos •n la 1 iteratura ••quema• para 

legrar al&lar las diferentes fracciones subc•lulres de 

varios t•Jldos, Incluyendo la membrana plasm&tica ( 32 

- 42 >. Sin •mbargo, cuando se desea utilizar alguno de 

••tos mftodos para aislar alguna fracción de un teJldo 

distinto, •• nec•sario determinar las condiciones 

Optimas para la apllcaciOn de cada uno de los p&$OS 

d••crlto• en el procedimiento original y real i%ar las 

modlf lcacion•• nec•~arlas. 

En vl•ta de que nue•tro lnt•r•s es correlacionar 

en lo• difer•nt•s teJldos de la rata, las variaciones 

•n la concentrac1¿n del rec•ptor para la prolact1na con 

•1 metaboll.mo lnterm9dlarlo bajo ciertas condiclon•• 

d• nutrición, •ra necesario, como un primer paso 

fundilment41I, ohtenwr l:.t.~ t1·acc1nn1?s subcelular~s de los 

diferentes tejidos d~ 1~ rata e identificar en estas la 

fracción enriquecida con plasmalema. A partir de e~ta 
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preparación enriquecida pu•d• r•alizarse una 

purificación d• la m•mbrana p1asm4tica a fin de 

••tudlar al rtctptor para la prolactlna ~in la 

int•rftrtncla dt partfculas subctlular•s cont&mlnant••· 



11 - OBJETIVOS 
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Aislar fraccion•• •uhc•lulare~ d• la o1Andu1a 

mamaria, d•I má•culo y dol hlgado d• la rat~. 

Utilizando marcadore• enzimático•, ldentific~r 1a 

localización de cada fracción subc•lular y 

det•rminar su pureza. 

ld•ntiflcar en la• fracc1on•• •ubLelul•r•• obt•n1d•• 

la o la• fracciones •nrlquecidas con membrana 

pl• .... •tlra. 

Conoc•r el efecto d•I mftodo de homoo•n•Jzación 

•obr• la dl•tribuci6n •ubc•lular •n lo• dif•r•nt•• 

t•Jido• d• la rata. 



111 - MATERIALES Y METODOS 
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1.- ANIHALES1 

S• utilizaron ratas Spragu•-Dawley hembras adultas, 

no vfrgenes, alimentadas "ad libitum- con NUTRICUBOS de 

Purina y agua. 

2,- OBTENCJON DE LOS TEJIDOS: 

La• rata••• •acrlficaron con C02. La• glindulas 

mamarlas inguinal Y pectoral, el mósculo de las 

•xlr•mtdad•• po•l•rluf"'"" y rol htu .. 110, •• dl••(.•l'•Jít 

lnm•dlat.mente. Los tejidos se colocaron en vasos de 

precipitado que contenfan soluciOn frfa de sacarosa 

0.2:511 y el p••o de los t•Jldos se determinó por 

diferencia. Los tejidos se cortaron •n pedazo~ pequeños 

elimln~ndose •I sobrenadante por decantación. Se añadió 

nu•uament• solución frf a de sacarosa y se picó el 

teJtdu f•nament•. El pro1 ... dlml•olo OJ• r•pltró h••t• 11ue 

•t sobren.a.dante era claro. 

Para •Vitar da~os •n las actividades •nzimatica• 

todos lo5 pasos s19uientes fueron realízado~ 

manteni•ndo •1 teJido Y las ~oluciones entre 0-5 grados 

r .• 

3.- HOMOGENEJZACl~~I 
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S• utilizaron dos métodos de homogenelzaci6n. 

3, l. HOMOGENEI ZACI 0N EN f'OTTER-El_VEHJEM: 

3,1,1. HC110GENEIZADOR: 

El homooeneizador const~ de un tubo de vidrio de 

par•d•s lisa• •n •1 qu• se in5erta un pistilo de 

tef16n. El tubo que se mantiene en hielo durante todo 

•1 procedimiento•• sub• y se baja contra el pistilo 

qu• Qlra con ayudad• un motor, hast& que todo el 

material suba forzadamente entre 1as paredes del tubo y 

el pistilo <Flg.2>. 

3.1.2. HETOD01 

El t1Jldo finamente picado se co\oc6 en el vaso del 

homogentizador Junto con 5 o 10 volumenes de 50luci6n 

dt sacaro•a 0.25M si •• trata del músculo y dtl hfgado 

rt•p•ctlvam•nt• y con 3 volumen•s d• sacare•• 0.3M si 

•I t•Jldo era glindula m..narla, El tl•mpo do 

hornoQ•n•lzacl6n varió dependiendo de la consistencia 

dol toJldo on ostudio. 

Por ejemplo, •1 higado •• homog•n•iz6 durante 30 ••g, 

mi•ntras que •1 m(Jsculo y la glá1'1dula m&maria se 

homogeneizaron por 30 s~q con intervalos de reposo de 

30 s&q hasta que se acumularon 7 m1n. Los intervalos de 
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repo•o tuvieron como finalidad evitar el cal•ntamiento 

d• 1• mue•tra y la posible pérdida de actividad 

enzimAt1ca. En los ~xper1111~ntos d1sefikdos para estudiar 

••pec1ficamentl" ta. succinato destddrogena,a, •1 

homogenelz•dO se preparó en una solución de sacarosa 

O .2511 ad 1e1 onada de lmM de EDTA. 

3.2. HCJ10GENEIZACION EN POLYTRON1 

3.2.1. HCJ10GENEIZADOR: 

El homoo•n•lzador consta de un Juego d• cuchillas 

colocada• d•ntro d• un cilindro de acero Inoxidable 

dentado •n •l extrtmo lnf•rior. Las cuchillas giran a 

Vtlocldad graduable con ayuda de un motor. El teJldo 

qu• •• va a homooeneizar 5e coloca d•ntro de un va•o de 

vidrio esp•clal. Las cuchillas se sumerg•n dentro del 

vaso qu• contiene •l teJido a homogeneizar y se 

stlecclona la velocidad. El teJido es homog•neizado 

cuando entra en contacto con 1&• cuchi11a• y el borde 

d•l cilindro <Fig.3>. 

3.2.2.METODOa 

El t•jido finamente picado se colocó en un uaso d• 

vidrio ••P•clal que se mantuvo en hielo durante todo el 

proc~dlmiento. Ya que el tratami~nto e~ muy vigoroso, 
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todos los t1Jldos se homogeneizaron solamente durante 

un min a la v11ocld•d 5. ~os volumen•s de solución de 

sacarosa empleados son los ml51Tlos que se mencionaron 

para la homog1neizacl6n en Potter-Elvehjom. 

4,- FILTRACION DEL HOHOGENEIZADO: 

Despufs dt homogentlzar por cualquiera d• los dos 

proc1dlml1ntos d1•crlto5, la preparación se fi ltr6 a 

travfs dt una capa dt organdf si se trataba dt hlgado y 

a travfs d• dos capas de tul para el mó•culo y la 

o1&ndula mamaria. Una fracción de 1st1 filtrado se 

cons1rv6 para las determinaciones qufmlca5 Y 

enzlmUicH. 

5.- SEPARACION DE LAS FRACCIONES SUBCELULARES POR 

CENT! FUGACJ ON: 

E1 proc1dlmi1nto qui •• dtscrlbe •• real iz6 de 

igual forma para los tris t1Jldos solo que en 11 caso 

dt la 9l&ndula mamarla la mu1stra se somete a un 

trataml•nto previo que seri descrito en el inci•o 6. 

El homog•n•izado una v•z filtrado•• c•ntrifug6 a 

l,OODxg durant• 10 minen una c~ntrlfuga Sorvall 

r•frig•rada mod•lo RC-58 utilizando un rotor SS-34. El 
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sabr•nadant• se decantó y se conservó para su empleo 

posterior. 

E1 r••iduo qu• conti•ne prlnclpa1m•nte los nOcleos, 

las fracclon•• grandes de membrana y las células 

intactas s• resu~pendi6 en sac~rosa 0.2SM. se 

homog•n•lzO y st c•ntrifug6 nu•vamente en las 

condiclonts m•ncionadas. El resíduo ~Rl) se resuspendiO 

fina1m•nt• •n 2 ml de sacarosa 0.25M. El sobrenadante 

d• ••ta ••ounda centrifugación se combinó con el 

sobr•nadantt de la prlm•ra y se centrifugaron a 5,000xg 

durant• 10 min. El r••lduo obtenido (R5> que esta 

tnrlqu•cldo con la fracción mitocondr1al se lavo 

r•susp•ndl•ndolo tn sacarosa 0.25M y c•ntrlfugindolo 

nutvamente en las mismas condiciones de velocidad y 

tiempo. 

E1 rtsiduo <R5) se resuspendiO en 2 mi de sacarosa 

0.2:11. 

El •obr•nadant• •• c•ntrifug6 a 10,000xo durant• 10 

mln. El r••lduo <RlO> enriquecido en 1 iso~omas, se lavó 

d• I& misma forma que el residuo R5 y finalmente se 

r••usp•ndl6 •n 2 ml de sacarosa 0.25H. 

El sobr•nadant• s• c•ntrlfug6 a 20,000xo durant• 20 

mln para obtener la fracciOn enriquecida en retfculo 

•ndop1Asm1co li•o <R20). El residuo, al Igual qu• 10$ 

anterior•s se lavó y se resuspendi6 en sacarosa 0.25M. 
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Flnalm•nte •l •obrenadante se centrifugo a 

100 ,OOOxg durante 60 m1 n en una ul tracen tri fuga BPcl<man 

modelo LS-80 usando un rotor 80Ti. El sobrenadante 

obtenido es denominado fracción soluble o cltosol. Et 

r•siduo se resu•pendi6 en 2 ml de sacarosa 0.25M. 

Todas las fracciones aisladas fueron conservadas en 

frfo hast~ realizar ta determinación de las actluidade~ 

•nzlmátlca,.. 

La fioura 4 mu••tra el esquema de fraccionamiento 

por c•ntrifu9aci6n diferencial que se real izó para. la 

obtención d• las fraccione• subcelulares de la o1&ndula 

mamarla, ~1 mó•culo y el hfgado. 

6.- TRATAMIENTO PARA LOS HOMOGENEIZADOS DE LA GLANDULA 

HAMARIA PREVIO A EL FRACCIONAHIENTO SUBCELULAR: 

La gl&ndula mamarla contiene una gran cantidad de 

llpldo" qu• flotan al aplicar cualqul•r m•todo d• 

5eparaci6n. Debido qu•· •stos 1 fpidos al .flotar 

&rra•tran a una gran parte de 1os organelos s• di••ñ6 

un proc•dimiento que p•rmitl•ra $1f'parar los lfpidos, 

ant•s de aplicar los mftodos de separación subc•1ular. 

S• pr•paro un homoQ•n•izado •n proporci6n 1s3 <p/v) 

de g1ándu1~ mamaria en sacarosa 0.33M. Tres mi del 

homogeneizado una vez filtrado. se colocaron en ~1 

~ondo de un tubo sobre el cual se depositaran 2.5 mi de 
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sacarosa o.18H, 1.5 mi de sacarosa D.12H y 1.0 mi de 

sacarosa 0.075H para generar un gradiente discontinuo 

d• •acares&. Toda$ las soluctones de sacarosa contenfan 

1rri1 de EDTA. La• soluciones fueron d•posltadas con la 

ayudad• una b~ba p•rl•tiltlca <Varioperp•x LKB 

Produckter) para evitar que el homogeneizado se 

r••u•pendiera •n una d• las solucione~ de sacarosa d• 

menor conc•ntraci6n. 

Una v•~ formado el gradiente de flotaclOn los tuba• 

•• c•ntrlfugaron durante 10 minutos a 2,000xg en una 

c•ntrlfuga DAHON IEC Olv. modelo PR-J con un rotor 269 

manteniendo la temperatura a 4 grados centígrados. 

Durante la centrifugación, los lfpidos flotaron hacia 

la soluci6n de sacarosa menos concentrada y pudieron 

s•par~rs• f&cllmente con ayuda de una e~pAtula. La 

~acarosa 0.075t1 S• separó Junto con 1& capa de 1fpidos 

por su aparl•ncla turbia. Al volum•n r•~ultant• se le 

agreQaron 4 m1 d• sacarosa 0.4M con tmM de EOTA para 

obt•ner una conc•ntraci6n final de sacarosa 0.25 <ver 

f l gura 5). 

El procedtml•nto de fraccionaml•nto •ubc•lular qu• 

~• aplic6 a ••te homegen•lzado descremado fut el mismo 

qu• se describió para el hfgado y et mOsculo. 

7,- CARACTERIZACION DE LAS FRACCla-lES SUBCELULARES1 
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La• fracclon•• d• los tr•• teJldos obt•nlda• d• la 

centrifugación dlfer•ncial fueron caracterizada• 

mediante 'ªdeterminación de la actividad d• la~ 

•IQul•nt•• enzlma•t la 5'nucleotlda•• <E.e. 3.1.3.5.> 

para identificar la membrana pla<Smitlca, la •ucclnato 

d••hldro11•na•a <E.e. 1.3.9.9.) local Izada •n la 

m•mbrana Interna de la m1tocondrla, la gluco•a-

6-fo•fato fO•fatasa <E.C.3.3.3.9) qu• ld•ntlf lca a la 

fracción mlcrosamal y la d••hidrogena•a l'ctica 

<E.C.1.1.1.27> d•I el to5ol. 

La determlnacl6n de la• actividad•• de la succlnato 

d••hidroo•n••• y de la 9luco5a-6-fo•fato fo•fata•a •• 

r•allz6 •I mismo dfa d•I fracclonaml•nto subc•lular ya 

que•• ob••rv6 que el congelamiento de la muestra 

dlsmlnuf a la actividad •nzlm&tlca. 

La ~'Nucleotlda•a y la d••hldro9enasa lActlca •• 

determinaron al· dta siguiente del fraccionamiento, para 

e11o el homogen•izado •• con••ru6 a -20 orados 

centforado•. Se ha d••crlto qu• ••t•• enzima• •on 

••t&b1•• por ••mana• en •oluciones conQe1ada• < 43 - 44 

). 

7.1.DETEAHINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ~'NUCLEDTIOASA1 

E~ta enzima cataliza la hidr61 i•is del fosfato que 

e~ter1fíca la po•iciOn 5~d. la ribOS& O de•OMlrribo•a 
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en las mot•cu1a• d• los nucle6tldos. Esta enzima ~• 

a•ocia con la membrana citopllsmlca ( 37 >. 

Para la determlnaclOn se utilizó el procediml•nto 

descrito por Touster y Aronson < 34 >.La Actividad 

enzlm•tlca se midió a 37 grados C en un volumen total 

d• 500~1 qu• cont•nfa 5ml1 do AHP,IOmM do MgCl2, 50mM d• 

un amortiguador de glicina pH 9.1 Y lOOpl de la 

fracción proteica. D••pu•• d• 60 mln, la reacción s• 

d•tuuo adicionando TCA al Er/.. Lo~ tubos •• 

centrifugaron a lSOOrpm durant• 10 mln y una alícuota 

d•l sobrenadant• se utilizó para analizar su contenido 

de foafato lnorg•nlco empl•ando el m•todo de Flsk• y 

Subbarow. Para cada fracción ~• incluyó un tiempo cero. 

La actividad especffica se expr••• comopmoles de 

fosfato liberado por mg de protelna en el tiempo y 

condlclon•s arriba indicadas. 

7.2. DETERHINACID-1 DE LA ACTIVIDAD DE LA SUCCINATO' 

DESHIDROGENASA1 

La •nzlm& succlnato deshldrogenasa transf l•r• 

hldr6g•nos d•l leido succf nlco a un colorant• d• 

t•trazollo, r•ducifndoto en azul d• formazan. E•t& 

•nzima •• asocia ~on la m•mbrana int•rna d• la 

mítocondrla ( 45 ). 
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Para su d•t•rminaciOn s• utl\ izó el procediml•nto 

d•'icrlto por Pennlngton ( 45 >.Para ello, .z.e incubaron 

durant• 15 mina 37 grados C en un volumen final d• l.O 

mi la fracción proteica, un amortiguador de fosfato 

50ni1, pH 7.4, 2(p-yodo feni 1 > 3-Cp-ni trofeni 1 > 

S-f•ni 1 t•trazol lo ClNT> 0.1X, succinato de sodio SOmH y 

••caros.a 25mM. La r•acc l ón -s.e de tuvo con TCA a 1 1 OX y 

•• adicionaron dt 2.0 a 4.0 ml d• acetato de •ti lo para 

•xtra•r ti formazan producido. De•pufs de mezclar 

vlgoros~entv, la mezcla se centr1fug6 a 1500 rpm 

durant• 10 mln. La dtnsldad óptica de la fase d• 

acttato de •tilo st midió a 490nm y la actividad de la 

1nzlma st calculó utilizando el coeficiente de 

extinción molar dtl formazan <20.1 X 10 3). 

La actividad especliica ~e expresó como nmoles de 

formazan producido por mg de proteina en las 

condiciones m•ncionadas. 

7.3.DETERHINACID'l DE LA ACTIVIDAD DE LA DESHIDROGENASA 

LACTICA: 

En este ensayo se aprovecha la propiedad de •~ta 

enzima del citoplasma para catatizar en iorma 

reversible la oxldacl6n d•l ácido lictico, empleando 

los hidr6genos d•l NADH. 

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

Optica y de 3.0 mi de capacidad~ lOOfl de p1ruvato d~ 
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sodio O.OtH, IOOpl d• Nl>DH 2mH, 1 .o mi d• amor t 1 gu ador 

d<t fosfatos 0.1H, pH 7.4, 100-200}'1 d• 1 a solución 

pr-ote 1 ca y agua dest i 1 ada par a obtener un volumen f 1 n a.1 

d• 3.0ml. Se d• termi n6 1 a d1 smi nuc 16r1 de la densidad 

óptica a 340 nm durante 3-5 minutos. La actividad de la 

enzima se calcula utilizando el coeficiente de 

•xtlncl6n molar d•l NADH t~.L2XIO 3> < 43 ), 

La determinación para cada muestra se realizó por 

dupl lcado. 

La actividad ••p•cfflca •• expresa como nmoles de 

NADH oxidado por mg de proteina en un min en las 

condiciones Indicadas anteriormente. 

7.4. DETERHINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA 

GLUCOSA-6-FOSFATO FOSFATASAr 

E~ta enzima catal Iza la hidr61 lsis del fosfato que 

ester1flca et hidroxilo 6 de la glucosa 6-fosfato. La 

•nzim• •• localiza •n •1 r•tfculo •ndopl~smico ( 38 >. 

Para su d•t•rmlnaci6n ~e util iz6 •1 mftodo 

d•scrlto por Aronson y Toust•r < 37 >. En un volum•n 

.f 1nal d• soopl s• incubaron dur¿nt4!' 6l1 m1n ... 3i" Qr•doa 

C, 100p1 de glucosa 6-fosfato O.IH, pH 6.5, 250f1 d• 

amortiqu•dor de hl$t1dina 35mM, pH 6.5, SOpl d• N•F 

lOn.tl y IOOJll dP la fri!c.:.c1tu1 pr·nle1ca. 
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La r•accl6n se detuvo adicionando 2.5ml de TCA al 

8"/. y los tubo• se centrifugaron durante 10 mina 1,500 

rpm, D• lo• sobrenadantee se tomaron alícuotas para 

det•rmlnar en •llos, por el método de F1ske y Subbarow, 

la concentración fosfato 1nor9Anico liberado. 

Cada d•termlnaclOn se real lz6 por duplicado y se 

lncluy6 un tiempo c•ro para c&da fracción. 

La actividad especifica se expresa como nmole• de 

fosfato liberado por mg de proteina en el tiempo y 

condicione& deacrlta~. 

e.-CUANTIFICACION DEL FOSFATO INORGANICOr 

Se utlllzO el procedimiento descrito por Flske y 

Subbarow < 46 >. 

El m~todo consiste en hacer reaccionar el fosfato 

lnorginico, en medio icldo, con icldo molfbdico para 

formar un compuesto de leido fosfomolfbdico, el cual •• 

r•duc• con Acido l-amlno-2-nafto1-4-su1fÓnlco, para 

formar una sustanciad• color azul lnt•nso 11.m•da azul 

d• mol lbd•no. 

S• construyo una curva patrón, que cont•nfa 

conc•ntraclon•s d• fosfato inorg•nlco entre 0.15 a 

l.SpH. 
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9,- CUANTIFICACION DE PRDTEINAS: 

S• d•t•rmin6 la concentrac16n de protelna 

utilizando •1 procedimiento de5crito por ltzh&ki y Gill 

47 ) • 

El m•todo s• basa en ta medición d• la absorción en 

la r•glón ul travlol•ta del complejo formado •ntr• la 
\ 

proteina y •1 co~r• en una solución d• sulfato d• cobr• 

0.21X •n hidróxido de sodio 30X. 

Cada fracción•• diluyó en dif•r•nt• proporción con 

agua destilada, para t•ner d•nsidades ópticas dentro de 

los limites de sensibilidad d• la curva est•ndar, Un ml 

dt cada dllucl6n se hace reaccionar con la solución 

alcal lna antes mencionada. Una vez que la protelna 

reacciono con tl cobre durant• 10 min, la mezcla de 

rtacciOn se extrajo con 2 ml de tetracloruro dt carbono 

para •liminar los llpldos qu• pueden Interferir •n la 

c:t.t•rmlnaci6n. 

La curva ••t4ndar •• elaboró usando albómlna ••rica 

bovina en un Intervalo d• conc•ntracion•~ de 0.1 a 1.0 

mQ/ml, 



IV - RESULTADOS 
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1.- SEPARACICJ-1 DE LOS LIPIDOS DEL HOMOGENEIZADO DE LA 

GLANDULA MAMARIA: 

En lo• primeros intento~ para obtener fracc1on•~ 

subcelulares de la glándula mamarla. se presentó el 

probl•ma d• qu• lo• lfpldos del teJid~, al flotar, 

arrastraban consigo a las partfculas subc•lulares de 

man•r• que al real Izar la centrifugación dlfer•nclal no 

•r• posibl• obtener residuo alguno. 

Por lo tanto para aislar las fraccion•s 

subcelulares, +u• n•cesario dl•eñar un procedimiento 

que sin daftar los organelos, P•rmi ti era s•parar los 

lfpidos d•I t•Jldo antes de r•alizar •I 

fracc 1 onaml en to. 

1.1. FORMACICJ-1 DEL GRADIENTE: 

Ya qu• la capa de lfpidos flotaba, •• pensó •n la 

n•c••idad d• colocar en su trayectoria algunos 

obsticulo• que lmpidi•ran que durante su mlgracl6n 

libre hacia la sup•rflci• arrastrara a 1as partfculas 

•ubc•lular••· Para •lle s• utilizaron gradi•nt•• 

discontinuos d• sacaro~a en donde •1 hanog•n•lzado d• 

la g1Andula mamarla formado en una •oluc10n concentrada 

de sacarosa·, se colocaba en el fondo d• lo5 
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tubo~ d• p1Astlco. Sobr• e•t• homog•n•izado s• 

d•posltaron varia• capas de soluciones de sacarosa de 

menor concentracl6n, Lo• gradientes de flotación qu• 

lnlcialment• ••utilizaron fueron 1o5 sigulent•s. 

tipo 

tipo 2 

tipo 3 

0.25M, 0.4M, 0.611, 0.011 <homo9onoizado> 

0.25M, 0.4M, 0.611, l.OM <homoQonoizado> 

0.25M, 0.4M, 0.911, l.6H <homoQonolzado) 

E1 gradi•nte •• c•ntrifugó para separar la capa 

1 lpldlca. 

SI blon lo• tro• Qradlontos cumplloron con ol 

propO•I to do ••parar lo• 1 lpldo•, 1'a rocuporaclOn do 

la• actluldado• onzlm•tlcas fu• muy baJa. Pon•ando quo 

las partfculas y su• •nzlma• pu•d•n daft•r•• por la 

pr•••ncia d• las concentraciones •levadas d• sacarosa, 

•• probó la preparación de gradientes d• sacarosa en 

donde •1 homoQ•nelzado fu•ra preparado en 

concontaclono• l•oM1dtlca• do olla. A•I fu• como •o 

oncontrO quo con un Qradlonto do 0.07!11, 0.1211, 0.1811, 

0,311 <h0ffto9•n•izado> •• podfan ••parar to• lfpldo• y 

obtener recuperaclon•• d• la• actividad•• enzlm6tlca• 

mayor•• al 90X. 

1.2. TIPOS DE ROTORES1 
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L.af> prim•raf> ceontrifugacione'= seo reA-1 Izaron •n un 

rotor de ~ngu1o fijo y no fu~ posible separar 

adecuadam•nt• lo~ 1fpidos ya que una parte quedaba 

adh•rida a las paredes del tubo. E5to se resolvió con 

la ayud~ de un rotor de colump10 que permitl6 que la 

capa de lfpido9 migrara a la superficie deJando a las 

partfcutas subc•lular-es 1 ibres concentradas al fondo 

d•l tubo. 

1,3, TIEMPO DE CENTRIFUGACION1 

·Para evitar •1 daño de las •nzlmas, se probaron 

diferentes tiempos de c•ntrifugaci6n esperando obtener 

en el menor tiempo posible, la separación de la capa 

l lpfdica. Asf, se probaron 5, 10, 15, 20 y 30 min de 

ce11trlfugaci6n a 2,000 x g. El tiempo óptimo p~ra 

formar una capa compacta de lfp1dos, en la superficie 

del gradlent•, fu• d• 10 mln. Esta capa pu•d• ••r 

••parada f4ci1m•nt• con ayuda de una •spitula. El 

•xceso d• lfpldo• adh•ridos a las pared•s d•l tubo se 

•llmlnO con un hisopo. 

S• obs•rvó que empleando tiempo• d• c•ntrifugaci6n 

m•Yor•s d• lS min, una capa d• organelos com•nzaba a 

formarse por debaJo de la capa lipfdíca. A los 30 m1n 

e•ta capa tiene un grosor considerable. En vista de qu• 
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r•tlrar •Sta óltlma capa puede producir pfrdldas 

apreclable5 de algunos organelo&, se tomó la decisión 

d• centrifugar todos los gradientes solamente durante 

10 min. 

El procedimiento resumido se describe en material 

y mftodo. 

2.- DISTRIBUCI~ DE LAS ACTIVIDADES ENZIHATICAS1 

2.1 ~'NUCLEOTIDASA1 

En la figura 6 •• obsPrva que la distribución de la 

actividad de la ~'Nucleotidasa en lo5 homogen•izado• 

del hfgado mue•tra diferencias en relación con •1 

m•todo de homogen•lzaclOn. Cuando el t~Jido se 

homogeneizo con Potter-Elv•heJem, la actividad•• 

conc•ntrO predominantemente en lo~ residuos 1, 20 y 100 

mi•ntra• qu• cuando•• utilizó el Polytron, la •nzima 

•• distribuyo homogfneament• en todas las fracciones. 

Los valores d• la actividad especffica y d•l 

porc•ntaJ• de actividad esp9cffica relativa s• mu•stran 

•n la tabla 3. El pore•ntaJe d• actividad especff lca 

r•latlva •• •1 porcl•nto de la actividad d• 
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cada fracción con respecto a la suma de actividades d• 

todas las fraccJon•s. 

La distribución de la actividad de s~Nucleotidas& 

en •1 másculo <Fi9.7> no parece mostrar diferencias 

d•p•ndlendo d•I m#todo usado para la homogeneización, 

aún cuando las condiciones fueron francam•nte 

dlf•rent•• pues la homog•neizacl6n utilizando 

Potter-ElvehJtm duró 7 minutos con Intervalos 

alt•rnados de descanso, mi•ntras que util Izando 

Polytron solo •• homooeneiz6 durante 1 minuto. 

Es importante observar que •1 mayor porcentaJ• d• 

1& actividad 1sp1cffica C34-3S-/.) se localizó en el 

r•slduo 100. 

Las actividades especificas y los porcentaJes de la 

actividad ••pecff 1ca relativa para el mósculo, se 

mu1stran tn ta tabla S. 

La dlstrlbuci6n d• la actluldad d• 5'Nucl•otldasa 

en la gl,ndula mamaria tal como •• mu••tra •n Ja fig 8, 

tlen• un comportami•nto parecido a lo qu• •• obs•rv6 

con •I mOsculo, •n donde la distribución se ve poco 

modificada por •I mftodo d• homog•neizacl6n. Al 

utilizar &mbos mftodos, la actividad se hizo present• 

en todas las fraCciones concentr•ndose en los 
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r••lduo& 20 y 100 (27 y 29"/. para Potter y 26 y 22% par~ 

Poi ytron>. 

Los valores d• actividad •speclf1ca y los 

porc•ntaJts de la actividad •specff ica relativa para la 

g1indu1a mamarla se muestran en la tabla 7. 

2.2. SUCCINATO DESHIDROGENASAt 

En los primero• estudios para ••tabltctr la• 

condiciones óptima• para determinar la actividad d• la 

dtsh i dro.gtn&•& su ce f n 1ca 1 1 as recuptra.c 1 on•• dt 1 a 

actividad tran menor•s al 30X. Por lo tanto •• buscó en 

la 1 lttratura a1gunas condiciones qu• permitieran 

tstabil izar la actividad durante los paso• dt cualqui~r 

••Cu•ncl& o trat&mlento. As!, se tncontrO que ol EDTA 

parece tstabil izar la enzima < 45 >por lo que se 

decidió realizar alounos experimentos dt aisl.mlento dt 

la fracción mltocondrial <R-5> en presencia y •n 

ausencia á•1 EOTA. Tambl•n, ... •studiO, •n forma 

simult•n•a, •1 •fecto d• la concentraclOn de ~rot•ina 

d• ••• ml ... a fracclOn durant• 1• Incubación. 

La tabla 9 mu•stra los r•sultados obtenidos en •1 

hornog•n•izado y •n la fracción mitocondrial. S• pu•d• 

obser~ar qu• al realizar la di1uc16n 1:2 con ••c•ro9a 

0.2SM df" c&da una dL• l,.s frAcc1ones, la o1ctiv1d•d • ., la 
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mitad de Ja fracción sin diluir, sin Pmbargo a1 diluir 

al doble <114> la fracción previamente diluida C1:2>, 

la actividad es m•nor d~J 40X y al realizar una tercera 

dilución •I efecto es mayor puesto qu• se observa 

~olamente un 17/. d• la actividad de la fracción 

mitocondrial. Por •1 contrario, real Izar las tres 

diluciones suc•sivas d• ambas fracciones con la 

sacaro•a-EOTA •• afecta •n mucho menor proporción la 

actividad pu••to que todos lo> valores fueron 

•up•rlor•• al 43"'/.. 

A dif•renci& d• lo qu• se observó para Ja 

distribución de la 5'Nucleotidasa, la actividad de 

•ucclnato d••hidrogenasa en hf gado no mostró 

diferencias con el mftodo d• homogeneización utilizado, 

encontrándose la mayor actividad C60X) •n e1 r•siduq 5 

descrito cl&sicam•nt• como fracción mitocondrial ( 38 > 

<Flg 9), 

En la mtM'la forma s• distribuyo la succinato 

deshldrogenasa en la• fracclon•s subc•lul•r•• d• 

m6sculo •nriqu•ci•ndo •1 r•slduo 5 <Flo. 10>. 

Las actividad•• ••P•Cff icas Y l.os porc•ntaJ•s d• la 

actividad ••p•cffica relativ~ se muestran •n las 

tabla~ 3 y 5 para el hfgado y e1 músculo 

resp•ctlvam•nt•. 
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La distribución de ta succinato d1shldrog•n&sa •n 

1& glándula mamaria mostró diferencias con los otro6 

t•Jldo•. La •nzlma no se dl~trlbuyO •n forma 

pr•dominant• •n una fracción sino que s• encu•ntra 

distribuida •ntre las fracciones R 5 Y R 100 

lndep•ndl•ntement• del tipo de homog•n•izador qu• se 

ha~& utlllzado. 

Esto pudi•r• •lgni41car la •Xl~t•ncia d• varias 

poblaciones mltocondrlal•• en la gl,ndula mamaria, o 

bien que el tratamiento previo del t•Jldo para I& 

••paraclOn de los Jfpldo& pudl•ra afectar la densidad 

d• las mltocondrlas. S• ha descrito que IA d1nsldad de 

••tos organelos se u1 modlf icada cuando s~ someten a 

aoluclon1s no iaoMldtic••· Rossano y Jon1s < ~a, 49 

observaron que la densidad de las mltocondrl•• de la 

glándula mamaria d• rata disminuf a cuando •• 

•ncontraban en un medio hip1rtOnico. 

Durante la sep&r&cl6n de lo• llpldo• de la Ql•ndula 

m.marla qu• •• d••crib• 1n ••t• trabaJo •• utl1 Izó un 

Qr&dlente de flot&cl6n en el cual &lQUn&• fraccione• 

•Ubc•1ular•• pued•n estar en contacto con sotucion•• 

hlpot6nlc&• de •&caros&. Aón cuando •l tiempo de 

exposicl6n a ••t• medio•• brev• (10 mln>, 
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pu•d• ••r suflcl•nt• para qu• la d•n51dad d• las 

mltocondrla• se~ modificada CFig.11>. 

2.3. GLUCOSA 6-FOSFATO FOSFATASA1 

La distribución d• esta enzima •n hfgado Y en 

mOsculo no mostró diferencias con el m•todo d• 

hornog•n•izaci6n. 

En •I hlg&do &lr•d•dor d•I 50X de la actividad 

••p•cffica r•latlva se local Izó •n las fracciones 20 y 

100 <Flo.12>. Fracclon•s que han •ido descritas como 

enriquecidas con retfculo endoplAsm1co ( 39, 39 >. 

En •1 mósculo, a dif•r•ncia d• lo que se observó 

en el hfgado, una parte importante d• la actividad 

••P•cffic& r•l&tlua se local Izo •n el clto•ol <39 y 

36X> <Fig.13>, esto significa que ambos procedimientos 

de homooenelzaclón son vigorosos para tejidos como es 

el mósculo ya que fraccionan el retfculo endopl•wnico 

en V••fculas peque~•• qu• no •on 5•dimi•ntada• •n 60 

min a v•locidad•• hasta d• l00,000 uec•s la oravedad. 

La actividad ••P•cfflca y los pcrc•ntaj•• d• la 

actividad ••P•cfflca relativa s• mu•stran en la• tabla• 

4 Y 6 para •1 hfQ&do y •1 mósculc r•sp•ctiuarn•nte. 
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No fuf poslbl• determinar la actividad d• la 

9tucos&-6-fo5fato fosfatasa •n ta g1indu1a m~ari&, 

2.4. OESHIDROGENASA LACTICA: 

Esta enzima local izada •n ~1 cltosol ( 39) mostró 

una dl•tribuci6n c•racterístlca para los tre~ teJldo~ 

••tudlado• <Flg. 14-16). 

En •1 hlgado •1 77"/. d• la actividad•• ubica •n •1 

sobrenadante al ••r homogeneizado el teJldo con •l 

Polytron, mientras que cuando s• util Izó •1 Pott•r dos 

fracclon•• la R 10 y el sobrenadante sumaron el 76X. 

En •l mó•culo y •n la gl•ndula mamarla fu• posibl• 

d•tectar actividad de lactato d••hldrogenasa •n 

fracclon•s diferent•s d•l citoplasma, asf, ml•ntras •n 

el mósculo el contenido dt la actividad en las 

fraccione• R5, RIO, R20 y RIOO alcanza valor•• 

alrededor del 40X, con una dl•trlbuclOn ca•l hanog•nea, 

•n la glindula mamaria •• obtuvo un 49"/. de la actividad 

para las misma• fraccion•• con prtdOll'llnlo d• la 

fraccidn R5 <mitocondrial) •n dond• •• ob•eru6 ca•i el 

25"/. d• la actividad total. 

La dif•r•ncla d• ••to• t•Jido• con el hlgado pu•d• 

d•b•r•e a la pres1ncla de v•sfculas que ·conti•n•n •n •u 

1nt•rior o adsorbida en la part• 
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•xt•rna d• •u membrana, material cltop14smico Jo que 

pudo modificar •1 patrón de dl5tr1buci6n caract•rístlco 

d• la •nzlma d•I cltosol. 

En las tablas 4, 6 y 8 se muestran las actividad•~ 

••p•cf41c~s y los porcentajes de actividad especifica 

r•t&tiua para •1 hfgado, •I mOsculo y la gl•ndula 

mamaria r•sp•ctlvam•nte. 

3,- RECUPERACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIHATICAS: 

La tabla 10 mu•stra los porcentajes d• recuperación 

logrado• •n todos Jos •Xp~rlm•ntos real Izados. 

Estas r•cuperaclones dependieron de las 

caract•rfstlc&$ del teJldo utilizado. La •nzima con 

m•Jor recup•racl6n fu• la S'Nucleotidasa •n dond• se 

1ogr6 obt•n•r m&s del 7~/. de la actividad en cualqui~r 

t•Jldo. 

S• logro una bu•na r•cup•raclOn d• la 

d••hidrog•nasa succfnicA tanto en el hfgado como •n la 

gl,ndula mamarla, sin •mbargo •n •I mó~culo la 

r•cuperaclOn promedio •sta alred•dor d•I 6SX, 

probabl•m•nt• d•bido a qu• •• Incluyen experimento~ 

r•aliz•dos •n aus•ncla d• EDTA. 
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La r•cup•raclón m4s baJa fuf la obt•nlda con la 

glucosa-6-fosfato fosfatasa (alr•d•dor d•l 6!5"/.) tanto 

•n •1 hfgado como •n el mOsculo, 

En todo• los casos las recuperacion•s s• calculan 

•n función d• la actividad mostrada por •1 

homog•n•izado total. 

4.- DETERMINACICN DE PROTEINAS: 

Como •• Indicó •n mat•rlal y mttodos, la 

conc•ntraclón d• prot•inas d• cada fracción fuf 

d•t•rmlnada util Izando •1 mftodo d•scrlto por ltzhakl Y 

Glll ( 47 ), 

Aunqu• para la mayorf a de las muestras no hubo 

lnt•rf•r•ncla, las muestras de la glándula mamarla 

pr•s•ntan turbiedad debida al alto cont•n1do d• llpldos 

d• ••t• t•Jldo. Esta turbiedad produc• una l•ctura 

ln•stabl• •n •1 espectrofot6m•tro. 

Para eliminar la turbidez, se trató la soluclOn 

colorida con diferent•s solventes para producir la 

solubll lzaclOn d• los ilpidos. Para ello•• probaron 

diclorom•tano, cloroformo, tolu•no, h•xano y 

t•tracloruro de carbono, obteniendo con todos ellos dos 

fases, sin •mbargo, la extracción con tetracloruro de 

carbono produjo •1 meJor resultado pues la fase acuosa 
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pu•dt str obtenida con facll ldad ya que el solvente 

p•rman•c• •n el fondo del tubo, En la figura 17 st 

ilustran esqu1mitlcam1nt• los resultados obttnidos con 

los dlf•r•ntes solv1nt1s. 

Se confirmo, con una curva est,ndard, quo la 

extracclOn con tl t1tracloruro de carbono no tuvo 

nlngOn tftcto sobrt •1 color dtsarrollado, 

En las tablas 11, 12 y 13 •• mu•stran los 

porcentaJ•s de rtcuperaclOn dt prottlna tn las 

fracclon•s subc•lular•• dtl hlgado, •1 mOsculo y la 

glindula mamarla resp1ctlvament1. En todos los casos s• 

obtuvieron recuperaclonts dt mis dtl 90X. 



V - DISCUSION 
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Cuando s• d•••an real Izar ••tudlos m•tabOl leos con 

organelos aislados, la ruptura d•I t•Jldo •l•gido para 

obt•n•r un hanog•nelzado, •s un paso claY• para •l 

lxito d•I fracclonaml•nto post•rlor. Esta ruptura pu•d• 

real Izar•• por choqu• osmOtlco, por YlbraclOn o por 

fu•rza m•c,nlca < 36 >. 

En los ••qu•mas para aislar las fraccion•• 

subc•lular•• d• dlfer•ntes teJldos, •• describ•n con 

detall• la composición d•I medio d• homoo•n•lzaclOn, la 

r•laclOn d•I P••o d•I teJldo con •I Yolum•n d•I m•dlo, 

•I tipo d• homo;•n•lzador •mpl•ado, la m•dlda d•I 

espacio •ntr• •1 pistilo y •I vaso d• homo;•n•lzacl6n, 

•I nóm•ro d• golp•• r•al lzadoa, •te. 

Las condiclon•• d• homo;•n•lzaclon d•b.n s•r 

suflcl•nt•••nt• s•v•ras para ra111p•r todas las c•lulas Y 

permitir una r•cuperaclOn ad•cuada de las partlculas Y 

a la vez suflclent•m•nt• suav•s para obt•n•r los 

organ•los "Intactos•, 

La CCllllPO•iciOn d•I m•dlo de ha111oo•n•lzaci6n Y su 

pH tambltn son lmportant•s ya que la ,resencia de Ion•• 

dlval•nt•s como •I calcio y •I Maon••lo ti•nd• a 

manten•r las m•mbrana~ asociadas una con otra lo QU• 

pu•d• af•ctar •I proc~dlmi•nlo de s•paracl6n, sin 



•mbargo, ••tos lon•s son n•c•sar1os para •stablllzar la 

m.lllbrana, •1 nOcl•o y la uniOn d• los ribos0111as al 

r•tfculo •ndopl•Slllico rugoso< 39 >.Una disminuciOn •n 

•I pH pu•d• hac•r a la• ctlulas m•• r•sist•nt•s a la 

homogen•lzacl6n. 

Por lo o-n•ral, el soluto m's utilizado •n los 

medios de h~n•izaclOn para la mayorf a d• los 

teJldos estudiados •s la sacarosa < 34- 39 >. Sin 

embargo, algunos lnvestigador•s pr•f ler•n el uso d• 

otras soluciones, asf, Nevlll• < 40 > sugl•r• para •I 

hfgado la homog•n•lzaclOn •n agua fria amortiguada con 

1...-i d• NaHC03. Est• medio por s•r hipotónico usa la 

fu•rza osrnOtica para reducir la cantidad de fuerza 

m•clnlca qu• d•b• apl icars• al tejido, sin embargo, 

d•b• tomarse •n cuenta qu• en este medio los núcleos, 

las mitocondrias y los 1 isosomas sufren lisis. 

RUPTURA DEL TEJIDO: 

Para evaluar la efectividad d•l proc•dimi•nto de 

homogeneización pueden seguirse dos criterios. Si el 

organelo que se d•sea •studiar tiene una morfologfa 

caracterrstica como la mitocondria, la microscopia 

electrónica puede usarse para evaluar la distribución 

de esta partfcula y el dafio •ufr ido durantP la 
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homog•n•izaciOn. Si la fracclOn subc•lular conli•n• 

algón compu•sto o enzima caracterlstico, puede usarse 

este como marcador para seguir &1 organelo a trav•s d• 

el fraccionami•nto. 

Es deseable que el procedimiento d• 

homogeneizaciOn permita obtener fragmentos grandes de 

membrana plasmAtica, ya que •n general los fragmentos 

grandes de plasmalema son mis fácilmente separados de 

otros componentes del homogeneizado mediante el uso d• 

gradientes de concentraciOn, en cambio, los microsomas 

que son el principal contaminante d• casi todas las 

preparaciones de membrana plasm•tica son dificil•• d• 

separar de las veslculas pequeñas de plasmalema < 34, 

~6. 37 >. 

En •1 presente trabajos• utilizaron dos mttodos 

diferentes de homogeneizaciOn1 el homog•n•izador de 

tipo Potter-ElvehJ•m y •1 Polytron, utilizando como 

medio d• homogeneizaciOn sacarosa 0.2:!M. 

Como se obs•rva en los resultados, •1 procedimiento 

d• homogeneización puede modificar la distribuciOn d• 

algunas fracciones subc•lulares. Al comparar los 

resultados obtenidos para 1~ distribución de la 

~-Nucl~otidasa en ~1 h!gado y en ti mósculo •• deduct 

oue cuando go homogeneiza un tejido suave como •s el 
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hlgado, el m•todo de homogenelzaclOn tlen• gran 

repercusiOn en la distribuclOn subcelular (ver flg. 6>, 

mientras qu• para un tejido duro <mósculo> el m~todo dt 

homogeneización tiene poca influencia sobre la 

distribución <ver fig, 7> pu•sto qu• la enzima 

membr•nal s• encu~ritra homogfneameonte distribuida en 

todas las fracciones empleando ambos tipos d• 

homog•n•izador. Esto se resume en el siguiente •squema1 

TEJIDO HOMOGENE 1 ZAC 1 Cl'l RESULTADOS 

Potter-El vehJem PF"oc•dimi en-

to •uav•. 

Ti•mpo 

corto. 

SUAVE 

<h 191.do> 

Poi ytron Proc•dimi •n-

to entrgico. 

T 1 empo cor to. 
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TEJIDO HOMOGENE 1 ZAC 1 CJll RESULTAPOS 

Potter-Elv•hJ•m Procedimj •n-
to ~ua.v•. 

T 1 empo 

prol ong•do. 

DURO 

<mosculo> 

Polytron Procedimi •n-

to enolrgi co. 

T 1 empo cor to. 

FRACCl~IENTO SUBCELULAR1 

Los compon•nl•s d• una c•lul• s• pu•d•n s•par•r 

utilizAndo l•s propl•d•des de l•s partfcul•s tales como 

l• m•s•, el volumen, I• d•nsid•d, la forma y c•rga, 

Durante la c•ntrlfugaciOn diferencial es posibl• 

••dimlentar las partlculas m~s grand•s como son los 

nOcleos, los fragmentos grandes de plasm•lema Y las 

c~lulas Intactas a una velocidad de c•ntrifugaciOn 

r•l&t1vamente baja, So la velocidad de c•ntrlfugaciOn 

s• aumenta, las mitocondr1as ~edim•ntan y a velocidad•• 
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mAYores >' dura.nt• P•rlodos "''• largos pu•d•n s•pu•Ars• 

los l isosomAs y "••lcul'a• P•Qu•ñas de r•tlculo 

•ndop 1 á"Srru co. 

Para rea I 1 ZAr la Hp•rAc i 6n de 1 as frAcc i on•s 

subc•lulares d•I hlgado, del mOsculo y d• lA gl,nd\lla 

m;unaria St' uti 1 izaron las condiciones d• c•ntrlfugacl6n 

que se han d•scrito •notros trAbAJos e 38, 39 ), 

A pt'sar d• qu• •xist•n d•scritos n>ttodos PAra 

aislar algunas fraccion•s d• I• glindulA "'""'"riA e 32, 

48, 49), en ellos no•• n>•ncionA que se Pr•s•nt•n 

dificultades d•bido a IA gran cAntidAd d• lfpidos qu• 

ti•ne este t•J Ido, En nu•stra •xperiencia fui imposibl• 

aislar lAs fracclon•s subc•lulares d• la gl•ndulA 

mamari• sin ant•• •ll•lnar lA capa lipldica. 

El proc•di•l•nto qu• •• dls•ñ6 parA ••parar los 

llpido• d•I hCJM099nelaado de la gl,ndula ma11arla ••!MI~ 

sencillo y r•quiere CÑ un tiet11po br•ve para su 

realización lo que 11er•ite conservar las actividades 

enzlmAtic•s estables. Si bien l• distribuci6fl de la 

S'Nucleotidas• no 1M1estra alteraclon•• con ••te 

procedimiento, la distribución de la succinato 

desh1clrogt>n•sa re1ulta afectAda <Fig.111 por lo que•• 

nect>s~rio &justar las COftdicion•s P•r• qu• las 
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•itoc.....,.la• recuper•n su d•n•ldad caract•rf•tica Y 

.... ..._ .. r .. dl-ntada• e- la v•locidad de•crita 

ctA•lc ... nte para e•t• prop6•ito < 38 >. 

-.18IS DE UIS FMCCJOolES SUllCELULARESt 

l.a pureza de las ·fracclon•s subc•lular•• se 

dete,..lna con •1 u•o d• •n•ayos •nzl .. tlco•, Qut•lco• o 

cen •ICrCKCopta •l•ctrónica. La mlcro•copta •lectr6nica 

•• Otll cuando se ••ludian oroan•lo• con •orfolo0ta 

caract•rl•tica CClllO ••el ca•o d• las mitocondrla• y 

lo• nOcl•o•, pero los ll•o•omas. •1 aparato d• Golol 1 

•I .f'•tfculo •ndopUulco 1 lso y ia m•mbrana pi a-U lea 

durant• la h11111oo•nelzaci6n forman Y••lcula• ll•a• qu• 

•on dificil•• d• dlf•r•nclar. 

La -dlcl611 d9 la actividad d• •nzima• qu• ••tfn 

localizada• ••peclficam•nte •n un oroan•lo ••mas 

conueni•nt• para d•terminar la cont1111inacl6n de una 

fracci6n dada. 

~lounas •n1lmas •• utll Izan como marcador•• ya que 

••tia ••tabhcldo su local lzac16n c•luhr por Mello .• 

tfcnicas hlstoqulmlcas, algunas d• esta• •nzlma• son la 

o•lactosldasa y 5'nucl•otidasa ~ara m•mbrana 

ola1111A.tlc:a, la succlnato oxido rtduc:haa para la 

•ltocondrla, la arllsulfatasa Y la fosfatasa leida para 

los 1 lsosQlllas. la N·ac:•tll•9luc:o1amlna Qalactosll 
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tran•f•r••• para •I aparato d• Golg1, l• 

gluco•a-6-fo•fato fo•fatasa » •• c1 tocromo c r•ducta•a 

1n••n•1bl• a la rot•nona para •1 r•tlculo •ndopllamico 

y •nzlma• Involucrad•" en la glucól 1sis para 

caract•rizar •I citoplasma ( 39 >. En otros casos, 

al96n compu••to qulmico local izado pr1ncipalm•nt• •n un 

or9an•lo como •s el caso de DNA para •l n6cleo Y •l RNA 

para lo• ribosomas e;. utilizado para caracterizar ••a• 

fracc 1 on•• • 

En el present• trabajo se utilizó la medición ·de 

las actividades de enzimac caracterlstlcas de cada 

fracción como indicadores de contaminación. Para 

caracterizar la membrana plasm,t1ca se utilizo la 

S'Nucleotldasa, para la fracciOn mi tocondrial se 

.,utll Izó la actividad de succinato deshidrogenasa medida 

como succinato JNT oxido reduct~sa. para indicar 

pr•s•ncia de retlculo endoplásmico se util Izó la 

glucosa-6-fo~fato fo•fatasa y para caracterizar •1 

citoplasma la actividad de lactato desh1drogenasa. 

S• dtbe mencionar que aón ·cuando durant• el 

proc•dimi•nto de fraccionami~nto subcelular se evitó •I 

cal•nhm1troto d• las mut•tra• ruanteni•ndolas •n hi•lo, 

alg•Jn-.s enzima: llegan a 1nactiva.rse como s• observa. al 

anal iz~r lo• p~r~•ntaJe~ d• recup~racidn 
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<tabla lO>. Sin etllbaroo aunqu• lo• r•ndlMlentos no •••n 

del lOOX la dlstrlbucl6n de una fraccl6n subc•lular 

•lou• •I ml~o patr6n para cada t•Jldo Y para la• 

condiciones d• hcmoo•n•lzacl6n utilizada• 

lnd•p•ndl•nt•m.•nh d• '·ª r•cup•racl6n. 

Toust•r < 34 > r•porta r•cup•raclon•• para la 

S'Nucl•otldasa y para la otucosa-6-fosfato fosfatasa en 

híoado d•I IOOX. Aunqu• •1 mftodo utilizado para 

d•t•rmlnar laa dos •nzlmas •• •l d•scrlto por ••tos 

autor••• no •• obtuvl•ron los mismo• rendlMl•nto•. Sin 

•mbaroo hay qu• ••ñalar qu• •llo• no r•fl•r•n su• 

r•ndlml•nto• al hcmog•n•lzado total sino a la •uma d• 

actividad•• d• lo qu• llaman fracción nucl•ar y 

••tracto <hcmog•n•izado sin fracción nucl•ar>. 

La m•mbrana plasm4tlca tl•n• un pap•I muy 

lmportant• •n •I m•tabol ismo lntrac•lular ya qu• ad•m•• 

de lnt•rv•nir •n •I transport• d• sustancia• n•c••arla• 

para la cflula m•dlant• difusión, transport• activo y 

•ndoclto•I• tamblfn int•rvl•n• •n •1 d•••cho d• 

su•tanclas no d•••ada• <•xocltosls>. 

La m•mbrana plasm4tlca ••t4 Involucrada •n la 

loccmoclón Y qulmlotaxl• d• la cflula y en la 

comunicación d• una c~lula con otra. Adem4•, pos•• 

~I tlo1 r•c•ptor•• para algunas hormonas, n•c•sarloa 
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para qu• 1 a hormona produzca un ef•c to d•••ncadenando 

cambios metabólicos dentro de la cflula. 

Nuestro intereses utilizar al receptor de 

prolactlna. como un Indice de la r•spue•ta hacia la 

prolactina en los diferentes tejidos de la rata durante 

la lactancia y el d••tete. Por lo anterior, •• 

Importante establecer la metodoloQfa para aislar 

fracciones enriquecidas de plasma.lema en diferentes 

tejidos Y• que a partir de estas preparaciones puede 

purificarse la membrana plasmAtica mediante el uso de 

Qr&dlentes de sacarosa y ser utilizadas en los estudios 

del receptor para hormona• prot,lcas posteriormente. 



VI - CONCLUSIONES 
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1.- Las condlclon•• d• homog•n•lzacl6n r•p•rcut•n 

•n la distribución subc•lular d• las fraccion•• d• 

m•mbrana plasmática d•l hlgado, P•ro no lnf IUY•n •n •1 

mOsculo Y la glándula mamaria. 

2.- En •1 hlgado las fraccion•s •nrlqu•.cldas con 

m•mbrana plasmática son las obt•nldas a 1,20 y 100 mil 

•o (7S.Z.: d• la actividad total>. Las condlclon•s d• 

hOlllog•n•izaclOn qu• P•rmlt•n obt•n•r fracclon•s 

•nrlqu•cldas d• m•mbrana plasm&tlca •n •st• t•Jldo son 

las corr•spondl•nt•s al Pott•r-Elv•hJ•m. 

3.- Para la glándula mamarla y •1 mOsculo las 

fracclon•s •nrlqu•cldas con membrana plasmática son las 

obhnldas a 20 y 100 mi 1 xg <SS,76X y SS.IX dt la 

actividad total>. 

4.- S• sugl•r• hOlllogen•izar la gl,ndula mamarla y 

el mdsculo en.Polytron ya qut este proctdlml•nto 

Consume mtnor tiempo disminUY•ndo asl los daftos •n las 

actividad•• •nzlmáticas. 
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Compo•lclOn de la l•Ch• humana. 
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d• la rata. 

R•cup•raclOn d• I~• actividades 
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TABLA 1 

COl1POSICION DE LA LECHE HUHNM V DE LA LECHE DE VACA 

CONSTITUYENTE LECHE HUMANA MADURA LECHE DE VACA 
(gil) Intervalo 1 nterva lo 

Energía (Kcal/I) 446-1192 587-876 

Prot~ínas totales 7.3-20 28. 16-36. 76 

Caselna 1.6-6.8 21. 90-28.0 

Lactoalbúmina 1. 4-6. o 1.40-3.3 

Gr¡1sa tata 1 1J.4-82. o 34.00-61.0 

Lactosa 49.0-95.0 4s.oo-so.o 

Sodio o. uao-o. 450 o. 392-1. 390 

Potas 1 o o. 425-0. 735 o. 380-2.870 

Calcio 0.207-0.372 0.560-3.810 

FcSs foro 0.068-0.268 0.560•1. IZO 

Obtenido de (2) 
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TABLA 2 

FACTORES ANTI INFECCIOSOS DE LA LECHE MATERNA 

- Factor de crecliwlento de lactobacl l lus ~· 

- lnlllUlloglobullna A.secretora. 

- Complemento ( CI - C9 ) • 

- Lactoferrlna. 

- Lactoperoxldasa. 

- Llsozlma. 

- Factor anti estafl lococclco. 

- Células de la leche. 

- Factor llpFdlco. 

- ,..cr010Dlfculas. 



FAACCICIH 

HOHOC. 
R 1 
R S 
R 10 
R 20 
R 100 
Sn 

FRACCIOll 

HOllOC. 
R 1 
R 5 
R 10 
R 20 
R 100 
Sn 

TABLA ¡, EFECTO DEL TIPO OE HIM>GEllEIZACICll SOllf LA DISH18UCI09 DI 
LAS DI FUENTES FJIACCIOllES SUICELULAllllS OIL HIGAOO DI LA MTA. 

p o T 

Actlv. especfflca* 
(,PITIO lesP/mg prot,) 

t.211 
1.401 
o.sso 
1.094 
1.678 
2.611 
0.211 

p o T T 

Ac:tlv. especrflca• 
(nmofesF/mg p,.ot.) 

]06.865 
541.9) 

1068.16 
7).)1 
55,09 
46.6 

7,46 

DISTAIBUCIOll OE LA S'NUCLEOTIDASA 

E R p o L 

:t. acth. e1pecl f. Actlv. e1pecrflca 
l>-IH'loog pror.) 

E R 

ri!latlve 

18.s 
7,34 

14.46 
22.18 
34.52 
2.9 

OISTRIBUCION OE LA SUCCl~ATO 
DESH 1 OROCENASA 

1.)9) 
t.~tJ 
t.4J7 

'·º' 1.579 
2. "S 
o. 107 

p o L 

% actlv. especff. Actfv. etpecfflca 
reJatlva (nmolesf'/mg prot, J 

433.7) 
30.2 661.45 
59.6 11]4.15 
4.2 IZO.JI 
).1 )1.08 
2.6 17. 74 
o.4 7.45 

* V•lor pramedfo de 4 eJCperfmontos. 

' R o 11 

* actlw. •1pecrr. 
r•l•lf•• 

tl.2 
11.s 
17,5 
19,17 
26. ,, 

'·) 

T R o 11 

t actlv. e1peclf. 
relatfva 

JJ,4 
s1.i 
6.; 
1.6 
0,9 
0.4 

La •cthfdad de I• 5 1#uc)eotldesa se eJCpre14 en tm0les de fosfato liberado por mg de proterna v Ja actividad 
de succlnato de1hldrogenasa como nmoles de formazan producido por~ de proteína. 

•&O· 



FRACCI OH 

HOllOG, 
R 1 
R 5 
" 10 
R 20 
R 100 
Sn 

TABLA 4. EFECTO OEL TIPO Dt HOHOGENEIZACION SOBRE LA DISTRIBUCION OE 
L~S DIFERENTES FRACCIONES SUBCELULARES DEL HI GADO DE LA RAfA. 

DISTRIBUCION OE LA GLUCOSA 6-P 
FOSFATASA 

POTTE~ POLVTRON 

Actl'I. cspccííie.at: 
(JHnolesP/mg prot.) 

o.~85 
0.934 
o. 542 
1, i.3 
2.58 
1.235 

~ act lv. espeelf. 
re latlva 

16,J) 
9,5 

25.0 
27.6 
21.6 

Act lv. t=specíflca 
C)lmolesP/mg prot,) 

o.849 
0,341 
0,85 
1.201 
1,ij8 
1.605 

Í'. act 1 v. especl f. 
relat lv1 

Valor proiredlo de 2 experimentos. 

p o T T 

FRACCION Actl v. especrfl ca* 
(nmolesNAOH!mg prot.J 

HDHOG. 8,935 
R 1 4.603 
R 5 
R 10 4. 905 
R 20 
R 100 
Sn 9,958 

" Valor promedio de 4 experimentos. 

E R 

DISTRIBUCION CE LA DESHIDROGENASA 
LACTI CA 

o L y 

% actlv. especlf. Actlv, específica 
relatlva lnmolesNALii/mg prot,) 

9,25 
23.6 3.09J 

25.2 

51.2 10.568 

T R o H 

% actlv, especlf. 
relativa 

22.6 

77.4 

La actividad de la glucosa 6-P fosfat.ua se eMpresa en urroles de fosfato liberado por mg de prote(na y la 
actividad de la deshldrogenasa l.1ctlca como nnoles de NAO reducido por mg de proteína. 



FRACCl<M 

HOl40G, 
R 1 
R S 
R 10 
R 20 
R 100 
Sn 

TABLAS EFECTO DEL TIPO DE HOHOCENEIZACION SOBRE LA DISTRl8UCl0il OE LAS 
OIFERE~TES FPACCIONES SUBCELULARES DEL HIJSCULO DE LA RATA. 

OISTRIBUCION DE LA 5 1 NUCLEOTI DASA 

POTTER P O L Y T R O~ 

Actlv. específlu• % actlv. especl f, Actlv, específica ~ actlv. específ. 
(l'n>lesP/mg prot) relatlva (J'molesP/mg pro t.) relativa 

0.22~ 0.275 
o. 187 12.5 0.205 12.0 
0, 147 9,8 0.17¡¡ 10.42 
0.1~ 9.4 0.185 10,8) 
o.asa 17 .2 0.328 1:1.20 
0.57 30.20 0.578 33,8 
0.19~ 13,0 0,234 1). 7 

* Valor pronedto de lit e1eperlmentos. 

FRACCIOll 

HOllCIG, 
R l 
R S 
R 10 
R 20 
R 100 
Sn 

POTTER 

Actlv. específica• 
(MtOlesF/mg prot) 

90,375 
92,92 

)88.20 
77.112 
67.~2 
J~.~ 

7,gg 

OISTRIBUCION DE LA SUCCINATO 
OESH 1 OROCENASA 

POLYTRO.~ 

t actlv. especl f, 
relativa 

13.89 
se.o 
11.64 
10, 1 
5.15 
1.19 

Actlv. específica 
(nmolesF/mg prot) 

11).9 
96.9 

371.99 
68.49 
52.62 
17.91 
4.5 

% actlv. especlf. 
relatfva 

15.6 
60. 7 
11. 18 
8.S:i 
2.42 
~. 7 

• Valor pr""9dlo de 10 elf¡>erlmentos, 
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FR/ICCION 

HOllOG. 
R 1 
R 5 
R 10 
R 20 
R 100 
Sn 

TABLA 6 EFECTO OEL TIPO OE HOHOGEllEIZACIOll SOBAE LA OISTAld&A:IOll OE LAS 
DIFERENTES FRACCIONES SUBCELULARES OEL MUSCULO OE LA RATA. 

PUTTER 

Actlv. específica* 
(n..,feoP/111!1 prot) 

57.8JS 

28.58 
29.JI 
26.285 
19,505 
77.685 

OISTRIBUCION OE LA GLUCOSA-6-P 
FOSFATASA 

POLYTRON 

act 1 v. especf f. Actlv. e1pecrffca ~ .>ctlv. esp•Cif. 
r-:= latl va (nmolesP/mg prot) rel atl v• 

74.85 
2).075 7,5 

14,2 26.845 8.7 
14,6 41t.265 14.4 
IJ.O 44.U 14.lt 
19.6 56. 795 11.5 
)8,6 112.055 36.5 

* Valor prcnedfo de 2 experimentos. 

OISTRIBUCION OE LA OESHIOROGEHASA 
LACTICA 

POTTER 

FlltACCIO. Actlv. específlc•* i actlv. especl f. 

H.lllOG. 
• 1 
• s 
• 10 
• 20 
• 100 
Sn 

(nllDleoll-/llfl prot) relativa 

lt0.82 
IS.JI ••.611 
9,54 

10.178 
19.•7 
50.7 

IZ.~ 
12.2 
a.o 
e,5 

16,2 
42.J 

* Valor pro..dlo de 1t e•p1rfmento1. 

- &5-

POLYTRON 

Act fv. específica :t actl v. especl f. 
(nrnolesNADH/mg prot) re latl va 

)4. 47 
21.05 
12.1 
8.1 
8.9 

19.46 
55,67 

16.~ 
~.7 
6.S 
7.1 

15,5 
44.• 



FRACCIOH 

HOIUG. 
111 
11 s 
R 10 
11 20 
11 100 
Sn 

FllACCIOll --11 1 
11 s 
• 10 
• 20 
• 100 
Sn 

TAILA 7 EFECTO DEL Tl,0 DE H-EllEIZACIOll SOBaE LA DISTRllUCIOll DE LAS 
DIFEREllTES FllACCIOllES S~CELULAllES DE LA CLMDUl.A ,,_IA Df LA RATA. 

POTTEll 

Actlv. específica* 
Y..,lesP/mg prot) 

1.878 
0.871 
0.9!15 
o.aes 
2.299 
2.40 
1.012 

POTTER 

Actlv. específl"" 
(nmolcsf/mg prot) 

20.19 11.sa 
JS.86 
29.67 
2!1.2 
37 .IHI 
2.99 

DISTRllUCIOll DE LA 5'NUCLEOTIDASA 

'.( actlv. cspeclf. 
relativa 

10.24 
11. 7 
10.4 
27.03 
28.73 
11.0 

DISTRISUCIOll DE LA SUCCINATO 
DESHI DROCENASA 

PO L Y T 

Actlv. especrflca 
!J->lesP/mg prot) 

1.912 
1.344 
1.60 
1.46' 
2.6!1!1 
2.28s 
1.068 

RO 11 

~ actlv. especlf. 
relatlva 

12.19 
15.6 4 
13.!18 
25.6!1 
21. 75 
10. 16 

POLYTRON 

~ actlv. espec:lf. 
relativa 

7.89 
24.43 
20.21 
19.8!1 
25.53 
2.04 

Ac:t fv. espectffca 
(nmolesF/mg prot) 

21.38 
9,95 

4!1.43 
36.67 
35.28 
35.ZI 

3. 13 

% actl v. esJ)ecf f. 
relativa 

5.85 
29.38 
21.SB 
Z0.68 
Z0.76 

1. 8'I 

• Valor pr.-edlo de .. e.teperf•ntos. 
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TABLA 8 EFECTO DEL TIPO OE HOHOGENEIZACION SOBRE LA DISTRIBUCION 
DE LAS FRACCIONES SUBCELULARES DE LA GLANDULA HAHARIA. 

POTTER 

DISTRIBUCION DE LA DESHIDROGENASA 
LACTICA 

POLYTRON 

FRACCION Actlv. especTflca* ~ actlv, especlf, 
(nmolesNADH/mgprot) relativa 

Actlv. especfflca % actlv. especlf. 
(nmolesNADH/mg prot) relativa 

HOflOG. 
R l 
R 5 
R 10 
R 20 
R 100 
Sn 

7,999 
5.46 
5.947 
2. 197 
1.953 
2.483 
7.213 

* Valor promedio de 3 experimentos. 

21.6 
23.5 
8.7 
7,7 
9,8 

28,6 

7.17 
5.717 
7.24 
2. 193 
1,993 
2.305 
8.327 

20.6 
26.l 
7.9 
7.2 
8.4 

30.0 



1 

TA8LA9 EFECTO DEL EDTA EN LA ESTABILIDAD DE LA ACTIVIDAD DE LA DESHIDROGENASA 
SUCCINICA DEL HIGAOO DE LA RATA. 

HO:o!OGE~ElZ/~DO 'l'CT1oL REEIDUO MITOCO:.LJR!l>L 

1 SACAROSA 
' 

SACA.'\0511 % SACAACSA % ')(. SACA?.OSA 
EDTA EDTA 

SIN 
269.45 374. 12 

1 
892.32 334.~I 

DILUIR 1 
1 

1 

l• 2 49 

1 

45 44 
132.93 ló7.96 JSJ. e4 311.85 

l• 4 37 1 49 30 
48.95 81. 79 115 .62 16,.9$ 

1•8 32. 43 17 
15.92 35.02 19. 9 86. 76 

% 

47 

44 

-
51 

E1 hamo9•n•izado y la fracción R~ fu•ron pr•P•rados •n Ja forma 
d•acr1ta en m•t•rial y mftodos •mpl•ando ••caro•a 0.2'1 adicionada de EDTA. 
Las di lucion•• s• r•al 1zaron con las misma• aoluclon••· Las actividad•• 
••t•n r•Pr•s•ntadas como nmole~ d~ formazan producido •n 15 min d• 
incubaciOn. 
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TMLA 10 RECUPERAClCW VE LAS ACTlVllM.VES ENZlW.TlCAS EN LOS VTFERENTES TEJlOOS. 

S'NUCU:OflOASA 
rllGAOO MUSCULO GLINfll.ILA UAMUlJA 

# eitp. t 1tecupe.Jt4ci.611 º # eitp. % 1tecupell4ci.dn # up. 1 11ec:up«MC.i"'9 

POTTER 4 83.32( B.691 14 91. 81121. 531 4 11.44(10.411 
POLVTRON 2 72.811 2.211 13 96.41121.011 2 99.651 7.571 

Sl.CCINATO llESHlOllOGE#ASA 

POTTER 4 83. 06114. 72) 10 66.54121; 73) 4 94.30111.311 
POLVTRON 2 82. 401 4.10) 9 65. 37113. 34) 2 89.40111 .311 

GLUCOSA-6-FOSFATO FOSFATASA 

POTTER 2 66.441 1. 18) t 61.801 3.391 
POLVTROM 2 68.401 4. 10) 2 63.41113.851 

t.AL"íATO OES#lltJflOG8IASA 

POTTEll 4 70.28120.36) 4 75.27116. 14) 3 13.62116.511 
POLVTllON 4 65.11122. 78) 4 83.201 7.911 3 96.50122.191 

··~P"°"'tdUJ. J Vuviacldn e.6.tandaJui. 
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TMLA llllUEMlllACIClll Y RECUPEllACION DE PROTElllAS EN HIGADO 

.. o 1 T E 11 • P O L Y T 11 O N u 

FMCCION lllJ prot./•I mg prot. total % recup" r ac l 6n mg prot./ml mg prot. tota 1 trecuper.cldn 

Horlog. 21.37(11.07) 5117.99(123,321 107.17(111.63) 22. 39(3. 321 591t. 34 ( 100.118) 101.26111.061 

!t 1 )J.52(5.97) 150.92()2.07) 30.31(7.71¡) 121 .Z9(1t8.75) 

R 5 22.30(7.09¡ 58.87( 15.90¡ 26.lt6(8.61t) 111. 13(37. 13) 

" 10 12.911(2."1 29.2316. 71i) 17.116(1.92) lt2.10(7. IOI 

R 20 lli.61i(J.61) 32. 75(11. 511) 17.3&(1t.091 38.ltl(ll.02) 

" 100 19. "6(5. 75) ltll.06(16.67) 19.39(5.41) ltS.86( 17.2) 
Sn 9.82(1."8) 300.52(70.821 10.26( l .07) 274.47(4'.J.02) 

•Valores prOllledlo de 10 aJ1P9rl11111t1tos. ( ) desvlacl6n estandard. 

** Valores promedio de 6 axperlM111to1. 
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TABLA 12 DETERHINACION Y RECUPERACION DE PROTEINAS EN 11USCULO 

P O T T E R * P O L 
FRACCIOH mg prot./ml mg prot. total % recuperación mg prot./ml 

Honog. 39, 28(8. 94) 968.03(210.57) 93, 26( 14. 29) 41. 77(6. 19) 

R 1 39.4q(Jl .07) 392.92(148,21) 44.48(11.49J 

R 5 14.64(2. 35) 34,52(7.33) 16.54(S.42J 

R 10 11. 74( l. 44) 24.27!3.69) 11.43(2,21) 

R 20 12.02(1.28)' 24.37(2.52) 11,BO(l.53J 

R 100 16.10(1 ,95¡ 37,58(6.09) 14. 75(4.17) 

Sn 13.49(1.63) 377.25(59.119) l 3. 50( 1.62) 

*Valores promedio de 14 experimentos. ( ) desviación estandard. 

** Valores promedio de 14 experimentos. 

- 59 -

Y T R O 1i ** 
mq prot. total 

1072.44 ( 175, 78) 

55&,62 (207.0ó) 

3~.61 ( 17 .501 

22. 97(2. 40) 

23.113(3.06) 

3).55(9.34) 

349.31 (S9.0) 

~ recuperacl&. 

96.22(15.751 



TAILA 1). DETEIUllNACIOH Y RECUPERACION DE PROTEINAS EN GLANDIJlA HAllllRIA 

p o T T E R • p o L ., r R o N •• 
FMCCICl9 mg prot ./•I n>g prot. tour % recuperacl6n ""1 prot ,/mi mg prot. totel i recuperec 1411 

Homg. r z. s•u. ot> 211. 73(31.41) 116. 77110.SI) 1).0811. 79) 236.17155.Jt> 10.9•(111.72) 

• l IZ.1711.67) )J,26(7.62) 14. 7J(lt.S7J 46,21117.91) 

R 5 8.SJ(l.ot) 17.9112.61) '· 55(0. 41) 2).7012.111) 
R 10 11.8'(1.SJI 17.021).90) ll.80(1.06) 17.14(5, 1•> 
R 20 8.58(0.99) IS. 76().291 8.63(0.81) 15. a6 o. 99) 
R 100 9,4(0. 7J 18. 1)13. 18) 9.84(0. 75) 18.!IJO.SJ) 
Sn 9.37(0.56) 166.67137.57) 9.110(0.42) 161t.09(Sli.95) 

* Velor prOlllldlo de 6 experimentos. l ) desvlacl6n estandar. 

•• Valor promedio de 5 eaperl...,tos. 
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1"10. 1 

FIO, 2 

FIG. a 

FIO. 4 

FIO. 5 

FIO. 6 

FIG, 7 

FIG. B 

FIG. 9 
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Hor1110nas que lntervl•nen •n el 

creclml•nto y desarrollo d• la 

;l•ndula mamarla, 

HOlllOQ•n•lzador de tipo Potter-

ElvehJem. 

Homo;enelzador de tipo Polytron. 

Esquema de fraccionamiento subcelular. 

Gradiente discontinuo de sacarosa. 

OlstrlbuclOn d• S'Nucleotldasa en 

fracclon•• subc•lular•s d•I hfgado. 

OlstrlbuclOn d• 5'Nucl•otidasa •n 

fracclon•• subc•lular•s d• mósculo. 

DlstribuclOn d• 5' Nucl•otidasa en 

fracclon•• subc•lular•s d• glAndula 

mamarla. 

DlstrlbuciOn d• la d••hldrogenasa 

succfnlca •n fracclon•• subc•lulares 

d•l hf·gado. 

FIG. 10 OlstrlbuciOn d• la d••hidrog•nasa 

succfnica en fracclon•• subc•lular•• 

d•l mósculo. 

FIG. ti OlstrlbuciOn d• la d•shidrog•nasa 

succfnica en fracclon•s subc•lular•• 

d~ la 9IAndula mamarla. 
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FIG, 12 DlstrlbuclOn d• la gluco•a-6-foefato 

fosfataea •n fracclon•• dt ti hlgado 

FIG. 13 DlstrlbuclOn d• la glucosa-6-fosfato 

fosfatasa •n fracclon•• dt mosculo. 

FIG. 14 Distr,lbuclOn d• la d••hldrog•nau 

l'ctlca •n fracclonts dt hlgado. 

FIG. 1~ DistrlbuclOn de la d•shldrog•nasa 

IActica en fracclonts dt mósculo. 

FIG. 16 DistrlbuclOn de la deshldrogl!nau. 

IActlca •n fracciones de glAndula 

mamar la. 

FIG. 17 Solventes uti 1 izados en la deter

minación de prottlnas. 
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SINTESIS DE 
LACTOSA 

.. .. 
~ e .. 

FIG.1 HORMONAS QUE INTERVIENEN EN EL CRECIMIENTO Y 
DESARROLLO DE LA GLANDULA MAMARIA. 
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A 

e 

FIG.2 HOMOGENEIZAOOR DE TIPO POTTER- ELVEHJEM. 

A: VASO DE HOMOGENEIZACION. 
g, MOTOR. 
C: PISTILO DE TEFLON. 
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B 

e 

D 
o 

FIG.5 HOMOGENEIZADOI' DE TIPO POLYTRON. 

o@) 
o 

o 

e· 

A: CILINDRO DE ACERO INOXIDABLE OUE CONTIENE LAS 
CUCHILLAS DEL HOMOGENEIZADOR. 
8: BORDE DENTADO. 
C: MOTOR DEL HOMOGENEIZAOOR. 
O: CONTROL DE VELOCIDAD. 
E: SOPORTE DEL HOMOGENEIZAOOR. 



TEJIDO 
1 ___ F011f.lt_ELVIH191 

tDllCIN!IZACIClf -...._ 

1 R1nt0 

FJL1UCl<W 

t 
holo had&i 

1 1,000x 1 'º aln. 

S,OOOxg 10 r.tin 

1,000xg 

10,000xg 10 lllin 

20, OOOxg 20 r.:in 

R 20 

100, OOOxg 60 ain 

CITOSOL 

FICI. 4 ESOUI* DIE FMCCll»W111NTO 8UltCELUlAR POR 

Cl!NTlllFU...C:ION OIF•llDICIM.. 

In ••t•rlal y .. todo•• descrlb• detal1ad ... nt• •1 

,rocedl•leftto para r•all1ar el fracclon .. lento. El 

Indice de la letra 11 Indica la v•locldad de 

centrlfugaclOn por •11 a la ~ue •• obtuvo.••• residuo. 

Sn• •obf'eftadan te, 
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GLA~llULA MAMARIA 

SArNllSA 0.0075 M 

SACAllJSA 0.12 M 

SACAROSA O. 18 M 

1 KMJGE'ffil ZAOO EN 

SACAROOA 0.3 ~1 

CENTRIFUGAR 10 MlN A 2,000 x g 

RETIRAR LOS LIPIDOS 

AÑADIR SACAROSA 0.4 H 

RE SUSPENDER 

FIG. ~ GRADIENTE DISC~TINUO DE SACAROSA EMPLEADO PARA 

SEPARAR LOS LIPIDOS DEL HOMOGENEIZADO DE LA GLANOULA 

HAHilllRIA. 
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5'MJCLEOTIDASA 
HIGMXJ 

- IN -

·• 

H I ll 1010/DOSn H I ~ ID IO IDO 811 

POTER-El.JIEHJCM POLYTRON 

FJG. 6 OISTRllUCION OE LA ACTlVIOAD OE LA 

~'NUCLEOTJOASA EN LAS FMCCICHES SVBCELULMES OEL 

HIGAOO. 

El nUlllll.,'O en la• •be•••• •• r•fi•r• & la u•loc1dad 

por nu 1 • ta Qu• •• obtu1.10 ••• r•••duo • 

..,. M09C99ne1udo tohl. 

Sn• Sobrenao1n t• o e 1 to•ol. 
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~ NUa.EOTIOASA 
MUSCULO 

-
-

H 

13·0 r-

.S 10 i!O 100 Sn H IO 20 IOO S.. 

POTTER-ELVEHJEM POLYTRON 

FIG. :" DISTRISUCION DE LA ACTtVIDAO DE ~'NUCLEOTIC.-ASA 

EN LAS FRACCICW'llES SUBCELIJLARES DEL MUSCULO. 

d• cada 4,.ac.cion •• rr.1,,.ttr• tobr• la1 columna•. 
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5'MJCLEOTIOASA 
Gt.A/\OIA.A /,l.AM4Rf A 

¡t..u 

•..:i• 

lf!:l• 

H 1 !J 10 20 100 Sn 
POTTER-EL'vf:HJEM 

H 1 !J 10 Z0 100 Sfl 

POL YTRON 

FIG. O 1.dSTRIBUCICtl C>E LA ~CTIVIDHO DE 5'MUCLEOTIC"HSA 

EN LHS FPi:.CCIUIES SUBCE.LIJL"4~E$ C•E L..:. GL~IDULH l~RJA, 
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1 
1 

SUCCINATO DESH/DROG. 
HIGADó 

• 81"1 

..,. .. 

... 
H 15 10 20 IOOSn H " 10 20100 Sn 

POTTER-EIJIEHJEll POLYTRON 

FIG. 9 OtSTRHIUCHI" OE LA ACTJVl[.J..::tO CIE LA 

oEsHJOROGEHASA SUC(INICA EU Ll-\S. FRACCIOiES SUBCELUL~RES 

DEL HIGADO. 
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SUCCINATO DESHalOG. 
MUSCULO 

.. ., 

,,. 
.., 

H I • 10 # IOO 8• H .5 10 60 100 at 

floriER~M POL 'I TRO N 

~10~ 10 DllT•llUCICIN OI 1A .OCTIVIMI> OI LA 

MIMI- IUCCINICA IN LAS ~AMCCllNIS SU9CILUlA•H 

MI. -IA.O. 

11 ••c• .. t•1• * la acti"•Ud •-.•clf•c• relat'"ª 

w cua fr-Hc•• M ..,.,, ... 1.ewe ht colu.n••· 
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H I 3 10 

SUCCINATO OESHIDROG 
GLANO.Jt.A MAMARIA 

f¡./JIJ ..... 

ñ4 
20 100 Sn H I " 10 20 

POTTER-ELVEHJEM POLYTRON 

FtO. JJ OJSTRJBUCICJ'.1 OE LA ACTIVIDAD DE LA 

OESHIDROGENASA SUCCINlCA EN LAS FRACCJCNES SUBCELULARES 

DE LA ~DUU.. f'1ir'IMARIA. 
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GUJCOSA 6P-FTJSFIJTASA 
HIGADO 

-

111<1 -

H I 5 10 60 100 Sn 
POTTER-ELVEHJEM 

H I l!S 10 20/00Sn 
POLYTRON 

FIO, 12 DISTRIBUCIC>l DE LA ACTIVIDAD DE LA OLUCDSA-6-

FDSFATO FOIF .. TASA EN LAS FAACCIC>lES SUBCELULARES DEL 
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