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1. INTRODUCCION

1.1.Generalidades del transporte de aminoicidos en mamiferos.

Et paso de metabolitos de un lado de la membrana celular a otro se lleva a cabo por
un proceso denominado transporte, que consiste en la movilizacién de éstos a través
de canales o acarreadores que se encuentran inmersos en la bicapa lipidica. Este
proceso requiere de energia a diferencia de la difusién que esta mediada por
diferencias de concentracién y no requiere de energfa. Un sistema de transporte es un
proceso funcional formado por una proteina transportadora de sustrato que puede
estar asociada a moléculas reguladoras y se localiza en la membrana lipidica, a
diferencia del sistema de transporte, un transportador es una proteina que cataliza el
transporte de sustratos a través de las biomembranas (1,2,3).

Cuando un sustrato se moviliza de un lado a otro de la membrana lleva a cabo un
ciclo completo de transporte donde el transportador cargado con sustrato localizado
en la cara cis de la membrana (afuera de la célula), se reorienta por medio de un
cambio conformacional a través de la membrana vy libera el sustrato del lado de la
cara trans (adentro de la célula), cuando e! transportador regresa del lado de la cara
cis puede o no estar cargado (4).

Los transportadores de aminc4cidos tienen las siguientes propiedades generales:
1.-Son proteinas inmersas en la membrana celular, regulan el movimiento de
aminoacidos a través de la bicapa lipidica.

2.-Se comportan de manera similar a las enzimas, ya .que son proteinas con la
capacidad de acelerar cataliticamente el ingreso de sustratos a través de la
membrana, y cumplen con fa cinética de saturacién de Michaelis-Menten.

3.-Tienen baja especificidad hacia los sustratos y alta capacidad del transporte, lo que
significa que distintos aminoacidos pueden ser transportados por un mMismo sistema
de transporte y un aminoécido especifico puede ser transportado por diferentes
sistemas (b}.

4.-En general son estereoespecfficos, aceptando a los L-aminoéacidos y discriminando

a los D-aminoécidos (51.
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5.-Pueden ser slectrogénicos o electroneutros. En los electrogénicos una carga neta
se transfiere a través de la mambrana durante un ciclo enterc de transporte, es dacir
se forma un gradients electroguimico de ionas que promusve la acumulacién de
aminodcidos a travéds de la membrana plasmatica, misntras que ésto no ocurre en (oS
electronsutros {1}.

Una caracter(stica particular de ciertos transportadores de aminoAcidos es qQue BU
exprasién en las células asta regulada por factores de crecimiento, hormonas, medios
hiperosméticos, deprivacién de aminoécidos, etc (6,7}

ClasHicacion de los procesos de transporte (Figural}

a)Transporte simple o uniporte: es aquel que en un ciclo de transportas moviliza
unicamente la molécula de sustrato.

bl Transporte paralelo o simporte: consiste en el cotransporte de un sustrato y un ion
que puede ser Na*, H* , K*, CI", OH™, HCD3".

¢)Transparte antiparalelo o antiporte: proceso gque reguiere de la movilizacién en
sentidos opuestos de un sustrato por otro que es transportado por el mismo

scarreador {1,2,5,8}.

Moldeula transportada At en-transporindo
0 gggo
999¢P

Gradiente
Electroquimicn

\

o

Hicapa
Lipkdica

Uniporte Simporta Anilporto
L] 2] 1]

Figura 1.Transporte mediado por un acarreador a través de la membrana lipldica (2).



Los sistemas de transporte se clasifican por la carga neta de los aminodcidos que
trensportan en: neutros o zwitteridnicos, catiénicos o bdsicos y anidnicos o Acidos
{1,2,3,5,8,9,10).

1.1.1. Sistemas de transporte para aminodcidos zwitteridnicos.

Takla 1, Smdauumdemimﬁdosm«:m
Sistome  Especificidad  Dependencia Distribucidn  Feguiscdn  feguiacién Reguiscidn  Caracteristions
e gustratos idrica adxrativa  homonel  por pH
ASGPQ, Na* acrpks S - § S Trare-inkibicidn, es
A MoATE® slectrogirico v se active
por sstrat hiperosmético
Trarw-astimuacidn v no
ASC  ASCATPQ Ne* Arola No L] C | o inkuce Usaimnte
™ . "
L WLVFY.W, ringra Sergiia S No — N 22 irckce ususlents
[l
{Ermerogeon v So induce por wes
N Q*HB Na* 'mm""’""" i - | No - § ;
: hecatoeny,
:‘::n-mw ‘Se estima zor
N - “hiperpolaizacidn de 3
i Taurina, N " Y For exttrda
pariino 3 arin f;:" on, . - g merrbrane,
S ety degem
G" ¥ ety
N-metiigiicina  Na™y.CI" Heoarames. _— — —_ Es & .
d {sarcosina) o
- NG
wicLia v el
cnra, outo
oifseonio, coretmle
Pro P Na“yCr (Cargrn — _— - —_

A = alaning, S =serina, G.Gly s glicina, P,Pro = prolina, Q =ghaamina, MeAIB -metilaminoisobmirato,
C = cisteina, T =triptéfano, L =lsucina, | =igoleucina, v =waling, F =fanilalanina, Y =tirasine,
W =atriptéfana, H = histidina, 8 = asparaging, BCH = 2- aminobiciclo - (2.2.1}-heptano-z-carboxilato, o
aminodcidos con * san sustratos anélogos o ideales para al sistema de transporte, ASC { de las iniciales
de Alanina, Serina, Cistaina)

1.1.1.1. Sistema A.



El sistema A tiene especificidad por aminoécidos zwitteriénicos cortos como alanina,
serina, glicina, prolina, cistefna, glutamina y por sustratos N metilados tales como el
MeAIB {metil amino isobutirato) que es el andlogo a la alanina no metabolizable, el N-
acetil amino isobutirato y AIB {aminoisobutirato), éste Gltimo también se transporta
por el sistema ASC {9,11,12,13}.

Es un sistema dependiente de Na*, electrogénico y tiene la capacidad de responder al
potencial de membrana {5). Para su funcionamiento requiere de la ATPasa de Na*- K*
que es un intercambiador idnico dependiente de energia que expulsa 3 iones de Na*y
bombea 2 iones K* en contra de gradientes de concentracién y a expensas de una
molécula de ATP por cada ciclo {1,5,8,13).

La actividad del sistema se afecta por el pH del medio con una inhibicién a pH <6.5
(5,13) y la activacién del mismo a pH alcalino {1).

La actividad de! sistema A se aumenta por inanicién de aminoédcidos, hormonas
{insulina, glucagon), factores de crecimiento y estrés hiperosmdtico (5,7,9,11,12).
Este sistema presenta trans-inhibicién es decir se reduce la actividad del transporte,
por ta acumulacién de los sustratos en el interior de la célula (5,12}, Se distribuye
ampliamente en las células de mamiferos, aunque esta ausente en los reticulocitos y

eritrocitas (5,9).

1.1.1.2. Sistema ASC.

Este sistema se distribuye ampliamente (14}, transporta amincdcidos zwitteriénicos
como son: alanina, serina, cistefna (15) y el 4cide 2-amino biciclo (2,2,1) heptano-2-
carboxflico {BCH), se diferencia del sistema A por su intolerancia a los sustratos N
métilados, no se regula por hormonas, ni se induce usuaimente, no presenta
regulacién adaptativa, {5,7,9) y presenta trans-estimulacién es decir incremento en fa
actividad del transporte conforme aumenta la concentracién de sustrates en el interior
de la célula (5). La actividad del sistema se afecta por el pH del medio, a pH< & el
sistema ASC es mas efectivo para transportar aminodcidos aniénicos y menos
efectivo para transportar aminoécidos zwitteriénicos {16,17), estos cambios de pH
modifican la protonacién del acarreador, alterando su especificidad por el sustrato

2.



El sistema ASC consiste en un cotransporte de Na® y aminoacidos zwitteridnicos,
posee dos sitios de unién extracelulares para ambos, con el i6n Na* el transportador
gana una carga positiva que le permite el cambio conformacional hacia el interior de
la célula donde los sustratos son liberados.

El transportador sin carga vuelve a unir otro amino&cido zwitteribnico v Na*, e
inmediatamente hay una translocacion que hace que vuelva a su posicién original del
lado extracelular donde se liberan los sustratos, completandose un ciclo de transporte
{18).

1.1.1.3. Sistema L.

Transporta amincécidos zwitteriénicos largos con cadena ramificada y arométicos,
tiene preferencia por la leucina, pero también transporta isoleucina, tirosina,
triptéfano, valina, fenilalanina, metionina y glutamina (5,9). El sustrato modelo es el
BCH aungue también se ha utilizado cicloleucina (10).

Es un sistemna independiente de Na*, se regula por la disponibilidad de amino4cidos y
no por hormonas, no se induce usualmente, presenta trans-estimulacién (9,12},

Este sistema se distribuye en la mayoria de las células de los mamiferos
{7,9,11,12,19).

1.1.1.4. Sistema N.

Transporta aminoacidos que tienen en 1a cadena fateral un 4tomo de nitrégeno como
son la histidina, glutamina y asparagina, por lo que se le llama sistema N. Es un
transportador dependiente de Na’y se encuentra en eritrocitos, placenta humana,
linfocitos, hepatocitos, mulsculo y estémago de rata, astrocitos de ratén y en higado
donde se regula de una manera eficiente la concentracién de glutamina y la
eliminacidon de amonio a través del ciclo de la urea. Este sistemma tiene aita
sensibilidad a los cambios de pH, es insensible al control hermonal, esta sujeto a la
regulacién adaptativa y se induce por estrés osmético (5,7,9,11,12}.

1.1.1.5. Sistema de B-aminoécidos.

Transporta B-aminodcidos como la taurina {acido 2-aminoetanosulfénico) y la B-
alanina, asi como moléculas que poseen grupos suifonate y sulfinato que son
precursores de la taurina (20).

Su sustrato modelo es la taurina, es dependiente de Na* y CI' . Este transportador se

estimula por hiperpolarizacién de la membrana plasmaética y por alcalinizacién (20).
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Se conocen 2 isoforma%sistema B denominados Tau y TAUT.
Tau es una protelna de 655 jmim{:idos con una masa molecular de 74 kDa y 12

regiones transmembranales con 2-~_sitios de reconocimiento para lag N-

glicosiltransferasas (21).
TAUT es una proteina de 590 amino4cidos con una masa~molecular de 66 kDa, con
12 regiones transmembranales y 3 sitios de N-glicosilacién (22).

Tau y TAUT se distribuyen en eritrocitos, plaguetas, cerebro, higado, rifion, GOFQ{OH.

fleon y epididimo ademas Tau se presenta en mucosas intestinales y testiculo ™

(1,9,186,21,22).

1.1.1.6. Sistema de glicina.

Transporta glicina, su andlogo es la sarcosina {N-metilglicina). Es un sistema
dependiente de Na™y CI por lo que es electrogénico, la estequiometria que se ha
estimado es : glicina: Na* : CI', 1:2:1(9).

Este sistema ha sido caracterizado en el Sistema Nervioso Central {SNC} de rata,
ratén y humano, se distribuye en eritrocitos, hepatocitos y hepatomas (9.

Se hwgo 2 proteinas transportadoras denominadas GLYT1 y GLYT2, difieren en
los primeros 15 aminodacidos {1,16].

Las protefnas GLYT1 poseen 633 aminoécidos y tienen una masa molecular de 71kDa
¥ 12 regiones transmembranales. Se expresan en médula espinal, tallo cerebral,
cerebelo, bulbo olfatorio y placenta {1,16). Su tuncidn principal en SNC, es la
modulacién de las terminaciones nerviosas excitatorias {23).

Hasta el momento se han encontrado 3 isoformas del subtipo GLYT1 {GLYT1a,
GLYT1b, GLYT1c), las diferencias entre ellas son pequefios cambios en aminoacidos
de los extremos amino terminal, GLYT1a es la Onica isoforma que se axpresa en
higado y rifion (24},

La protefna GLYT2 atraviesa 12 veces la membrana, posea 799 aminodcidos y tiene
una masa molecular de 88 kDa, al glicosilarse rebasa los 90 kDa {23).

La proteina GLYTZ2 se distribuye en la médula espinal, tallo cerebral, cerebelo,
intestino, pulmdn, hfgado, estémago, utero y péncreas, también en mastocitos y
macréfagos (16). GLYT2 tiene 48% de identidad con GLYT1, pero son diferentes en

estructura, sitios de expresién y propiedades farmacoldgicas{24).



1.1.1.7. Sistema de prolina.

Este sisterns de transporte clonado en rata comparte 98% de identidad con el
sistama de prolina de humano ambos codifican para protainas de 637 aminodcidos
con masa molecular tedrica de 71kDa, tienen 12 dominios transmembranales. El
sisterna tiene una alta afinided hacia ia L-prolina y es dependisnte de Na‘*y CI. Se
expresa exclusivamente en cerebro (16).

1.1.2. Sistemas de transporte para aminoacidos acidos y basicos.

Tabla 2. Sistemas de transporte de aminoécidos dcidos y bdsicos
Siztema [ i [+ 3 Distribucié Caracteristicss
da sustratos L]
Acxdoa: i £2 shactroginion. estarsompeciicn.
G |- Gautamato Ny R Amgle Prubents rogUNCn adaptith ¥ W
TAAE 1,2,54. L D-Aspertsts duce pov eards seminics.
£ aacurabie @ inasralvts o gt ¥
‘_‘ o Minguns TACM-t, TACH-2 i troghticn. Prsiet) ths-
A1 L- argirina -
TACT-2 L- Aaira seapliarverne, TAC TACY- 188 inducn oh rupuEsts ¥
TACTH-23 L+ orniting m-1g wiio an *  hommones como ineeiing ¥
L- histicina L FhICOSOMHCalte v RigEaCLyn
Zwiittendnicos: ;""‘1
Leucing AL 200 induce on ta madharacitn de
Cpteing monacitos § macritagos.
GhtnTIng
hom ~hon, aeesmne, Su sussncis en ol usmano cems
e
aminodcidos 5 1 dhbiects e b
TARD Puslrandnicon Mngure Stwriiu, resheurcién rmal o ineusiend o fos
budnicos y ceznn totohistos winodcidon tiwicon ¥ Gl
Lanacing Corartn, placerea, Tierw 2ite #firicned por iwucing v lmine.
yL ncieucing - mdlares wittochos, - Presents trans-eadendaciin
Fenkaizning indapendents aidn y humena, o
Linina - o Na* clikdm an
prolitaracin
g~ aminodcidce . m:“_ Su nctividid a8 mayor en clhulas no
Iwitteriéricos,
tubeicon.y BCH et
DlastociEion de
revén y clulss do
epEtomae

1.1.2.1. Sistema de transporte de aminoécidos dcidos.
El 4cido glutdmico y dcido aspértico se transportan a través de la membrana por
sistemas de transporte dependientes de Na® conocidos como Xag, Xa, Xc, el

primero de ellos tiene afinidad compartida por el cido glutdmico y el &cido aspértico,
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los siguientes tienen afinidad individual, ya sea por el dcido aspartico o por el acido
glutamice (12).

1.1.2.1.1. Sistema Xaq' o Transportadores de Aminoacidos Excitatorios. TAAE.

Se han clonado 4 transportadores que pertenecen & los TAAE. Transportan L-
glutamato y L-,D-aspartato, son sistemas electrogénicos, se introducen 2 Na™, un
aminodcido y saten un K™, un HCOQ3. Se distribuyen en todas las células del
organismo {5,25). Los cuatro subtipos de transportadores poseen propiedades
comunes como las 9 regiones hidrofébicas transmembranales con estructura de a-
hélice y hojas P plegadas (16).

TAAE1 se distribuye en neuronas y en la astroglfa {26) transporta L-glutamato y L-,D-
aspartato.

TAAE2 se distribuye sdlo en el SNC, especificamente en la astroglia (98). Su funcién
es mantener las concentraciones de glutamato extracelulares bajo los niveles no
téxicos (27,28},

TAAE3 de conejo se expresa en intestino, rifion, higado, cerebro y corazén. TAAES3 de
humano se expresa en cerebro, rifion, pulmén y placenta (27). TAAE3 se encuentra
distribuido en las células de Purkinje y en ciertas neuronas como las corticales
piramidales y las neuronas no glutamatérgicas {26).

TAAE4 se ha localizado en cerebelo vy placenta humana, tiene gran afinidad por los
isémeros L del glutamato y aspartato. Es un transportador electrogénico acoplado al
flujo de iones cloro, tiene propiedades estructurales y funcionales de transportador y

de canal iénico (29).

1.1.2.2. Sistemas de transporte de aminoacidos bésicos.

Los amino&cidos basicos o catidnicos se transportan al interior de la célula por los
sistemas de transporte denominados y*, b, y"Ly B ®", que también se encargan
de transportar aminodacidos zwitteriénicos. Estos transportadores se diferencian entre
s/ por la dependencia de Na“, por la especificidad de sustratos y propiedades

cinéticas (19).
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1.1.2.2.1. Sistema y .

En ausencia de Na~, el sistema y~ se comporta como transportador de aminoécidos
catiénicos (arginina, lisina, histidina protonada y omitinal y en presencia de Na*
transporta aminodcidos zwitteriénicos (leucina, cisteina, glutamina, homoserina)
(19,30).En ef dltimo caso el Na* le da la segunda carga positiva a los aminoacidos
zwitteriénicos haciendolos pasar como aminodcidos catidnicos (31},

Se distribuye en fa mayoria de las células, no se expresa en higado de rata aduita,
pero si en hepatocitos fetales, se cree que es por la presencia de la arginasa hepatica
que da lugar el catabolismo de la arginina, via ciclo de la urea {(11,12,30,32). El
sisterna y* es insensible al pH e independiente de Na™, presenta trans-estimulacién
{5.33).

La acumulacién de aminoacidoes permite la formacién de un gradiente de
concentracién y una diferencia de potencial a través de la membrana, que permite el
movimiento bidireccionat de los amino&cidos cargados a través de un campo eléctrico,
acelerando los cambios conformacionales del transportador hacia el lado intra &
extracelular de la membrana y ademés es un sistema de transporte saturable
(11,30,32).

Los transportadores de aminoacidos catidnicos en humancs presentan la misma
estructura y funcién con respecte a los murinos, ya que poseen del 87-90% de
identidad en la secuencia de ADNc {acido desoxiribonucleico complementario} (33).
Se han caracterizado 3 proteinas TACm-1,TACm-2 y TACm-2a que pertenecen al
sisterna de transporte vy sus principales caracteristicas se describen a continuacién:

El transportador de aminodcidos cationicos murine 1 o TACm-1 es una glicoproteina
que ademas de ser transportador, es el receptor del virus de leucemia murino
ecotrépico MulLV. La protefna TACm-1 posee 622 aminoédcidos con una masa
molecular de 67 kDa, para la cual se predice 12-14 regiones transmembranales (34},
se distribuye en todas las células del tejido de rata, excepto en el higado. El ADNc en
el humano tiene 88% de homologia con el de ratén y el 97% de homologia con el
ADNc de la rata (6). )
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El gen TACm-1 se induce en respuesta a hormonas, insulina, glucocorticoides y
hepatectomia parcial, es un gen de respuesta temprana retardada en la regeneracion
del higado(6}.

El transportador de aminodcidos catidnicos murino 2 o TACm-2, tiene el 61% de
homologia con TACm-1 {6,34) su distribucién es amplia, es Na” independiente y
saturable. Esta protefna posee 658 amino4cidos y 12 dominios transmembranales, se
aislé del linfema T tumerigénico murinoe y fue dencminada Tea (T cell early activation).
Su funcién es transportar aminodcidos catidnicos {32,35).

El TACm-2a se distribuye especificamente en higado {36}, es una isoforma del TACm-
2 difieren solo en 41 aminoécidos, este dominio diferente hace que TACm-2 sea diez
veces mas éfin al sustrato y més sensible a la trans-estimulacidn que TAC-2a
(6,17,19,30,33), su funcién es remover excesos de aminoécidos catidnicos de la

sangre, sin afectar el transporte en otros tejidos que expresan TACm-1 (6.37).

1.1.2.2.2. Sistema TARB o b™".

Los transportadores de aminodcidos relacicnados con el sistema b™* (TARB)} también
denominados D2, NAA-Tr, NBAAT o NABT, han side clonados en conejo, rata y
humano entre ellos tienen el 85% de identidad.

Transporta con alta afinidad aminodcidos zwitteridnicos, catidnicos y cistelna, en
ausencia de Na’ (38). En cada ciclo de transporte entra a la célula un aminoé&cido
zwitteriénico y sale una especie con carga positiva {aminoécido catiénico o K™}, por lo
que el proceso se considera electrogénico, pues utiliza el potencial de membrana, este
sistema es capaz de acumular aminodcidos, en ausencia de iones como Na*, K™, CI’
{38).

El sistema TARB se distribuye en rifion, intestino, neuronas hipotaldmicas,
blastocistos y trofoblastos placentarios {14).

En general fas protefnas TARB tienen una masa molecular de 78 kDa, que al N-
glicosilarse obtienen 85 kDa (39). Poseen de 1 a 4 regiones transmembranales, aln
no se sabe si TARB es un transportador de aminoacidos o una proteina activadora de
transporte {11,38,40}). Tienen 30% de idéntidad con al antigeno 4F2hc de las células

humanas, que es un transportador parecido al y* L.
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1.1.2.2.3. Sistema y'L o0 4F2hc.

Introduce aminoacidos L-zwitteridnicos (leucina, isoleucina y fenilalaninal en presencia
de Na* y aminoacidos L-catiGnicos flisina) en ausencia de Na*(38). Presenta el
fendmeno de trans-estimulacidn.

Es una proteilna con 85 kDa y se expresa en corazén, placenta, eritrocitos,
fibroblastos de ratén y humano asi como en todos los tipos celulares en proliferacién

y no se expresa en células en reposo {11},
1.1.2.2.4. Sistema B™".

Este sistema transporta amino4cidos zwitteriénicos y catidnicos, utiliza el Na* como
co-sustrato y tiene una especificidad de sustratos mas amplia que b™* (sistema Na*
independiente) pues acepta aminodcidos ramificados en las pdsiciones ayp
{6,11,12).

El sustrato utilizado para éste sistema es el BCH. El transportador se distribuye de
forma enddgena en fibroblastos humanos, células endoteliales porcinas, en
blastocistos de ratén y en células de hepatomas, pero no se ha localizado en
hepatocitos (5,11). La actividad del sistema B> es mayor en células no

diferenciadas.

1.2. Sistemas de transporte de aminoécidos en el tejido mamario.

En las células alveclares mamarias, los amincicidos son captados de la circulacién
sanguihea por protefnas acarreadoras dependientes e independientes de sodio, que se
encuentran inmersas en la membrana lipldica. Durante la lactancia, esta extraccion de
amino4cidos se ve reflejada en las elevadas diferencias arteriovenosas a través de la
gldndula mamaria {10.,41,42). Estas diferencias arteriovenosas son un [ndice
cualitativo de la extraccién y utilizacién de fos aminodcidos para la sintesis de la leche
en |la gldndula mamaria, es decir, estas diferencias no reflejan el comportamiento de
los sistemas de transporte, ni sus propiedades cinéticas, especificidad de sustrato vy
regulacién, por lo que se han desarrollado estrategias para la caracterizacidn de los

sistemas de transporte.

11
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Ef transporte se ha estudiado utilizando explantes, células secretoras y por perfusién
de la gldnduls mamaria. Los explantes tienen la gran ventaja de mantener
su estructura  glandular normal, por lo que no altera sus funciones y
propiedades de transporte, ademds durante el pico de la tactancia més del 85% de
las células secretoras exponen su mayor rea superficial del lado de la membrana
basolateral. Una desventaja es la de astar formada por una mezcla de poblaciones
celulares por lo cuasl no permite establecer si el transporte ocurre en la membrana
basolateral o apical.

Las células secretoras alveolares han sido utilizadas para estudiar el transporte de
solutos y exponen la membrana apical en un medio de incubacién, al igual que los
explantas su desventaja radica en la dificultad para saber si el transporte se lleva a
cabo del lado apical o basolateral de |a célula.

El tejido perfundido permite estudiar el transporte en la membrana basolateral bajo
condiciones fisiolégicas, la desventaja de su uso radica en la tdcnica experimental
{43,44,45).

Con cultivos de células mamarias no se han obtenido buenos resuitados debido a que
as distinto el potencial eléctrico, fuerza iénica que afecta la actividad de los sistemas
de transporte.

Un nuevo modelo para estudiar el transporte de aminoacidos son las mamosféras que
son células alveolares cultivadas polarizadas y capaces de secretar proteina (46).

Por las necesidades nutricionales en la lactancia, los sistemas de transporte se ven
incrementados en sus actividades catalfticas, lo cual se ve reflejado en los pardmetros
cinéticos como son: Vmédx y Km (Velocidad maxima y Constante de Michaelis-
Menten). Donde la Km se define coma la concentracién de sustrato a la cual una
enzima trabaja a la mitad de su velocidad méxima y Vmax es el nimero de moléculas
de sustrato convertidas en producto por unidad de tiempo por una molécula de
enzima, cuando esta totalmente saturada de sustrato {(47).

Las células epiteliales o alveolares mamarias tienen ia capacidad de generar y
mantener un gradiente de concentracién para la mayorfa de los aminodcidos a través
de las membranas apical y basolateral, esto es debido a la energlfa utilizada por los
sistemas que son dependientes de Na' y cuya fuente de energla proviene de la

bomba de Na*- K* (46), aquellos sistemas que no dependen del Na® funcionan por

12
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un fendémeno de intercambio mediado por alteraciones especificas en ta concentracién
de los sustratos intracelulares (10).

Dentro de los sistemas que han sido descritos en la gléndula mamaria y son
dependientes de Na* se encuentran los sistemas A y ASC que transportan
amincécidos zwitteriénicos, el sistema de cotransporte de Na*- glutamato que es
similar al sistema Xag y el sistema de p-aminodcidos.

Aquellos sistemas de transporte que son independientas de Na* son loa sistemas L,
que transportan aminodcidos zwitteridnicos vy un gistama que transporta
aminoécidos catidnicos.

De Ia tabla 3 a la 9 se presentan las caracterlsticas principales de los sistemas de
transporte zwitteriénicos, catidénicos y aniénicos, gque se han reportado en la glandula
mamaria lactante de diferentes mamiferos, se pueden apreciar ias diferenciag que
axisten entre espacies.

1.2.1. Sistemas de transporte de aminoAcidos zwitteriénicos.

Tabla 3.Sistemas de transporte de aminoédcidos
zwitteridnicos en el tejido mamario en lactancia.
Sistema Ratén (48) Rata {43) Bovino {10} Cobayo {49)
A + + + -
- - + +
ASC
L + + + +

{ +}Presencia {-) ausencia del sistema de transporte

Referencias bibliograficas dentro de los paréntesis.

13



Tabla 4. Sistema ASC en el tejido mamario lactante.

Sustratos Daperdiencia Especies Caractaristicas Referencias
alanina 16n sodio Bovino Similaras a las 10
gerina y cobayo. descritas en 48
cistaina otras células. 49
AlIB*
*gustrato
modelo

Tabla 5. Sistema A en tejido mamario lactante.

»

Sustratos Dependencia Especie Caracteristicas Rafarancias
Ié6n aodio Bavino Similares a las descritas 10
alanina an otras células.
16n sodio Ratén Km=2 mM 48
glictna Vmax=197nmal 7 g 50
células min
-Acumula 4 veces mas
profina AlB ! tejido mamario
ratén virgen. 43
46
serina 16n sodio Rata -Deeendf de ia ATPasa 5O
Na®- K™ 51
-Disminuye el transporte 52
treoning n ol destate pot la

acurnulacién de |a leche
¥ por ia ausencia de

MeAIB * prolactina.
-Reguiacién adaptativa.
*sustrato Km= 3._4mM
modelo -as sonsible al pH.
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Tabla 6. Sistema L en el tejido mamario lactante.
Sustratos Dependencia Especie Caracteristicas Refarencia
ionica
fenilalanina Ninguna Bovino -Se trans-estimula por c-Leucina 10
nterna
wiptsfano -funciona por un mecanismo de
intercambio -
feucina
Ninguna Ratén Km=2.7 mM 48
isoleucina -Vmax = 150 nmol/g céiulas min
funciona por un mecanismo de
metionina intercambio
tirosina Ninguna Rata -Es no esterecespecifico 43
-No presenta trans-intercambio 48
valina -No presenta trans-estimulacién 51
-Es una variante del sistema L
glutamina -Disminuye el transporte en ol
destete por la acumulacion de la
c-Leucina lache y por la ausencia de
prolactina.
BCH*
*sustrato Ninguna Cobayo -Sa localiza en la membrana 49
modelo basolateral

Tabla7.Sistemas de transporte de B-aminoéacidos en tejido mamario lactante

Tejdo Sustratos Dependencia  Caracteristicas Similitud Referencias
p-aminoacidos: Na'y CF - Alta afinidad y 46
Explantes Taurina extra- selectividad a los Transportador 53
de rata hipotaurina* celularas  P-aminodcidos. de taurina en
lactante. P-alanina - Es saturable placenta,
- Depende dsl tiempo intestino y
- Dependiente de Ia riflon
ATPasa Na*-K*
- localizada en la
mermbrana basolateral
- Trans-estimulacién
-Km=43uM y
Vmax = 37.5umol /
Kg células / 15min
Perfil 46
Explantes Taurina y Ninguna -5e activa por el tarmacoldgico 54
de rata glicina hinchamiento de las similar a! de
lactanta. células. otras céhudas.
-No es saturable
-Insensible a !a temp.
-No se trans-gstimula.
Transportador
Jerbo B-aminofcidos  Na” células 46
Km= 70uM renales 55
*sustrato humanas
modeio
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1.2.2. Sistema de transporte de aminoécidos cati6nicos,

Tabla 8. Sistemas de transporte de aminoacidos catiénicos en el tejido
mamario lactante en diferentes especies,
Especies Sustratos Caracter(sticas Similitud Referencias
Rata L-lisina - Transporta aminodcidos catidnicos - al sistema 43
{tejido L-arginina neutros. ™", vl 46
perfundida} - Es independiente de Na* varianta 56
- Es dependienta del tismpo. del v°.
- Se localiza en la membrana
del epitelio mamario de rata.
Trans-estimulacién de 1a entrada,salida
de lisina por aminodcidos neutrosy
catidnicos.
La prolactina regula el sistema de
aminoécidos catiénicos.
Vaca Llisina - Es independiente de Na* -al sistema 57
y cabra L-arginina - Es saturable. vt
Omitina Aminoécidos neutros no interactuan
con tos aminoécidos catiénicos.

1.2.3. Sistema de transporte de aminoécidos aniénicos.

Tabla 9. Cotransportador de Na ' - glutamato en el tejido mamario lactante.

Sustratos Especies Caracteristicas Parémetros Similitud Referencias
cindticos
- Dependencia de
L-aspartato Rata Na* . En rata - Al sistema 44
{explantes - Trans-estimulacién  D-aspartato Yag 45
D-aspartato® v perfundidel - Saturable Km=32.4u M - Tiene un 48
- Alta afinidad ¥ Vmexm perfil 58
L-glutamato selectivo para ;’2"":"’” 2min farmacolégico 59
aminoécidos do células diferante 8
anionicos L-glutamato EAACI
- Opera de modo explantes GLT1
mtercarpbm Km=112.5uM GLAST
- Dependiente Vmaxe
del tiempo 71.3nmal/min
- Se localiza en la por g de
membrana células
basolateral perfundido
- El transporte sa Km=18.1u M
ragula por Venaxe ]
*gustrato acumulacién 40.3nmol/min
modelo de la leche pero no g:l'ufa:"

por la prolactina.
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1.3.Anatomia, histologia y citologia de la glindula mamaria.

La gladndula mamaria es un érgano secretor de origen ectodérmico. La rata posee seis
pares de glandulas mamarias, tres de estos pares son toracicos, uno abdominal y dos
pares inguinales (60, 61).

La unidad funcional de la gléndula mamaria es el alveclo (Figura 2) constituido por
una sola capa de células epitefiales o células. alveolares secretoras de leche
dispuestas en torno a una cavidad o lumen, éstas células absorben de la sangre los
precursores para la sintesis de protefnas vy lipidos de la leche, los cuales son liberados
al lumen alveolar, la leche pasa por medio de pequefios conductos que se unen entre
sl para formar un conducto comdn o canal galactéforo que pemite directamente
llevar la leche al pezdn. Estos pequefios conductos por su localizacién se denominan
intralobulillares (situados dentro del lobulillo}, interlobulillares {entre los lobuliitos),
intralobulares {dentro de los I6bulos), interlobulares {entre |6bulos).

Los alveolos se agrupan en unidades funcionales lamadas lobufillos {un lobulillo esta
formado por 150-200 alveolos) a su vez numerosos lobulillos forman un Iébulo que
esta rodeado por una cdpsula mayor de tejido conjuntivo.

Entre ila membrana basal y las células epiteliales se encuentran las células
mioepiteliales que participan en !a contraccién de los alveclos durante la expulsién de
leche del lumen al ducto principal o canal galactéforo (60, 61).

La capa de células mioepiteliales que recubren al alveolo estan rodeadas por una malta
de capilares que lo irrigan con sangre que proviene de la circulacién arterial y venosa
que provee al alveolo de los precursores necesarios para la sintesis de la leche

(60,61,62).



Células

Capilates Mioepiteliales

Artericla

Céivlag
Alveclatas

Alveolo

Conducto

Figura 2. Conjunto de alveclos en la glandula mamaria. (61}

1.3.1, Modificaciones de las células epiteliales en diferentes etapas fisiolégicas de la
glandula mamaria.

En la glandula mamaria de !a rata virgen se observan conductos vacios con
membranas cetulares bien definidas, en la superficie del lumen hay microvellos. En el
citoplasma de 1a célula se observa ribonucleoproteina, pequedas mitocondrias, poco
retfculo endoplasmico sin plegar, el aparato de Golgi poco desarrollado y sin granutos

protéicos, los nucleos tienen cromatina periférica y nucledlos se observan grandes. El



]

tejido conectivo y tejido adiposo es abundante {62). El desarrollo méximo del tejido
secretor mamario se alcanza durante la gestacién y hasta el pico de la lactancia, en
esta etapa la glandula mamaria se caracteriza por tener células muy diferenciadas, fas
células epiteliales abundan y en la parte apical aparecen gotitas de lipidos y proteina.
Hay numerosas mitocondrias y su reticulo endopldsmico esta bien desarroltado, el
aparato de Golgi se jocaliza a ambos lados del nicleo. Con el comienzo de la
secrecidén, las células aumentan de volumen, las mitocondriags se alargan o se
engrosan, y el nimero de éstas se duplica.

Después de estos cambios el tejido sufre un proceso de regresidn o involucion
denominado destete, que se caracteriza por la atrofia del epitelio secretor, qguedan
algunos restos de lo que fue el sistema de conductos y alveolar, el tejido conectivo se
hace menos celular, cada vez més denso y mas homogéneo (62},

El destete obligado {por destete de las crias) se caracteriza por el acdmulo de leche an
los alveolos y conductos. Este actmulo de los productos de secrecién aumenta (a
presién de las células y provoca la degeneracién del tejido secretor, estas células son
expulsadas a la leche. Por microscopfa ordinaria y electrénica se ha observado en
tejido mamario de rata la disminucién de la cantidad de tejido epitelial (como
consecuencia del descenso del volumen celular y degeneracién de las células) y un
aumento del tejido adiposo del estroma, asi como el acomulo de gotas de lipidos y
protelnas en las células alveolares y su vacuolizacién. Las células mioepiteliales no se
degeneran y tienen la funcidn de rellenar fos huecos que han dejado las células
necréticas mantienendo unidas las células sobrevivientes.

El reticulo endopidsmico y el aparato de Golgi desaparecen rdpidamente y aparecen
ribosomas libres. Las células hidrolizadas, finalmente se vacuclizan y se expulsan al
lumen alveolar o son lisadas y eliminadas en el tejido intersticial.

En el destete de la rata la cantidad de ADN y ARN disminuyen, como consecuencia
disminuyen el nimero de céiulas asi como la sintesis proteica.

El proceso de regresién es consecuencia de la reduccién del numero de células y de la
capacidad funcional de las mismas. Para mantener la integridad bioquimica de la
gldndula mamaria es necesario mantener su actividad productiva y secretora, lo cual
se logra permitiendo la succidn de la mama que estimula fa secrecién de hormonas

lactogénicas como son la prolactina y la oxitocina (60).
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1.4. La lactancia.

La lactancia es un proceso bioldgico, en el que ocurren aiteraciones fisiolégicas,
anatémicas y endocrinolégicas de muchos 6rganos, en especial en la glandula
mamaria lactante, que es un sitio donde ocurren modificaciones en el metabolismo,
con altas cantidades de sintesis e hidrélisis de proteinas y aminodcidos (63).

La lactancia en la rata abarca los primeros 21 dias después del parto y en estudios
realizados por diferencias arteriovenosas se ha determinado que el pico méximo en la
lactancia es de los dias 10-15 después del nacimiento (64,65} donde hay un
incremento en la sintesis de proteinas, demanda y captacién de nutrimentos
{42,65,66).

La glandula mamaria incrementa su sintesis proteinas en un 100-150% (67). El tejido
mamario de vaca produce 35 L de leche/dia con un contenido de protelna de 32g/L
por lo que necesita 1 kg de aminodcidos por dia para sostener la sintesis de la
proteina de la leche (46,68}, La rata produce 125 mL de leche por Kg. de peso
corporal, en ef humano la producci6n es de 12 a 23 mL de leche por Kg de peso
corporal. (67) La sintesis de proteina, en ratones hembra con 15 dias de lactancia es
de 2.1g /dia, de la cual el 55% representa la proteina de la leche sintetizada por la
gldndula mamaria. En ratones virgenes la sintesis de la protelna es de 0.64 g/dia
mientras que en ratones con 18 dias de gestacién la proteina sintetizada es de 1.59
gidia, et 57% del total de la proteina se atribuye al feto y la placenta, el 12% ala

sintesis de proteina en la glanduta mamaria {69).

En la lactancia, la ingestién de alimentos en la rata y ratén hembra esta incrementada
de 3 a 4 veces comparada con animales virgenes (69,70}, es decir existe hiperfagia
que implica un aumento en la ingestién de alimento de un 250-300% (67,71},
fenémeno acompanado por hipertrofia e hiperplasia {67), manifestandose con el
crecimienta de la gldndula mamaria en un 400%, del higado en un 40-50% vy del
tracto intestinal 100%, (69,72) éste ultimo manifiesta un marcado incremento en el
pico de la lactancia que coincide con un aumento en la captacion de nutrimentos vy de
la transferencia de los sustratos necesarios para la sintesis de la leche a la glandula

mamaria (65,68,69).
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El higado en la lactancia as un érgano con alta demanda de aminoécidos para la
sintesis y racambio de proteinas al igual que la gldndula mamaria (60,69,73).

Para que las céluias de la gldndula mamaria lactanta capten aminoécidos de forma
eficiente dependerd dal gasto cardiaco, de que el flujo sanguineo sea elevado, de gue
el érganc exponga una mayor area de contacto con la circulacién sanguinea y de fa

actividad de tas enzimas que transportan los sustratos (46,64,66,74,75).

El flujo sanguineo es manejado por el metabolismo mamario vy por sus requerimentos
de sustrato, se regula localmente a través de cambios en la perfusién capilar, en
respuesta al aumento o disminucidn de la actividad de las gléndulas (63]).

Las células epiteliales o alveclares por si mismas poseen un mecanismo de control del
flujo sanguineo, ya que producen compuestos vasodilatadores (prostaciclinas, oxido
nitrico, etc.) que actuan cuando la gldnduta requiere de nutrimentos para la sintesis de
la leche (76).

La glandula mamaria produce una proteina denominada inhibidor de retroalimentacién
de la lactancia (FIL), que regula 1a secrecién de todos los componentes de la leche sin
alterar su composicién, Cuando el FIL se acumula no se sintetiza mas leche y cuando

hay una continua secrecién no hay acumulacién del mismo (51,77).

1.4.1. Hormonas durante la lactancia.

La prolactina juega un papel importante en el control hormonal del crecimiento y
funcién de la gléndula mamaria asf como en la jactogénesis, en el mantenimiento de
la secrecién lactea y en la biosintesis de la leche, por lo que se relaciona
estrachamente con la regulacién de la captacién de aminoécidos en la gléndula

mamaria lactante de rata {64,74,78).
La prolactina se praduce en la porcién anterior de la pituitaria, en la antehipéfisis. La

extirpacion de la pituitaria durante la lactancia determina el cese de la secrecién

lactea.
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El hipotalamo produce una sustancia con efecto inhibidor sobre !a sintesis vy liberacién
de la prolactina, a esta sustancia se le denomina Factor Inhibidor de la Prolactina
{PIF), cuya composicidn quimica se desconoce {60},

El estimulo producido al mamar agota el contenido de PIF en e! hipotdlamo, éste
mismo estimule mantiene una continua secrecién lictea por la liberacidn de
prolactina. Cuando no hay succién, disminuye el flujo sanguineo por lo que se raducen
los niveles de prolactina, se acumula la leche en la glandula mamaria, creando una
presibn que termina por hacer cesar la secrecién y da lugar a la regresién de la

gldndula mamaria (60).

La liberacién de la prolactina se induce por el reflejo neurohumoral que produce la
succion (78} v por la administracién de estrégenos, ya que estimulan a la pituitaria
produciendo la liberacién de prolactina, fo cual resulta en un aumento de ésta
hormona en circulacién y un aumento en el nimero total de receptores en el tejido

mamario para la prolactina esto hace que se mantenga la lactancia {79}

L3 oxitocina es una hormona que se libera de la neurchipéfisis por el efecto de la
succién, esta hormona se encarga de estimular las células mioepiteliales para que se
contraigan y produzcan la expulsién de la leche de los alveoles y conductos (62).

La insulina no tiene ninglin efecto benéfico en la gléndula mamaria al contrario la
administracién de insulina provoca la disminucién de la produccién de la leche en

vaca, cerdo y oveja (41,75]).

1.4.2. Biosintesis de proteinas por la glandula mamaria a partir de aminoécidos.

Los amino&cidos son fuente de nitrégenc y carbono, son precursores para la sintesis
de protelnas y lipidos (65,80}, se obtienen de la ingestién de una dieta rica en
protelnas, se absorben por el intestino y se llevan a través de la circulacién arterial o
bien se extraen por la movilizacién de la proteina del muscule corporal (73,75},

Cuando el aporte energético en la dieta es bajo o esta limitado por un estado
fisiolégico como la lactancia, en condiciones de inanicién o desnutricion, los

aminodcidos se oxidan para proporcionar energfa a la céluta.
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La sintesis de protelnas en la gldndula mamaria esta limitada por ta biodisponibilidad
de los sustratos dada por los sistemas de transporte de aminoécidos inmersos en las

membranas de las células (68,81),

Los aminoscidos y los péptidos de la sangre se captan en exceso por la glandula
mamaria (63,82), la mayor parte de ellos son utilizados para la sintesis de la proteina
de la leche, para la sintesis de aminodcidos dispensables, y para la sintesis de 4cidos
grasos o energfa {BO). La otra parte de los aminoécidos son retenidos en la gléndula
mamaria y son utilizados para la sintesis de protelnas constitutivas, estructurales y
para el recambio continuo de proteinas en la reparacién y procesa de reemplazo del

evento secretor (63,66,751.

Como ejemplo tenemos que las protelnas de la leche de vaca representan el 97% de
los componentes de nitrégeno de lo cual el 92% lo constituyen las proteinas
sintetizadas “de novo” {casefna, B-lactoglobulina, y a-lactalbdmina) en la gldndula
mamaria (68,70), el resto lo contituyen compuestos nitrogenados, las
inmunoglobulinas IgA, IgM, IgG (67) y la aibamina las cuales son sintetizadas en las
células plasmdticas e higado respectivamente por ultimo son transferidas a la gidndula

mamaria sin alterar {68).

La glandula mamaria capta en mayor cantidad aminodcidos indispensables (arginina,
valina, isoleucina, leucina) (66} en contraste con los aminoécidos dispensables cuya
captacién es insuficiente. Debido a ésto la gldndula mamaria sintetiza aminodcidos
dispensables a partir de la fuente de carbono, nitrégeno y azufre que tiene en exceso
y que provienen de aminoécidos indispensables {42,66), de! glutatién {y-glutamil-
cisteinil-glicina), de ia ornitina y de la citrulina, éstos dos (Rtimos son aminoacidos
captados en grandes cantidades y utilizados por la gldndula mamaria, perc no forman

parte de las protelnas de la leche (68,69).
En la gldndula mamaria lactante se ha observado que la prolina, ornitina y glutamato,

provienen de la arginina y a su vez la ornitina da lugar a prelina y glutamato, la glicina,

cistelna y glutamate provienen del glutation, a partir de la metionina se sintetiza
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cisteina, apartir de la fenilalanina se sintetiza la tirosina, de ia citrulina se forma
arginina y prolina, todos estos procesos anabdlicos y catabdlicos estan limitados por
el transporte de los aminodcidos a las células mamarias y por algunas enzimas como

ornitina aminotransferasa, fenilalanina hidroxilasa, arginasa, etc. {63,66,68,69,83).

1.4.3. Biosintesis de lipidos por la glandula mamaria a partir de aminoécidos.

Los quilomicrones son hidrolizados por lipasas que se encargan de romperios en
acidos grasos libres, monoacilgliceroles, diacilgliceroles vy glicerol, estos productos son
absorbidos por el intestino, después pasan al torrente sanguineo donde las células
alveolares mamarias fos captan para la sintesis “de nove”™ da los triacilglicercles
{84).

La glandula mamaria tiene la capacidad sintetizar dcidos grasos a partir de AcetilCoA

provienentes de glucosa, lactato, atanina y leucina {84).

En la gtandula mamaria de ratas lactantes, la incorporacién de la leucina marcada en
lipidos y proteinas aumenta 7 y 6 veces respectivamente comparadas con las
gldndulas de las ratas virgenes lo que nos indica la importancia de la leucina {70). La
leucina se capta en exceso por la glandula mamaria y sus productos del catabolismo
son el acetoacetato y acetilCo-A, los cuales se oxidan 0 actuan como precursores

para sintesis de lipidos "de novo” (lipogénesis) (63,69,70).

Los metabolitos de la leucina a-cetoisocaproato, a-cetoisovalerato y B hidroxi-B-metil
butirato estan presentes en la secrecién de los lipidos de ia leche (75).

Los 4cidos grasos sintetizados “de novo” en la glandula mamaria son el dcido
laurico 12:0 y écido miristico 14:0 (el primer nurmero significa el numero de
carbonos vy el segundo representa el nimero de insaturaciones), conforme avanza la
etapa de lactancia, la leche se enriquece con dcidos grasos de mayor ndmero de
carbonos que van de 8:0, 10:0, 12:0 y 14:0. En la lactancia el tejido adiposo se ve
disminuido porque disminuyen los almacenes de 3cidos grasos que son utilizados

para la obtenci6n de energia {69,84).
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2. JUSTIFICACION.

Se han caracterizado algunos sistemas de transporte en la glindula mamaria
utilizando ané#logos de aminoicidos no metabelizables, determinando asf fa
especificidad de sustratos, constantes cinéticas Vmax y Km, as{ como su perfil
farmacolégico, dependencia de icnes, localizacién, etc. Sin embargo no existe
informacién sobre la expresién de los diferentes transportadores de aminodcidos
durante la lactancia, por lo tanto es importante conocer los transportadores
existentes en el tejido mamario durante la lactancia y poder comparar si existe un
cambic con respecto a la expresién en el tejido mamario de la rata virgen y de

posdestete,

Estudios previos reportan que las diferencias arteriovenosas de algunos aminoécidos
se encuentran aumentadas en tejido mamario lactante, lo que indica que la captacidn
de aminoécidos en la lactancia es elevada, debido a que es una etapa fisioldgica que
exige mayor demanda de nutrimentos para la sintesis de proteinas y lipidos de la

leche.

3. HIPOTESIS.

En el pico méximo de la lactancia, el tejido mamario requiere de un gran aporte de
amino4cidos para la sintesis de proteinas y lipidos de la leche, por lo que la expresién
de los transportadores de aminoécidos en tejido mamario durante fa lactancia deberén
estar aumeantados con respecto al tejido mamario virgen y posdestete de 24, 48, 72

horas, 7 v 10 dias.
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4.0BJETIVOS

4.1. Objetivo general
Identificar 1a expresidn de algunos transportadores de aminodcidos en tejido mamario

de rata virgen, en lactancia y posdestete.

.

4.2, Objetivos especificos

1.-Disefiar iniciadores especificos y 6ptimos de los diferentes transportadores de

aminodcidos.

2 ..Determinar a través de la técnica RT-PCR la presencia o ausencia de los

transpartadores de aminoécidos en tejido mamario de rata virgen, lactancia y a las

24, 48, 72 horas, 7 y 10 dias de posdestete.

3.-Cuantificar la expresién de los transportadores de aminodcidos en las diferentes

etapas.

4.-Comparar la expresidn de los transportadores de amino&cidos durante la lactancia

con el tejido mamario de rata virgen y posdestete.

5.-Determinar si existen diferencias en la expresién entre las etapas en estudio.

26



2]

5. METODOLOGIA

Figura 3. Diseno general del estudio.
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5.1. Poblacién estudiada.

Se utilizaron ratas hembra de la cepa wistar obtenidas del bioterio del Instituto
Nacional de Nutricién Salvador Zubirén. Los animales se mantuvieron en condiciones
controladas de ciclo luz - obscuridad de 12 horas a una temperatura ambiente y
alimentadas con una dieta normal {laboratory autoclavable rodent diet) y agua a libre
dermanda.

Las ratas se dividieron en 3 grupos:

El grupo testigo formado por ratas virgenes de 2-4 meses de edad.

El grupo de lactancia formado por ratas madres en el dia 12 de lactancia con 10-12
crias. Se considerd la fecha del parto come primer dia de lactancia.

El grupo posdestete formado por ratas madres con 12 dias de lactancia, dia en que
fueron separadas de sus crias {10 -12} y sacrificadas a las 24 horas, 48 horas, 3 dias,
7 dias y 10 dias.

5.2. Extraccién de tejidos.

El tejido mamario en las diferentes etapas, se obtiene de ratas previamente dormidas
con CO2, entre las 9:00 y 10:00 horas. Posteriormente se decapitan y se separa
tejido mamario del abdomen, enjuagandolo en solucién salina al 0.9% frfa. Se toman
muestras de 200 mg para la extraccién de ARN se depositan en nitrégeno liquido y se

guardan a -B0O°C hasta el momento de la determinacion.

5.3. Extraccibn de ARN total con tiocianato de guanidina / p-
mercaptoetancl.(Anexo1}

E! ARN total se aisla por una extraccién con tiocianato de guanidina - fenol -
cloroformo. El .tiocianato de guanididina es un potente desnaturalizante de proteinas.
(85,86)

Procedimiento

Tadas las soluciones utilizadas para la extraccién de ARN deben ser preparadas con
agua tratada con dietil-pirocarbonato al 1% (DEPC} y et material de vidrio debe estar
libre de ARNSsas, lo cual se logra hornedndolo a 180°C durante 4 horas.

Este método se utiliza para extraer ARN total de cerebro, rifion y tejido mamario

virgen, en lactancia, 24h y 48h posdestete.
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Antes de iniciar la técnica y entre cada muestra se lava el politrén {Modelo PT 2000
Kinematica, AG) de 3 a 4 veces con 2 mL de agua desionizada, después con 2 mL
de agua-DEPC 1% y por dltimo con 2 mL de la solucién desnaturalizante p-
mercaptoetanol.Se homogeniza 200 mg de tejido de la rata con 2 mL de lz solucién
desnaturalizante con B-marcaptoetancl con el politrén aproximadamente 20 seg en un
tubo corex estéril de 15 mL. Se agregan 0.2 mL de acetato de sodio 2M pH 4.0y se
mezclan completamente por inversién. Se agregan 2 mL de agua saturada con fenol
acuoso frio y se mezcla vigorosamente con el vortex por 2 min. Se adicionan 0.4 mL
de solucién cloroformo-alcohol isoamilico (49:1 vol/vol), se mezcla con al vaortex
completamente y se incuba la suspensién durante 15 min a 4°C. Se centrifuga a
9800 x g durante 20 min a 4°C (centrifuga J2-MC rotor JA-20, Backman).

La fase superior se transfiere a un tubo corex estéril de 15 mL y el ARN se precipita
agregando 2 mL de isopropancl al 100%, se mezcla con vortex y se incuban las
muestras por 30 min a -20°C. Se centrifuga a 9800 x g durante 10 min a 4°C, el
sobrenadante se desecha y el tubo se coloca boca a bajo dejando escurrir el resto del
liquido sobre un papei absorbente, El botén de ARN se disuelve y se homogeniza con
una punta de pipeta en 0.6 mL de solucién desnaturalizante con f-mercaptoetancl y
se transfiere a un tubo de microcentrifuga estéril de 1.5 mL. El ARN se precipita con
0.6 mL de isopropanol al 100%, se homogeniza en el vortex y se incuba por 30 min
a -20°C. Se centrifuga (microcentrifuga eppendorf 5402} a 11750 x g durante 10 min
a 4°C vy se desecha el sobrenadante. Para disolver los residuos de guanidina que
contaminan el botén de ARN, se le adiciona 1mL de etanol al 76% y se resuspende
vigorosamente en el vortex por un tiempo de 10-15 min a temperatura ambiente.

Se centrifuga a 11750 x g durante 5 min a 4°C y se desecha el sobrenadante. El
botén de ARN se seca con papel absorbente y se resuspende en 300 p! de agua-
DEPC hasta disolver completamente,

Para la obtencién de un ARN mas puro se lleva a cabo otra extraccién. Se adicionan
300 ul de feno! amortiguado pH B.0/cloroformo/ alcohol isoamilico {25:24:1). Se
centrifuga a 11750 x g durante 10 min a 4°C. La fase superior se transfiere a un
micratubo  estéril y se le agregan 300 pl de ctoroformo/ alcohol isoamilico {49:1

vol/vol} v se agita en el vortex. Se centrifuga a 11750 x g durante 10 min a 4°C. La
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fase acuosa se transfiere a un microtubo estéril, a ésta fase que contiene el ARN se le
adicionan 40 uplL de acetato de sodio 3M pH 6.0 y 1 mL de etanol absoluto.

Se agita en el vortex y se deja toda la noche a -20°C.

El ARN se centrifuga a 11750 x g durante 20 min a 4°C, se desecha el sobrenadante
v el botén se lava con 1mL de etanol al 70%. Se centrifuga a 11750 x g, durante 10
min a 4 °C, se desecha el sobrenadante y botén se seca con un papel absorbente.

El botén de ARN se resuspende en 156 pL de agua-DEPC hasta que se disuelve

completamente y se prosigue con la ultrapurificacion.

5.4. Ultrapurificacién de ARN total, {(Anexo 2)

Se basa en Ja capacidad de la DNAsa de digerir ADN de cadena sencilla y doble con el
fin de que el ARN quede libre de contaminantes como serfan ADN y protelnas unidas
al ADN,

Los ARN's extraidos por tiocianato o trizol se ultrapurifican antes de realizar la

reaccién de transcripcidn revarsa - reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR}.

Al botén disueito previamente, se le agregan 39 pl. de amortiguador para DNAsa Sx y
5 uL de DNAsa (2 unidades / uL diluida en amortiguador para DNAsa 1X).

Se mezcla en el vortex y se incuban 1as muestras 15 min en un bafio de agua a 37°C
{Multi-block heater Lab-line).Se agregan 0.2 mL de fanol saturado pH=8 a cada
muestra {vol/vel), se agitan en el vortex 15 seg y se centrifugan por 2 min a 11750 x
g a temperatura ambiente.La fase acuosa se transfiere (superior, incolera} a otro
microtubo estéril. Se agregan 0.2 mL de cloroforma: alcohol isoamilico {24:1) a cada
muestra, se agitan en el vortex 15 seg y se centrifugan por 2 mina 11750 x g a
temperatura ambiente. La fase superior se transfiere a otro microtube estéril.
Finalmente se agregan 500 ulL de etanol absoluto frio y 70 plL de acetato de sodio
3M pH 5.3. Se agitan en el vortex y se guardan a -80°C durante toda la noche. (Bio
Freezer Forma Scientific} Se centrifugan a 11750 x g durante 15 min a 4°C, el
sobrenadante se elimina y se lava el botén con 0.8 mL de etanol al 75% con agua-
DEPC. Se centrifuga a 11750 x g durante 15 min a 4°C, el sobrenadante se elimina y
el botén de ARN se seca con papel absorbente, se resuspende en agua-DEPC, se

cuantifica y se utiliza el mismo dfa para la RT-PCR.
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5.5. Extraccién de ARN total con trizol. (Anexo 3)

Este método se utiliza para extraer ARN total de tejido mamario de 3, 7 y 10 dias
posdestete, el rendimiento de la extraccién se mejord notablementa comparado con
el método de tiocianato, se utiliza trizol cuando los tejidos son poco abundantes y se

degradan facilmente como en el destete.

Se lava el politrén con agua desionizada, agua-DEPC, y solucidén desnaturalizante.

En un tubo corex estéri! de 15 mL con 2 mL de trizol se afiaden 200 md de tejido
{recién extraido o congelado) y se homogeniza completamente.

La muestra se incuba por 5 minutos, a temperatura ambiente, se le afiaden 0.4 mL de
cloroformo al homogenado, se agita vigorosamente en el vortex por 1 minuto y se
centrifuga a 12100 x g, por 15 minutos a 4°C.

La fase inferior es la fase fenol-cloroformo y la superior es la fase acucsa que
contiene el ARN, se transfiere a otro tubo corex y se precipita con 1miL de
isopropanol fric, se agita en el vortex un minuto, y se incuba a una temperatura
ambiente por 10 minutos, se centrifuga a 12100 x g por 10 min a 4°C.

El sobrenadante se desecha y el botén de ARN se lava con 0.8 mL de etanol al 75%
en agua-DEPC. Se mezcla en e! vortex y se transfiere a un microtubo.

Por dltimo se centrifuga 15 minutos a 8160 x g a 4°C, se desecha el sobrenadante y
al botén se le agregan 156 pl de agua-DEPC, se disuelve completamente vy se lleva a

cabo la ultrapurificacion.

5.6. Cuantificacion de ARN. (Anexo 4}

El ARN se cuantifica midiendo su absorbancia a 260 nm en el espectrofotémetro
Beckman (DU 640).

En un microtubo se colocan 995 pl de buffer TE pH 7.5 vy 5 pl de ARN y se leen a
260 nm en celdas de cuarzo.

Para revisar la pureza del ARN se toma la lectura a 260 y 280 nm para obtener la
relacién 260/280 que debe ser de 1.9 - 2.2, (si la absorbancia del ARN se sale de

este intervalo, el ARN puede estar contaminado con proteinas).
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Para calcular la concentracién de ARN:

1 D.0 260 = 40ug de ARN
D.O de ta muestra - X ug de ARN 0.0 = Densidad Optica
X pg de ARN x Factor de dilucién = Z ug de ARN / 1000 pL

Se ajusta el ARN a una concentracidén final de 2.5ug/ uL.

5.7. Electroforesis de ARN. (Anexo 5)

Preparacién del gel de agarosa al 1.5%.

Se pesan 0.51g de agarosa (grado biologia Molecular BIO-RAD Molecular Biology
Certified agarose} en un matraz erlen meyer estéril vy se le afade 25 mlL de agua-
DEPC, se coloca un tapén de vidrio y se disuelve en el microondas & un nivel de
calentamiento de 6 durante 4 min.

Se lleva nuavamente a la balanza v se reconstituye el volumen con agua-DEPC.

Se afaden 3.40 mL de amortiguador de corrimiento 10X y 5.6 mL de formaldehido
al 36.7% en la campana, el volumen final es de 34mL.

La mezcla anterior se vacia en el molde de la cémara electroforesis imodelo # B2
Easy-cast Hoefer) que contiene un peine de 8 pozos.

Cuando el gel esta sélido se le pone amortiguador de corrimiento 1X y se guarda en el

refrigerador hasta su uso.

Preparacion de la muestra.

En un microtubo estéril se colocan: ARN [2.5ug/pl] {4uL) , amortiguador de
corrimiento 10X (1.7uL), formaldehido (2.3uL}, formamida (8.0ul}, amortiguador de
carga {2.0pl) bromuro de etidio (1mg/mL) (2.0ul). La mezcla anterior se homogeniza
en el vortex, se centrifuga por 4 seq y se incuba a 55°C durante 15 min. Se remueve
la base del molde y el peine, se coloca el gel sobre la cdmara de electroforesis y se le
afade amortiguador de corrimiento 1X hasta cubrir et gel y los pozos. Se colocan las
muestras y se corre el gel a 8 V/cm (B0 volts, BOmAMP) hasta que el colorante de

bromofenol migre 2/3 partes del gel.
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Figura 4. Integridad de ARN “s.

Se observa una electrotoresis en gel de agarosa al 1.5%, tefido con bromuro de etidio, que muestra la
integridad del ARN ribasormal 28BS v 18S del tejido mamario en las diferentes etapas. Carril 1. 10pg de
ARN total de tejido mamario de rata virgen extraido con tiegianato de guanidina, Carrif 2. 10pg de ARN

total de tejido mamario de rata en el dia 12 de lactancia, extraido con tiocianato de guanidina. Carril 3.

10ug de ARN total de tejido mamario dé rata de 24 horas posdestete, extraido con tiocianato de

guanidina. Carril 4. 10pg de ARN totai de tejide mamario de rata de 48 horas posdestete, extraido con
tiociznato de guanidina. Carril 5. 10pg de ARN 1otal de tejido mamario de rata de 72 horas posdesteta,
extraido con trizol. Careil 6, 10ug de ARN total de tejido mamario de rata de 7 dias posdestete, extraido

con trizal. Carril 7, 101g de ARN 1otal de tejido mamario de rata de 10 dias posdestete, extraido con

trizol.

5.8. Disefio de coligonucledtidos para los diferentes transportadores.

Se realizé una revisién bibliografica de los transportadores de aminoécidos clonados
en rata, se eligieron seis, considerando |a clasificacién de aminodcidos 4cidos, basicos
y zwitteridnicos {6,23,87,88,89,90). Todos estos transportadores forman parte del
banco de genes. A través del Internet v con el ndmero de acceso proporcionado por
la bibliografia, se obtuvieron las secuencias de ADN ¥ con el software OLIGQ 5.0 se
disefiaron primers o iniciadores especificos e ideales, tomando en cuenta las
siguientes condiciones:

*El porcentaje de GC {Guanina-Citosina), debe ser < al 60%, para evitar la formacién
de horquillas o dimeros.

*El iniciador debe estar formado por 18-28 nucleotidos.

*Et tamano del producto debe ser de 150 a 700 pares de bases {ph)

*La temperatura de alineamiento (Tal debe de ser alrededor de 55°C,

"las diferencias de las temperaturas de fusién entre las secuencias sentido vy

antisentido deben ser pequefas {alrededor de 1°C).
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5.8.1.Sintesis quimica de oligonuclactidos.

Una vez conocidas las secuencias de los iniciadores sentido y antisentido de cada
sistama de transporte, los ocligonucleétidos se sintetizaron en un sintetizador de
oligonucledtidos, OLIGO 1000 DNA Synthesizer, Beckman {81). Finalmente se
liofilizaron vy se resuspendieron en 300 pL de agua desionizada estérll filtrada. Los
oligonuclestidos se cuantificaron y se guardaron en alicuotas & una concentracion
fina! de 10 pM a -20°C hasta su uso.

El proceso de sintesis quimica de un fragmento de ADN que realiza el sintetizador
OLIGO 1000 Figura 4 (91} consiste en la adicién y unién de un nucleosido con las
diferentes bases nitrogenadas (A adenina, G guanina, C citosina, T timina) a un
soporte sélido en cada ciclo, hasta completar una cadena de oligonucledtidos, la
sintesis comienza en 3’ y termina en 5°. Para unir un monomero de nucledsido al
soporte o a la cadena creciente de oligonucledtidos se requiere da un ciclo formado
por cuatro pases: Desbloqueo, activacidén-acoplamiento, bloqueo del grupo hidroxilo
(OH) y oxidacion.A continuacién se describird brevemente lo que ocurre en cada
paso:

1.-Desbloqueo: consiste en quitar el grupo dimetoxitritil {DMT) del final de la cadena
creciente y dejar expuesto el grupo hidroxilo OH™ en la posicién 5°, para poder iniciar
la unién con un monémere de fosforamidita (que son los nucledsidos de A,G,C,T ).
2.-Activacién y acoplamiento: en este paso se liberan tetrazol y un mondmero de
fosforamidita, la mezcla de éstos forman un reactivo intermediaric muy activo, el cual
se une al grupo hidroxilo {OH™ ) 5’ del soporte inicial.

3.- El bloguec del grupc hidroxilo consiste en acetilar a los grupes OH  que no
participen en las reacciones de acoplamiento, para evitar la formacién de oligomeros
incorrectos.

4.-Oxidacién: consista en la oxidacién del atomo de fésfaro en estado trivalente
{inestable) al estadc pentavalente.

Después de que se ha completado la cadena de oligonucledtidos, hay salida del

amonio, se desbloguea el OH' y hay un corte que da lugar al producto final.
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5.9, Caracteristicas de los oligonucledtidos sintetizados.

5.9.1. Sistema de transporte de glicina, GLYT 2.

AUTORES: Liu Q.R., Lépez-Cocuera B., Mandiyan S., Nefson H., Nelson N. {23}
ORIGEN: rattus novergicus ADNc to ARNm.

Ndmero de acceso: L21672

Las secuencias de los iniciadores son:

SENTIDO:

5 GGC TCC TAC CGC TAC CCT AA Z

ANTISENTIDO:

5" GCC CAG TTC CAA ATC CTT CA &’

Posicion y longitud Temp fusién (°C) % GC
Producto 2687pb 88.1 55.1
sentido 2329 20 bases 69 60.0
antisentido 2576 20 hases 70.7 50.0

Esquema de la localizacion del producto de RT-PCR amplificado

Datos adicionales:

Sentido 5.57nmol ----A260

Antisentido 5.44 nmol ----A260
Temperatura éptima de alineamiento:57.3°C

Diferencia de temperaturas de fusion: 1.8°C
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5.9.2. Sistema de transporte de aminoacidos dibasicos y neutros, NAA-Tr

AUTORES Tate S.5., Yan Ning.{87}

ORIGEN: rattus novergicus {cepa wistar) ADNc a ARNm.

Nomero de acceso: M77345

Las secuencias son:

SENTIDO:

5° AAG GGA TGC CGG ACG AAT AAC 3

ANTISENTIDO:

5 CCT GCC TGC CAC CAGTCA A 3’

Posicién y longitud Temp fusidn {°C) %GC
Producto 308pb 89.3 57.5
sentido 84 21 bases 72.7 52.4
antisentido 373 19 bases 74.3 63.2

Esquema de la localizacidn del producto de RT-PCR amplificado

R R R o

Datos adicionales:

2305pb de ARNm

Sentido: 4.58nmol ---- A260

Antisentido: 5.90 nmol ---- A260

Temperatura optima de alineamiento: 58.3°C

Diferencia de temperaturas de fusion: 1.6°C
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5.9.3. Sistema de transporte de glutamato y aspartato, GLAST.
AUTORES: Storck T., Schulte S., Hafmann K., Stoffel W. (88)
ORIGEN: Norway rat.

Numero de acceso: X63744 549018

Secuencias:

SENTIDO:

5 AAA GGG CAC GAA AGA AAA CAT 3/

ANTISENTIDO:

5° ACC ACA TTA TCA CCG CTA CCA 3’

Posicidn vy longitud Temp fusién (°C) %GC
Producto 419pb 86.9 50.6
sentido 632 21 bases 68.3 38.1
antisentido 1030 21 bases 68.7 47.6

Esquema de la localizacién del producto de RT-PCR amplificado

Datos adicionales:

3778 ph de ARNmM

Sentido: 4.36 nmol ---- A260

Antisentido: 5.01 nmol - A260
Temperatura 6ptima de alineamiento:56.3°C

Diferencia de 1a temperatura de fusién: 0.3°C
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5.9.4. Sistema de transporte aminoécidos dibdsicos y neutros, D2.
AUTORES. Wells R.G., Hediger M.A. (B9)

ORIGEN: rattus kidney ADNc a ARNm

Numero de acceso: MB0804

Secuencias:

SENTIDO:

5" GTA CCA GAT CTA CCC GAG GTC TTT ¥

ANTISENTIDO:

5 GTATTT CCC GCT CCG TGT C 3

Posicion y longitud Temp fusion (°C} %GC
Producto 331ph 81.7 38.7
sentido 424 24 bases 69.4 50.0
antisentido 736 19 bases 68.9 57.9

Esquema de la localizacién del producto de RT-PCR amplificado

-
SRR RN B R P R L R R

Datos adicionales:

2280pb de ARNm - T
Sentido:4.42 nmol ---- A260

Antisentido: 6.07nmol ---- A280
Temperatura optima de alineamient0:52.9°C

Diferencia de temperaturas de fusién: 0.4 °C
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5.9.5. Sistema de transporte de aminoécidos cationicos, TACm-1.

AUTORES: Aulak X.S., Liu J., Wu J., Hyatt S.L., Puppi ., Henning S.J., Hatzoglou.{6]

ORIGEN: Norway rat

Numero de acceso: U70476
Secuencias:

SENTIDO:

5 CCC ATC CTT TCT GAC TTG A 3’
ANTISENTIDO:

5 AAC CGC ACA TAA CAT ACATTC 3’

Posicién y longitud Temp fusidén (°C) %GC
Producto 242pb 82.9 43.0
sentido 5152 19 bases 64.6 47.4
antisentido 5373 21 bases £63.6 38.1

Esquema de la localizacién del producto de RT-PCR ampliticado

Datos adicionales:

647 1pb de ARNmM

Sentido:6.0 nmo! ---- A260
Antisentido:4.78 nmol ---- A260
Temperatura 6ptima de alineamiento:52.1°C

Diferencias de temperatura de fusién:1.1°C
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5.9.6. Sistema de transporte de taurina, rB16a.

AUTORES:Smith K., Borden L., Wang ., Hartig P., Branchek T., Weinshank R.L. {90}

ORIGEN: Rattus norvegicus.
Numero de acceso: M8660C1
Secuencias:

SENTIDO:

5' GGG CTG ACGATG GTG A 3

ANTISENTIDO:
5' CCG GTA GAC GAC TTT GTT GTA GGT 3/

Paosicién v Iong:ttud Temp fusidn {°C) %GC
Producto 285pb 85.2 47.7
sentido 1453 16 bases 66.0 62.5
antisentido 1717 21 bases 64.3 47.6

>

Esquema de |a localizacion det preducto de RT-PCR amplificado

Datos adicionales:

2489pb ARNm

Sentido: 6.25 nmol ---- AZ60

Antisentido: 5.0 nmol ---- AZ260
Temperatura dptima de alineamientc:53.9°C

Diferencia de temperatura de fusion 1.6 °C
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Se utiliza B-actina como control estructural para la RT-PCR de todos los axperimantos.
5.9.7. B- actina, contro! estructural,

Secuencias

SENTIDO:

5'GGG TCA GAA GGA TTCCTATG &

ANTISENTIDO:

6'GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG 3’

Datos adicionales:

Sentido 4.99 nmol ----A280

Antisentido 5.13 nmol ----A260

Longitud del producto: 237pb

5.10. RT- PCR (Transcripcidn reversa - reaccién en cadena de la polimerasal {Anexo
6)

En la reaccidn de la transcriptasa reversa se sintetiza una cadena de ADN
complementario (ADNc) a partir de una cadena simple de ARN, se utiliza (oligo dT)
que es una secuencia de 12-18 nucledtidos de Timina qua se une por
complementaridad a la cola poliA del ARNm, formandose una horquilla que es
reconocida por la enzima transcriptasa reversa {M-MLV) que transcribe el ARNm a
ADNc. En la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) se amplifica un fragmento de
ADN utilizando iniciadores especificos y 1a enzima Taq polimerasa que es una enzima
establa al calor, capaz de sintetizar ADN a partir de un templado de ADNc. La tédcnica
de PCR esta formada de 3 pasos: desnaturalizacién, afineamiento y extensién : en el
primero se desnaturaliza 1a doble hebra de ADN a 95°C, es decir se separan las dos
hebras por calor, en el alineamiento se baja la temperatura a 556°C, para que exista
un reconocimiento y apareamiento especifico entre los iniciadores y las cadenas

sencillas de ADN que se han separado, por Uitimo la ADN polimerasa extiende la
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longitud de los iniciadores especificos a 72°C, este ciclo se repite n nimero veces
hasta gue el ADN queda amplificado y es posible visualizarlo a través de una

electroforesis.

5.10.1. Transcripcion reversa.

En un microtubo de 0.3 mL se colocan los reactivos (previa agitacién) en el orden en
que se presentan. Se utilizan puntas con filtro y se trabaja en la campana de flujo
laminar para evitar contaminaciones. El botén de ARN se resuspende en agua-DEPC el
mismo dia de su uso para la RT-PCR, antes de cofocarlo en el tubo de reaccién se

calienta por 10 minutos a 60°C con el fin de alinear la hebra de ARN.

Para una reaccién Concentracién Concentracion
inicial final
2pL de amortiguador de la transcriptasa reversa 5X 1X

2uL de una mezcla de dNTP's {2’-deoxinucleésido 5°- trifosfato)

2mMcfu 0.4mM
1uL de oligodT 0.1ug/pl 0.0tpg/ul
1pl de DTT 0.1M 0.01M
0.25uL de enzima transcriptasa reversa (M-MulV)  200U/uL 50U
1.75 pL de Agua-DEPC al 1%filtrada
1uL de Inhibidor de ARNsas (para toda la mezcla) 10U/uL
2ut. de ARN 2.5pug/pl

10pL volumen final de la mezcla de reaccién
Después de colocar los reactivos, el tubo se agita brevemente y se centrifuga, por 2
segundos y posteriormente se coloca en el termociclador (GeneAmp PCR System
9600, Perkin Elmer} bajo las siguientes condiciones:
42°C 1hora
94°C & min
4°C 10min
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5.10.2. Reaccion en cadena de la polimerasa.

Al tubo de reaccién de la transcriptasa reversa (10 pl}, se le adicionan los reactivos

en el orden que a continuacién se presentan:

Para una reaccion Concentracién Concentracién
inicial final
S5ul. de Amortiguador de PCR 10X 1X
can cloruro de magnesio 15mM 1.5mM

SuL de una mezcla de dNTP's {2’-deoxinucledsido 5°- trifosfato)
2mMc/u 0.2mM
24 pl de Agua-DEPC al 1%

3l sentido 10uM 0.6uM
3pul antisentido 10pM 0.6pM
0.4uL de enzima Taq ADN polimerasa 5U/uL 2u

50uL volumen final de la mezcla de reaccidn
Momentos antes de poner la reaccién en el termociclador se le agrega la enzima Taqg
polimerasa, se mezcta en el vortex y se coloca en el termociclador bajo las siguientes
condiciones: '
1 ciclo
95°C 5 min
55°C 1 min
72°C 1min 30 seg
33 ciclos
95°C 1 min
55°C Tmin
72°C 1 min 30 seg
1ciclo
95°C 1 min
55°C 1min
72°C 7 min
4°*C  10min



8.11. Electroforesis de ADN. (Anexo 7)

Preparacién del gel de agsrosa al 1.5%,

Sa pasan 0.826 g de agarosa (Agarose MP, Boshringer Mannheim GmbH sin DNAsa,
nl ARNss) sn un matraz erlen meyer, se ls agregaen 556 mL de agua desionizada y se
disuelve complstamente en el horno de microondas a un nivel de calentamlento de 8
durante 4 min, despuds se reconstituys el volurmen con agua desionizada y as ls
adiclona 1.1mL de amortigusder TAE BOX para que la concentracién final sea 1X,
finalmente se le agregan B uL de bromuro de etidic 2 mg/mL, ss agita suavemente y
ge vacla |la mazcla a la cdmara de electroforesis (Stratagene) con un peine de 12
pozos y sa deja solidificar,

Preparacion de la muestre.

A un microtubo astéril se la agregan:

4uL de amortiguador TAE 1X

2ul. de amortiguador de carga

20ul. del producto de PCR

Preparacién de la muastra con ol marcador de peso molscular

4uL de amortiguador TAE 1X

2ul de amortiguador de carga

2uL de marcador de pesc molecular $X174 RF DNA/Hae Il Fragments, GIBCO BRL.
{de 72 a 1353 pares de hases) o |a escalera de DNA de 100pb en 100pb hasta
1600pb de BOEHRINGER MANNHEIM.

Los tubos se agitan en el vortex v se centrifugan por 4 seg, se remueve &l peine dei
gel de agaross y se le agrega suficiente amortiguador TAE 1X hasta cubrir el gel y los
pozos. Se colocan las muestrss en los pozos y se corre el gl a 8.5V {88 volts, 96
mAmp) hasta que el azul de bromofencl migre 2/3 partes del gel, aproximadamaente
una hera,
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8.12. Fotografias y densitomstria.

Se obssarva el get en el transiluminador de UV {Transiluminator, Mighty bright, Hoefer}
y 88 procads a tomar la fotografls en una cdmara fotografica (MP-ST™ Photographic
Systam Polaroid 0.6}, con un tismpo de exposicién constante de 1.30 min.

Con e! negativo ds |a fotografia ae lleva a cabo un barrido de la imagen vy se realiza [a
densitometria con sl programa Sigma Scan Imager versién 1.20.08, que proporciona
los datos del srea y el promedio de |a intensidad,

8.12.1. Célcutas.

Pars graficar, se toma como referencia |a proteina f-actina, por ser una protelna
estructural, el valor arbitrarlo que se le asigns es 1 (uno), independientemeante de la
axpresién génica de B-actina en los diferentes tejldos.

Para realizar sl estudio semicuantitative ss cumplieron las sigulantes condiciones:

1.- La concentracién del ARN para la transcripcién reversa fue constante (2.5 pg/ luLl
en todos los tejidos.

2.- Una vez concluida ia reaccién de Ia transcriptasa reversa, se tomé todo el
volumen {10 ul) para prossguir con la reaccién en cadena de la polimerasa,
suponiendo que ef volumen donde esta contenido el ADNc se mantiena constante
entre una reaccién y otra, pues los ensayos se realizaron bajo las mismas
condiciones.,

3.- £l volumen de ADNc amplificado colocado en los pozos del gel de slectroforesis
fue el mismo (20 ulL).

4.- S mantuvieran constantes: tlempo de corrimlento (1 hora), voltaje {(BEVolts) v
tismpo de exposicidn da |a fotografis (1min, 30 aeg).

Los datos de la cengltometrfa son érem y promedio de |a Intensidad, en unidades
relativas y el cociente rasulte en |a densidad (D).

D= Area/ Promedio da la intensidad



Una vez obtenida la D de cada transportador, se compara con la B-actina que es el
control y que tiene valor de 1, lo que se grafica en el eje de las ordenadas es el

resuitado del cociente del transportador entre ia B-actina.

5.13. Andlisis astadistico.

Los valores de las graficas se expresan como promedio * error estandar de la media.
Los datos se analizaron con un anélisis de varianza (ANOVA), para comparar los datos
entre las diferentes etapas y la prueba de Fisher para establecer las diferencias
significativas entre las mismas.

Los dates se procesaron utilizando los programas de computacién Sigma Scan Imager
versidn 1.20.09 para la densitometria, Stat View 4.02 para las pruebas estadisticas y

Microsoft Excel versitn 5.0 para el calculo de los datos y gréficas.
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6.RESULTADOS

6.1.Expresién de los diferentes transportadores de aminodcidos en rifién.

Con el objeto de confirmar el funcionamiento de los oligonucledtidos disefiadoes para
los diferentes transportadores se utitizé ARN de rifidn, drgano en el cual se reporta la
expresién de los transportadores de aminodcidos dibdsicos y neutros, NAA-Tr y D2
{87,89) y de aminoacidos catidénicos, TACm-1 [6). Los transportadores que se
expresaron en rinén (Figura 6} son los transportadores de aminodcidos dibasicos vy
neutros, NAA-Tr y D2; el transportador de glutamato/aspartato, Xag'; el transportador
de aminoacidos catiénicos, TACm-1 y el transportador de taurina, rB16a asf/ como la
B-actina, control estructural de todos los experimentos, sin embargo no se observa la
expresién del transportador de glicina, GLYT2. Las bandas de ADNc amplificado
concuerdan con el tamafo {pares ¢e bases) de los fragmentos de los

oligonucledtidos disenados inicialmente.

pb 1 2 3 4 5 6 7 & 9
603
310

Figura 6. Expresion de los diferentes transportadores de aminoacidos en rifidén. Se sintetizéd
ADNc a partir de 5pg de ARN total de rifidn, aislado con tiocianato de guanidina. Para la sintesis se utilizé
la enzima transcriptasa reversa M-MLV y para su amplificacién (PCR} se empled ta enzima Taq
polimerasa. Se colocaron 20 pL de producto ADNc amplificado en un gel de agarosa al 1.6% con 5 ulL de
bromuro de etidio.Carril 1, marcador de peso molecular $X174 RF DNA / HAE Il fragments ; carril 2 sin
ARN: carril 3 fragmento de 237 pb de J-actina; carril 4 fragmento de 267 pb del transportador de
glicina, GLYT2 ; carril 5 fragmento de 308 pb del transportador de aminoécidos dibasicos y neutros,
NAA-Tr : carril 6 fragmento de 419 pb del transportador de glutamato/aspartato, XAG - ; carril 7
fragmento de 331 pb del transportador de aminoécidos dibdsicos y neutros, D2 ; carril 8 fragmento de
242 pb del transportador de aminoacidos cationicos, TACmM-1; carril 9 fragmento de 285 pb del

transportador de taurina, rB16a. n =4 a 6.
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6.2. Expresion de los diferentes transportadores de amincacidos en cerebro.

El ARN de cerebro también sirvié como control, para confirmar el funcionamiento de
los sligonucledtidos disefiados de los diferentes transportadores. En este érgano se
reporta la expresion de los transportadores de glicina, GLYT2 ({23}, de glutamato-
aspartato, GLAST {88), aminoéacidos catitnicos, TACm-1{6} vy taurina, rB16a (90).
Todos los transportadores se expresaron en el cerebro {Figura 8), es decir los
transportadores de amincacidos dibasicos y neutros, NAA-Tr y D2 ; el transportador
de glicina, GLYT2; el transportador de glutamato/aspartato, Xa6; el transportador de
aminodcidos catidnicos, TACm-1 y el transportador de taurina, rB16a asi como el
control estructural, f-actina. El tamafo (pares de bases} de los fragmentos de ADNc

amplificado concuerda con las caracteristicas iniciales establecidas para los

oligonucledtidos.
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Figura 7. Expresién de los diferentes transportadores de aminoacidos en cerebro. Se sintetizd
ADNc a partir de 5pg de ARN total de cerebro, aislado con tiocianato de guanidina. Para la sintesis se
utilizd la enzima transcriptasa reversa M-MLV y para $u amplificacidon [PCR} se empled la enzima Taq
polimerasa. Se colocaron 20 pL de producto ADNe amplificado en un gel de agarosa sl 1.5% con 5 plL de
bromuro de etidio. Carril 1, marcador de peso molecular X174 RF DNA / HAE I} fragments; carril 2
fragmento de 237 pb de PB-actina; carril 3 sin ARN; carril 4 fragmente de 267 pb del transportador de
glicina, GLYT2 ; carril 5 fragmento de 308 pb del transportador de aminoécidos dibdsicos y neutros,
NAA-Tr ; caril 6 fragmento de 419 pb del transportador de glutamato/aspartate, X~ : caril 7
fragmento de 331 pb del transportador de amino4cidos dib#sicos vy neutras, D2 ; carril 8 fragmento de

242 pb del transportador de aminoacidos cationicos, TACm-1; caril 9 fragmento de 285 pb del
transportador de taurind, tB16a. n =4 a 6.
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6.3. Expresidén de los diferentes transportadores de aminoacidos en tejide mamario de rata
virgen.

En la Figura 8 se muestra una electroforesis en gel de agarosa con los diferentes
productos de PCR correspondientes a los transportadores de aminodcidos
sintetizados a partir de ARN de tejido mamario virgen. En este tejido se expresan los
transportadores de glutamato-aspartato, de aminodcidos catidnicos, de taurina y
ademas del control estructural, B-actina. No se expresan los transportadores de

aminoacidos neutros NAA-Tr y D2, ni el transportador de glicina.
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Figura B. Expresién de los diferentes transportadores de aminoécidos en tejido mamario de
rata virgen. Se sintetizé ADNc a partiv de Sig de ARN total de tejido mamario virgen, aislado con
tiocianato de guanidina. Pare la sintesis se utilizé la enzima transcriptasa reversa M-MLV y para su
amplificacién {(PCR} se empleé la enzima Taq polimerasa. Se colocaron 20 pl de producto ADNc
amplificado en un gel de agarosa al 1.5% con 5 L de bromuro de etidio.Carril 1, marcador de peso
molecular, escalera da DNA; carril 2 fragmento de 237 pb de B-actina; carril 3 fragmento de 267pb del
transportador de glicina, GLYT2 ; camil 4 fragmento de 308 pb dei transportador de aminodcidos
dibdsicos y neutros, NAA-Tr:carril § fragmento de 419 pb del transportador de glutamato/aspartato, b PP
carril 8 tragmento de 331 pb del transportador de aminoécidos dibdsicos y neutros, D2 ; carril 7
fragmento da 242 ph de! transportader de aminodcidos cationicos, TACm-1; carmit B fragmento de 285

pb del transportador de taurina, (B16a. n =4 a 6.
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6.4, Expresion de los diferentes transportadores de amino#cidos en tejido mamario de rata

en el dia 12 de lactancia.

En la Figura 9 se muestra una electroforesis en gel de agarosa, con los diferentes
productos de PCR correspondientes a los transporiadores de aminoscidos
sintetizados a partir de ARN de tejido mamario durante el dia 12 de lactancia. En este
tejido se expresan los transportadores de glutamato-aspartato, de aminoscidos
cationicos y de taurina, ademds de los controles estructurales ciclofilina y B-actina

sin embargo no se expresan los transportadores de aminoacidos neutros NAA-Tr Y

D2, ni el sistema de glicina.
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Figura 9. Expresién de los diferentes transportaderes de aminoéacidos en tejido mamario de
rata en el dia 12 de lactancia. Se sintetizé ADNc a partir de 5ug de ARN total de tejido mamaric en el

dia 12 de lactancia, aislado con tioclanato de guanidina. Para Ia sintesis del ADNc se utilizé la enzima
transcriptasa reversa M-MLV y para su amplificacién {PCR) se empled la enzima Taq polimerasa, Se
colocaron 20 pl de producto ADNc amplificado en un gel de agerosa &l 1.5% con 5 pL de bromuro de
etidio.Carsil 1, marcador de peso molecular $X174 RF DNA f HAE Il fragments ; carrit 2 fragmento de
569 pb de ciclofilina; carril 3 {ragmento de 237 pb de f-actina: carrit 4 fragmento de 267 pb de!
transportador de glicina, GLYT2 ; carril 5 fragmento de 308 pb del transportador de aminoacidos
dibdsicos y neutros, NAA-T+ ; carril & fragmento de 419 pb del transportador de glutamato/aspartato, X..
" camil 7 fragmento de 331 pb del transportador de aminvdcidos dibasicos v neutros, D2 : carril 8

fragmento de 242 pb del transportador de aminodcidos cationicos, TACm-1; carril 9 fragmento de 285
pb det transportador de tauwrina, rB16a. n =4 a 6,
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6.5. Expresién de los diferentes transportadores de aminodcidos en tejido mamario de rata de

24 horas posdestete.

En la Figura 10 se muestra una electroforesis en gel de agarosa, con los diferentes
productes de PCR correspondientes a los transportadores de aminoédcidos
sintetizados a partir de ARN de tejido mamario de 24 horas posdestete. En este tejido
se expresan los transportadores de gtutamato-aspartato, de aminodcidos catiénicos v
taurina, asl como del contro! estructural B-actina, no se expfesan los transportadores
de aminoacidos dibasicos y neutros NAA-Tr, D2; ni el sistema de transporte de

glicina.
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Figura 10. Expresion de tos diferentes transportadores de amino#cidos en tejido mamatio de
rata de 24 horas posdestete. Se sintetizé ADNc a partir de Gug de ARN total de tejido mamario de
24h de destete, aislado con tiocianato de guanidina. Para la sintesis del ADNc se utilizd la enzima
transcriptasa reversa M-MLV y para su amplificacién {PCR) se empled la enzima Tag polimerasa. Se
colocaron 20 pL de producto ADNc smplificado en un gel de agarosa al 1.5% con 5 ul de bromuro de
etidio. Carril 1. marcador de peso molecular $X174 RF DNA / HAE Il fragments ; carril 2 sin ARN; carril 3
fragmento de 237 pb de [-actina; caril 4 fragmento de 267 pb del transportador de glicina, GLYT2 |

carril & fragmento de 308 pb del transportador de dibdsicos y neutros, NAA-Tr ; carrii 6 fragmento de
419 pb de! rransportador de glutamato/aspartato, ¥.,o™; carril 7 fragmenta de 331 phb del transportador de

dibasicos y neutros, D2 ; caril 8 fragmento de 242 pb del transportador de aminoacidos cationicos,

TACm-1; carril @ fragmento de 285 pb del del transportador de taurina, rB16a, n =4a 6,



6.6. Expresién de los diferentes transportadores de aminoédcidos en tejido mamario de rata de

48 horas posdestete.

En la Figura 11 se muestra una electroforesis en ge! de agarosa, con los diferentes
productos de PCR correspondientes a los transportadores de aminoacidos
sintetizados a partir de ARN de tejido mamario de 48 horas posdestete. En este tejido
se expresan los transportadores de glutamato-aspartato, de aminoacidos catiénicos y
de taurina, ademés del control estructural B-actina, no se expresa el transportador de

glicina, ni los transportadores de aminoécidos neutros NAA-Try D2,
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Figura 11. Expresion de fos diferentes transportadores de aminoécidos en tejido mamario de

rata de 48 horas posdestete. Se sintetizé ADNc a partir de 5ug de ARN total de tejido mamario de
48h de destete, aislado con tiotianato de guanidina. Para la sintesis del ADNc se utilizd {a enzima
transcriptasa teversa M-MLV y para su amplificacién (PCR) se empled la enzima Taq polimerasa. Se
colocaron 20 pb de producto ADNc amplificado en un ge) de agarosa al 1.5% con 6 ul de bromuro de
atidio. Carril 1, marcador de peso molecular ¢X174 8F DNA / HAE I fragments ; carril 2 fragmento de
237 pb de B-actina; carril 3 fragmento de 308 pb del transportador de aminpacidos dibasicos y neutros,
NAA-Tr ; caril 4 fragmento de 419 pb del transportador de glutamato/aspartato, X.' ; carril b fragmento
de 331 pb del ransportador de aminoAcidos dibsicos y neutros, D2 ; carril 6 fragmento de 242 pb del

transportador de aminoédcidos cationicos, TACm-1; ¢arril 7 fragmento de 285 pb del transportador de

taurina, rB16a. n =4 a 6.
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8.7. Expresién de los diferantes trensportadores de aminodcidos en tefido mamario de rata 72
horas posdastats,

En Ia Figura 12, se muestra una electroforesis en gal de agaroan con los diferentes
productos de PCR correspondiente a los diterantes tranaportadores de amincécidos
sintetizados » partir de ARN de 72 horas posdestate. Esta tejidc muestra una Hgera
expresidn de los sistemas de aminoAcidos catiénicos, de taurina y un poco més de
sxpresién del sistema de Glutamato /Aspartato y del control sstrustural f-actina. La
densitometria no se tiavd 8 cabo debido a qua las bandas son muy tenues,

300

Figura 12, Expreslén de los ditarentes transportadores de eminodelidos on tefide mamarlo de
rats de 72 horas posdestste. S sintetizd ADNao o partir de Byug de ARN total da tejldo mamario de
72h de destete, alalado con trizol. Para s sintesls de ADNc sa Utlllzd fa anzima transcriptasa raverss M-
MLV v para su amplificacidn (PCR} ss amplad Ia enzima Tag polimerasa. Ba colocaron 20 UL da preducte
ADNc amplificade an un gel de agaross o} 1.8% con 5 ub de bromuro de stidic.Carrll 1, marcader de pese
molecular, ascelera de DNA ; carrll 2 ain ARN; cerril 3 fragmaento de 237 pb do [.actine; oarril 4
fragmanto de 287pb del transportador de  glicing, GLYTZ ! carrll B fragmento de 308 pb dal
transportader de aminodcidos dibkwicos y neutros, NAA:Tr ; cardl & fragmanto du 419 pb del
transportador de glutamato/aspartato, X * ; ceril 7 fragmento de 331 pb del transportador de
aminodcidos dibasicos y nautros, D2 ; caril 8 fragmento de 242 pb del transportader de aminodeidos
cationieon, TACM-1; carrli © fragmanto de 285 pb del transportador de taurins, rB18s, n =d s &,

54




€.8. Expresion de los diferentes transportadores de aminoécidos en tejido mamario de rata de
7 dias posdestete.

En la Figura 13, se muestra una electroforesis en gel de agarosa donde no se
observan bandas de los diferentas transportadores de aminodcidos. Este tejido no

prasenta expresién de los transportadores, ni del control estructural B-actina, La

banda que se cbserva corresponde a la expresién de P-actina sintetizada a partir de

ARN de cerebro, utilizada como control positivo def experimante.
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Figura 13. Expresién de los diferentes transportadores de amino4cidos en tejido mamario de
rata de 7 dias posdestate. Se sintstizd ADNc a pertir de ARN tots! de tefido mamaric de 7dias de
destete, aislade con trizol. Para In aintesis se utilizé la enzima tranacriptasa revarss M-MLV y para su
amplificacién (PCR)} se ampled la enzima Taq polimarasa, Se colocaron 20 L de producto ADNc
amplificado en un gel de agarosa el 1.5% con § uL de bromurc de etidlo, A partlr del- carril 3 se utllizd
5ug ARN de tejido mamario de 7 dias posdestete y loa iniciadores de los diferentes transportadores. Carril
1, marcador de paso molecular, escatera d& DNA; carril 2, Sug ARN de cersbro +iniciedores de P-actina
camo control positivo del experimento; carril 3, Iniciadores de fi-actina 237 pb; cerril 4, iniciadores del
transportador de glicina, GLYT2 287pb ; carril 6, iniciadores del transportador de aminoécidos dibasicos v
neutros, NAA-Tr 308 pb; carril 6, iniciadores del transportador de glutamato/aspartato, Kic' ;418 ph;
carril 7. Iniciadores del transportador de aminodcidos dibasicas y neutros, D2 331 pb; cartil 8, inicladoras
dal ransportador de aminodcidos cationicos, TACm-1 242 pb; carrll 9, iniciadores del transportador de
tauring, rB16a. 285 pb. n =4 5 6. :
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6.9, Expresitn de los diferentes transportadores de aminoécidos en tejido mamario de rata de

10 dias posdestete.

En ta Figura 14, se muestra una electroforesis en gel de agarosa en el cual no se
observan las bandas de los diferentes transportadores de aminoécidos, es decir, el
tejido mamario de 10 dias posdestete no presenta expresion de los transpertadores,
ni del control estructural B-actina. La banda que se observa corresponde a la
expresidn de [-actina sintetizada a partir de ARN de cerebro, utilizada como control

positivo del experimento,
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Figura 14. Expresién de los diferentes transportadores de aminoacidos en tojido mamario de
rata de 10 dias posdestete.Se sintetizé ADNc a partir ARN total de tejido mamario de 10 dias de
destets, aislado con trizol. Para |a sintesis de ADNc se ulilizé la enzima transcriptasa reversa M-MLV y
para su amplificacion (PCR} se empled la enzima Taq polimerasa. Se colocaron 20 uL de producto ADNc
amplificado en un gel de agarosa al 1.5% con 5§ ul de bromuro de etidio, A partir del carrit 3 se utilizé
S5pg ARN de tejido mamaric de 10 dfas posdestets y los iniciadores de los diferentes
transportadores.Carril 1, marcador de peso molecular,escalera de DNA; carril 2, Sug ARN de cerebro
+iniciadores de [i-actina como conirol positive del experimento; carril 3, iniciadores de B-actina 237 phb;
carril 4, iniciadores del transportador de transportador de glicina, GLYT2 267pb : carril 5, iniciadores dal
transportador de aminoacidos dibdsicos y neutros, NAA-Tr 308 pb; carril 6, iniciadores del transportador
de glutamato/aspartato, X..' ; 419 pb: carril 7, iniciadores del transportador de aminoécidos dibasicos y
neutros, D2 331 pb; carril 8, iniciadores del transportador de aminodcidos cationicos, TACm-1 242 pb;

carril 9, iniciadores del transportador de taurina, rB16a. 285 pb.n =4 a 6.
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La Figura 15 muestra que la expresién en el tejido mamario de 12 dias de lactancia
presenta mayor expresién de los 3 transportadores Glu/Asp, TACm-1 y taurina en

comparacién con la expresién en el tejidc mamario de ratas virgenes {testigo} vy

posdestete.
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Figura 15. Comparacién de la expresion de algunos transportadores de aminoacidos en
diferentes etapas del tejido mamario de rata. La relacion =Transportador / Beta-actina esta

expresada en unidades relativas.Cada barra representa el promedio t error estandar de la media. Las

barras con distintos superindices son significativamente diferentes, para el transportador de glutamato /
aspartato  [Glu/Aspl p < (.05, para el transportador de amincéacidos catiénicos (TACm-1) p< 0.0008,

para el transportador de taurina p < 0.0001. n =4a 6.

57



*

La tabla 10 resume los valores de expresién det producto de PCR {(ADN amplificado}

de los tres transportadores Glu/Asp, TACm-1 vy taurina que se expresan en tejido

mamario en las diferentes etapas estudiadas.

Tejido mamario [ Media UR| E.E.M. Media UR E.E.M. Media E.E.M.
, UR

Virgen 0.565" | 0.005 0.806° 0.054 | 0.827° | 0.049

tLactancia 0.740° 0.01 1.515° 0.175 | 2.445° | 0.235

24h posdestete | 0.434° 0.085 0.887" 0.027 | 0.818° | 0.08%

48h posdestete | 0.402° 0.043 0.773" 0.090 | 0.655° | 0.071

Tabla 10. Valores de 1a expresion de los transportadcres de aminodcidos en tejido mamario de
rata en diferentes etapas. E.E.M.=Error Estandar de la media. UR=Unidades relativas de ia

relacion = Transportador / Beta-actina. Los valores son promedio + E.E.M. Las barras con distintos

superindices son significativamente diferentes, para el transpertador de glutamato/aspartato {Glu/Asp) p
< .05, para el transportador de aminoacidos catidnicos {TACm-1} p< 0.0008, para el transportador de

taurinap < 0.0001. n =4 a 6.

6.10.Expresion génica de los diferentes transportadores durante la lactancia y el

destete,

6.10.1.Transportador de glutamato y aspartato, Glu/Asp.

Lla expresién de este sistema durante la lactancia es mayor (23.65%) que la
observada en el tejido mamario de ratas virgenes. La expresion de este transportador
disminuye considerablemente en el telido mamario de 24 y 48 horas posdestete
{41.35% y 45.7%) comparada con la expresiéon durante la lactancia (Tabla 10 vy
Figura 15).

La expresién del transportador en tejide mamario de 24 y 4B horas posdestete es
menor que en el tejido mamario virgen y tiende a disminuir hacia las 72 horas
posdestete donde la banda se observa mas tenue, [Figura 12, carril 6), a los 7 v 10

dias posdestete la banda desaparece completamente (Figuras 13 v 141,
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6.10.2.Transportador de aminoécidos catiénicos, TACm-1.

La expresién de este sistema en tejido mamario durante la lactancia es mayor en un
47% comparada con 'a expresién en el tejido mamario de ratas virgenes. La
expresidn en el tejido mamario de 24 y 48 horas posdestete disminuye en un 41.4%
y 499% (Tabla 10 y Figura 15) con respecto a la expresién durante la lactancia.

A las 24 horas posdestete la expresion de TACm-1 es mayor que la expresion en el
tejido mamario virgen, pero a las 48 horas posdestete la expresién 1a disminuye en un
4.1% de la que presenta el tejido mamario virgen, le tendencia a la disminucién se ve
a las 72 horas posdestete donde la banda es muy tenue {Figura 12, carril 8),

desapareciendo hacia los 7 y 10 dias posdestete. (Figuras 13 y 14)

6.10.3. Transportador de taurina, rB16a.

Como se observa en la Figura 15, la expresi6én del transportador de taurina en la
lactancia se incrementa notablemente comparada con los sistemas de Glu/Asp vy
TACm-1. La expresién en tejido mamario de ratas lactantes fue 1.95 veces mayor
que la observada en el tejido mamario de las ratas virgenes {Tabla 10). La expresién
en el tejido mamario de 24 y 48 horas posdestete disminuyd {66.55 y 73.21%
respectivamente} con respecto a la expresidn observada durante la lactancia.

La expresién de! transportador de taurina en el tejido mamario de 24 y 48 horas
posdestete también disminuyé con respecto a la expresién observada en el tejido
mamario de ratas virgenes; esta disminucién se hace mas evidente en el 3er dia
posdestete donde se observa una banda muy tenue (Figura 12 ,carril 8}, alos 7 y 10

dias posdestete las bandas desaparecen totalmente. (Figuras 13 y 14}
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7.DISCUSION

Expresidn de los transportadores de aminoécidos en diferentes etapas.

En el pico méximo de la lactancia, el contenido de protelnas, dcidos nucleicos ADN y
ARN (60,73) se mantiene elevado en el tejido mamario de rata y esta acompafado
por hipertrofia e hiperplasia de la gldndula mamaria (72,67) es decir hay incremento
en el tamaio de la gldndula provocado por el aumento en el tamafio y namero de
células.

Los resultados obtenidos en este estudio, indican que en el pico méximo de la
lactancia también se observa un aumento en la expresién de ARN correspondiente a
los transportadores de glutamato-aspartato, de aminoacidos catidnicos y taurina
{Figura 15} comparado con el tejido mamario de ratas virgenes y posdestete de 24,
48 y 72 horas. La lactancia es un estado fisiolégico que reqguiere de una gran aporte
de aminoécidos como fuente de carbono y nitrégeno para la sintesis de proteinas,
4cidos grasos y lipidos de la leche (63,68,80,82), proteinas constitutivas,
estructurales, de secrecidn, asi como para la sintesis de compuestos nitrogenados vy
enzimas {63,66,75}.

No se expresan los transportadores de aminoécidos dibdsicos y neutros, ni el
transportador de glicina, lo que sugiere que estos son especificos de rifién y cerebro

respectivamente.

La expresion de los transportadores de amino4cidos en tejido mamario a fos 7 y 10
dias posdestete (Figuras 13 v 14}, tampoco se observa. La integridad de ARN de 7 y
10 dias posdestete es completa, ya que se visualizaron las bandas 285 y 185 del
ARN en un gel de agarosa al 1.5% (Figura 4) para descartar la posibilidad de falla de
los métodos o reactivos se corrié al mismo tiempo una muestra de ARN de cerebro
més los iniciadores de B-actina, que se utilizé como control positivo de todos los
experimentos. Se observa un fragmento de 237 pb correspondiente al ADNc
amplificado de cerebro con B-actina {Figuras 13 y 14}. Esto significa que realmente
no existe expresion de ninguno de los transportadores en los 7 y 10 dias posdestete,
probablemente la vida media de los transportadores sea larga, lo que permite que las

células alveolares mamarias capten aminoacidos a través de las proteinas




transportadoras remanentes, inmersas en la membrana lipidica, por algin tiempo, sin
la necesidad de estar expresando los genes correspondientes a los transportadores
debido a que en el destete disminuyen las necesidades nutricias, puede que existan
mecanismos que inhiban la expresién génica de los transportadores por lo cual no se
identifica el mensaje (ARNm) a través de la técnica RT-PCR y por lo tanto no se
observan bandas de ADN amplificade correspondientes a los transportadores de
aminodcidos.

En el posdestete disminuye el nimero de células, los aiveolos estan saturados de
leche, hay hidrélisis del tejido secretor {60 , comienza el proceso de apoptosis y por
lo tanto no se expresa B-actina a los 7 y 10 dias posdestete.

En esta etapa hay una disminucién en el contenido de ADN y ARN (60,73}, ya que
disminuye el nimero de células alveolares y la sintesis proteica (60 }.

La acumulacion de la leche vy del inhibidor de retroalimentacion de la lactancia (FIL)
{77} asl como la ausencia de prolactina, pueden reprimir o bloquear ia expresién de
los transportadores indicande que no son necesarias, debido a que la demanda de
nutrientes ha cesado.

El tejido de destete es poco abundante y dificil de manejar por su consistencia
fibrosa, el destete es una etapa atréfica o involutiva, que ha side descrita como
entidad Unica con actividad celular destruida {66) debido a que dentro de las células
existen lisosomas, macréfagos e histiocitos, as/ como actividad autofégica. (67).

La glandula mamaria durante el destete disminuye sus necesidades nutricionales (67},
debido a que ha dejado de ser un 6rgano activo, secretor y productor de leche. En
esta etapa el metabolismo de la glandula mamaria esta influenciade por la ausencia
de succidn, lo que da lugar a la reduccién de los niveles de hormaonas circulantes que
se requieren para mantener la lactancia, ademds hay acumulacién de lipides,
protelnas (92) y el FIL {77), todo esto afecta la actividad metabdlica de la gldndula
{(51).

En respuesta al factor inhibidor de la prolactina PIF {60) y en ausencia de succion se
detiene la secrecién de la proiactina disminuyendo a su vez los receptores situados
en la superficie de las células alveolares mamarias {79,93). Estos receptores son

sensibles a la destruccién por enzimas protecliticas {791.
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En el destete, la produccién de leche disminuye al igual que la actividad de diferentes
enzimas (79,94} involucradas en la sintesis de proteinas, lactosa, glucosa, 4acidos
grasos y lipidos, asi como en procesos como la transaminacidn y oxidacién de
aminoacidos (67,71).

El control intramamario, manejade por FIL, permite que la secrecién de la leche se
regule por la salida de la misma (51,77).

En el destete disminuyen notablemente las diferencias arteriovenosas y la captacion
de aminoacidos (66,74). Vina (64), encontré que en e! pico de la lactancia las
diferencias arteriovenosas son elevadas para los aminodcidos anidnicos (glutamato,
aspartato) y cationicos (lisina, arginina) disminuyendo notablemente a las 24 hrs
posdestete , esto concuerda con lo obtenido en este estudio donde se observa un
patrén de disminucién en la expresién de los transportadores encargados de movilizar
aminoécidos aniénicos y catiénicos a través del tejido mamario de 1, 2, 3, 7 vy 10
dias posdestete (Figuras 10,11,12,13,14), no se han determinado las diferencias
arteriovenosas para la taurina, en este estudio se observa que la expresién de taurina
se encuentra elevada en la lactancia y disminuye su expresién conforme transcurre el

tiempo de posdestete. (Figura 15}.

En este estudio encontramos que los transportadores que se expresan en el tejido
mamarioc son lo encargados de transportar aminoacidos catibnicos, aspartato-
glutamato y taurina, estos dos Ultimos aminoacidos se encuentran en concentraciones
altas y libres en la leche.

El 4cido glutdmico se encuentra en altas cantidades de forma libre y es el amino4cido
mdés abundante en las proteinas de la leche {45, 46, 66}, representa el 12% de los
aminoacidos en la a-caseina de la leche bovina (44).

La gran demanda de éste aminodcido anidnico se refleja en [as diferencias
arteriovenosas a través de la glindula lactante mamaria de diferentes especies
(10,42,66,70).

El L-glutamato es el principal neurotransmisor pai’a la excitacion de las neuronas y
esta involucrado en procesos fisiolégicos como la memoria y el aprendizaje (28,95).

El dcido glutamico se encuentra en la leche humana en concentraciones elevadas

{1.4mM), contribuyendo de manera importante como aminoacido libre en la leche
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{67.96). En la leche humana, el glutamato se encuentra 50 veces més concentrado
qgue en el piasma (97).

Como podemos observar en {a Figura 15 el transportador de glutamatc/aspartato se
expresa en tejido mamario virgen, en lactancia y 24,48,72 horas posdestete,
observando una mayor expresion durante la lactancia, y una disminucidn en los
primeros dias posdestete, esto concuerda con lo referido por Shennan {46}, en el
destete el transportador de aminodcidos anidnicos disminuye su captacién, por [a
acumulacién de la leche, ademas de que este transportador no se afecta por la
ausencia de prolactina, ya que las diferencias arteriovenosas de los aminodcidos

aniénicos no cambian con el tratamiento de bromocriptina. {46,64).

El 4cido glutdamico se sintetiza a partir de glutamina dentro de la célula, donde la
proporcién de glutamina : &cido glutamico es 2:1, en la leche la proporcién se invierte
1:2, (96) lo que significa que probablemente el glutamato libre en la leche proviene
de la sintesis interna, asi como del transporte del mismo a través de las células
alveolares. Este estudio apoya lo anterior, ya que el transportador de glutamato se
expresa en el tejidc mamario {Figura 15}, probablemente el glutamato proviene de la
hidrélisis del glutatién (y-glutamil-cisteinil-glicina) y de amino4cidos como la glutamina,
arginina y ornitina {63,66,68,69,83).

Como podemos observar en la Figura 15, la expresién del transportader de glutamato-
aspartato no es muy notable comparada con los otros transportadores de aminoécidos
catiénicos y taurina, de hecho es el transportador gue se expresa en Menor proporcién
en el tejido mamario lactante {Figura 9), por lo anterior y debido a que el glutamato
es un aminocécido que se encuentra abundante en forma libre en la leche y se capta
hasta en un 70% del plasma {42,46), sugerimos que probablemente existen otros
transportadores o vias de entrada aparte de la propuesta en este estudio que
transporten glutamato, ya que en general los transportadores son de alta capacidad y
baja afinidad hacia los sustratos {5).

Ei supuesto de que en un mismo tejido existan varios transportadores con la misma
afinidad de sustratos se observa en cerebro de humano, que presenta diferentes
transportadores de aminodcidos excitatorios (TAAE), como son TAAEhT (hGluT-1),
TAAEh2 (GLT-1) y TAAEh3 (14).
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La secuencia de! fragmento del transportador de glutamato-aspartato obtenida del RT-
PCR en tejido mamario fue secuenciada en el laboratorio de Nutriologla Molecular del
INNSZ v presenta gran identidad (sentido 94% y antisentido 100 %) con el ADNc del
transportador GLAST clonado en cerebro {88), que es dependiente de sodio, posee
afinidad por L-aspartato, L-glutamato y sus constantes cinéticas son: para L-glu
Km=77uM, Vméax =600 pmol por ovocito y para L-asp Km=65uM , Vmax=290
pmaol por ovocito. Se localiza en cerebro, cerebelo y no en higado, corazén, madsculo
esquelético y rindén (89}, esto Ultimo es contradictorio con lo obtenido en este estudio,
pues observamos expresién de este transportador (Figura &, carril 8) en rifidn, las
diferencias pueden ser debidas a la sensibikidad de las técnicas utilizadas.

En explantes de tejido mamario y perfundido de rata lactante, se ha caracterizado
{58) un cotransportador de Na™- glutamata, dependiente de sodio y considerado como
la via més frecuente para el transporte de éste aminodcido en el tejido mamario, tiene
gran afinidad por L-glutamato y especificidad por L y D-aspartato. Sus propiedades
farmacolégicas y propiedades cinéticas (45,58} {explantes Km =91.5uM, Vméx=130
nmoles/ g tej/min y perfundido Km=16.8uM, Vméx=40 nmoles/ g tej/min}, son
diferentes al clonado en cerebro {88).

Otro transportador que se expresa en tejido mamario es el de P-aminoécidos que
transporta B-alanina, hipotaurina y taurina este dltimo es un B-aminoécido no proteico
que se encuentra en forma libre y es abundante en la leche humana (67,97), rata
{46,53) y jerbo {46). .

En humano ta concentracién de taurina en la leche es de 0.3mM, en la rata es de 180
uM (3 veces mas concentrado en la leche que en el plasma) y en el jerbo es de 6mM
{46,53,67).

Ademis las crias de la rata son capaces de sintetizar més taurina a pesar de que la
leche que reciben contiene altas cantidades de éste P-aminodcido (46). En los
humanos se observa que la taurina se sintetiza a partir de precursores como la
cisteina y metionina. La glandula mamaria de humanc tiene la capacidad de
concentrar la taurina en 12 leche con respecto al plasma (53) y lo hace a través de las

protefinas transportadoras inmersas en tas membranas celulares mamarias {46,53,54}.
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La taurina es un aminoacido abundante en la leche y por 1o tanto la expresion del
transportador de taurina se encuentra elevada en el tejidc mamario de rata lactante
como se observa en la Figura 15, con respecto al tejido mamario virgen vy de
24,48,72 horas posdestete. Estos resuitados indican que el tejido mamario lactante
es un importante sitio para el transporte de taurina.

La taurina, es importante por sus funciones biolégicas, es un osmolito intraceiular
que esta involucrada en procesos de sintesis y conjugacién de &cidos biliares en
hepatocitos, en la neuroinhibicién y excitabilidad neural, en el metabolismo del zinc ¥
la modulacién del flujo de calcio, en la antioxidacién, en la detoxificacidn. La
deficiencia de taurina se asocia con ceguera retinal, anormalidades en la funcidén
inmune, anormalidades en la funcién cardidca y anormalidades reproductivas (98).
Cabe notar que el transportador de taurina muestra una mayor expresidén durante la
lactancia con respecto a los transportadores de glutamatofaspartato y amingacidos
catidnicos, lo que sugiere gue es la via principal para el ingreso de B-aminodcidos en
el tejido mamario,

En e! laboratorio de Nutriologia Molecular se secuencid el producto de RT-PCR del
tejido mamario lactante correspondiente al transportador de taurina. Se encontrd que
las secuencias poseen una gran identidad (sentido 90% y antisentido 99%) con el
ADNc del transportador clonado en cerebro {30).

El transportador de taurina en cerebro y explantes de tejido mamario de rata lactante
dependen de Na™y CI', y presentan valores de Km=43pM similares y Vmax de 0.96
nmol/mg de proteina y de 37.5 pmol / kg agua celular / 15 min respectivamente
(90,53}

La Figura 15 muestra que la expresién del transportador de aminoécidos catiénicos en
la lactancia se encuentra aumentada con respecto a la expresién en el tejido mamario
virgen y posdestete, debido a que en la lactancia existe mayor demanda de
aminoacidos catidnicos {10,57) para su incorporacién a las proteinas de la leche, o
bien para la sintesis de aminoacidos dispensables.

Se ha encontrado que a partir de 1a arginina se sintetiza prolina, ornitina, glutamato vy
a partir de la ornitina se sintetiza prolina y glutamato (66}, la prolina es abundante en

la leche {66) y aiin no se ha identificado un transportador especifico para este

65




-

*

iminoacido dispensable, probablemente la arginina sea la fuente mas importante para
su sintesis.

Se ha observado en diferentes especies como la vaca, cabra y cerdo (10,42,66) que
la arginina y lisina son captadas en exceso por la gléndula mamaria lactante. En
humano (67) se encontré que existe una aita incorporacién de lisina a las proteinas de
la leche.

£l producto de RT-PCR correspondiente al transportador de aminoacidos catidnicos
fue secuenciado en el laboratorio de Nutriologia Molecular, se encontrd que el
transportador en tejido mamario lactante comparte 100% de identidad {secuencias
santido y antisentido} con el ADNc del transportador de aminoacidos catiénicos
TACm-1 que pertenece al transportador vy, que transporta L-lisina, L-arginina, L-
ornitina y se distribuye en la mayoria de las células donde tiene doble funcién ya que
actia como receptor del virus ecotrépico murino y como transportador de
aminoacidos cationicos, se induce en respuesta a hormonas como insulina vy
glucocorticoides (6).

Se ha reportado que el transportador de aminodcidos catidnicos en tejido mamario
{43,48) se regula por la prolactina, debide a que las diferencias arteriovenosas de
arginina y lisina disminuyen en presencia de bromocriptina (64).

La Figura 15 muestra que en el pico de la lactancia existe elevacién en la expresion
del transportador de aminoécidos catiénicos TACm-1 comparada con la etapa virgen y
destete. A pesar de que no se determiné la concentracién de prolactina en plasma
sabemos que durante la lactancia la prolactina se ve incrementada y disminuye al
iniciar el destete {78,93), por lo anterior podemos sugerir que el patrén observado en
ta expresién del transportador de aminoacidos catiénicos esta regulade por la
presencia y ausencia de prolactina.

En ta glandula mamaria de rata lactante se ha descrite un transportador similar al y*
caracterizado por su afinidad a la lisina y arginina, independencia de Na™ y su
interaccién entre aminoacidos zwitteridnicos y catiénicos, se localiza en la membrana
basoiateral {43). Con los resultados obtenidos en este estudio podemos sugerir que se
trata del mismo transportador que se ha caracterizado en tejido mamario de rata (43)
y probablemente sea similar al transportador de aminodcidos catiénicos, TACm-1, que

pertenece al transportador vy’ . ya que posee 100% de identidad.



8.CONCLUSIONES

1.El tejido mamario de rata durante las etapas: virgen, lactancia, 24, 48 y 72 horas
posdestste mostraron una induccién especitica de los transportadores de
glutamato/aspartato (GLAST), de aminoacidos catidnicos {TACm-1) y taurina {rB16a),
esto significa que existe mensaje {ARNm} que codifica para éstos transportadores en
las células alveolares mamarias.

2.No se observd expresién para los transportadores de glicina y aminoacidos neutros-
basicos, NAA-Tr y D2, lo que sugiere que no existen estos transportadores en tejido
mamario.

3.En el tejido mamario de 7 y 10 dias posdestete no se expresan ninguno de los
transportadores.

4.Durante la lactancia el tejido mamario tiene mayor expresién de los transportadores
de aminoécidos comparado cc(n ol destete que sigue una tendencia a disminuir
conforme transcurre el tiempo.

§.Los fragmentos secuenciades de los productos de RT-PCR correspondientes a los
transportadores de glutamato/aspartato (GLASTI, de amino&cidos ce;tiénicos (TACm-
1) vy taurina (rB16a), identificados en el tejido marnario tienen gran identidad con las
secuencias de ADNc ds los transportadores originales.

6.Los resultados sugieren que el transportador de giutamato/aspartate (GLAST), no
es |a unica via para el transporte de aminoacidos snidnicos en el tejido mamario, pues
la expresion observada es baja con respacto a los otros transportadores y la demanda
de glutamato por las células alveolares es elevada.

7. E transportador de taurina {rB16a) se expresa méas que los transportadores de
aminodcidos anidnicos y catidnicos en el tejido mamario y especialmente en ia
lactancia.

8. El fragmento secuenciado, correspondiente al transportador de aminodcidos
catiénicos (TACm-1) en tejido mamaric posee 100% de identidad con el descrito

. +
como sistema y .
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Anexo 1
Reactivos para la extraccién de ARN total

1.- Agua-DEPC al 0.1%

Dietil pirocarbonato 3ml

Agua desionizada 3000mL
Agitacién 4 horas , condiciones del autoclave: 15min a 15 ibs/ pulg2

2.- Citrato de sodio 0.75M pH 7.0
Citrato de sodio 22.0bg
Agua-DEPC c.b.p 100.0mL
Antes de aforar se ajusta el pH con HCH 1N

3.- Sarcosil al 10%

Sarcosil 10.0g

Agua-DEPC ¢.b.p 100.0mL
4.- Solucién desnaturalizante

Tiocianato de guanidina 47.35 g.

Citrato de sodio 0.75M pH 7.0 3.33mL

Sarcosil al 10% 5.0 mL

Agua-DEPC ¢.b.p. 100.0mL
5.- Solucién desnaturalizante con f-mercaptoetanol

Solucién desnaturalizante 50.0mL

B-mercaptoetanol 0.350mL

6.- Acetato de sodio 2M pH 4

Acetato de sodio anhidro 16.42g
Acido acético glacial 35.0mL
Agua-DEPC ¢.b.p 100mL

Antes de aforar se ajusta el pH con 4cido acético glacial

7.- Acetato de sodio 3M pHE.0
Acetato de sodio 102.06g
Agua-DEPC c.b.p 250mL
Antes de aforar se ajusta el pH con 4cido acético

8.- Agua saturada con fenol {fenol acuoso)

Fenol 100g

Agua-DEPC 100mL
9.- Tris base 50mM

Tris base 6.059

Agua-DEPC c.b.p 1000mL
10.- Tris-HCl 100mM pH8.0

Tris-HCI 15.76g

Agua-DEPC c.b.p 1000mL

Antes de aforar se ajusta et pH con KOH
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11.- Fenol amortiguado pH 8

8-hidroxiguinolina 0.5g
Fenol 500g
Tris base 50mM 1500mL
Tris-HCl 100mM pH8.0 1750mL

12.- Fenol amortiguado pH 8.0/ cloroformo/ alcohol isoamilico {25: 24:1)
13.- Cloroformo/ alcohol isoamilico 49:1 (vol/vol)
14.- Isopropanc) al 100%

15.- Etanol al 75%

Etanoi absoluto 75mL
Agua-DEPC 25mL
16.-Etanol al 70%
Etanol absoluto 70mL
Agua-DEPC 30mL
Anexo 2

Reactivos para la Ultrapurificacién del ARN con DNAsa.
1.- Etanol al 76%
Etanal abscluto 75mL
Agua-DEPC 25mL
2.- Etanol al 100% etanol absoluto
3.- Acetato de sodio 3M pH 5.3

4,- Sulfato de magnesio 1M

5.- Amortiguador para DNAsa 5X

Acetato de sodio 3M pH 5.3 1.666mL
Sulfato de magnesio 1M 0.25mL
Agua-DEPC 10mL

Antes de aforar ajustar el pH con &cido acético

6.- DNAsa | 2unidades/ulL {Desoxiribonucleasa |} digiere ADN de cadena sencilla y
doble con el fin de que el ARN quede libre de contaminantes como son ei ADN vy
proteinas unidas al ADN. {Gibco BRL)

7 .- Hidréxido de sodio 2N

Hidroxido de sodio aq
Agua-DEPC 50mL
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8.-Fenol saturado pH 8

Fenol 10g
8-hidroxiquinoleina 0.01g
Agua-DEPC 20mL

Ajustar el pH con NaOH 2N en agua-DEPC
9.- Cloroformo:Alcohol isoamilico {24:1}

Ansxo 3
Reactivos para la extraccion de ARN total con trizol

1.-Trizo! LS Reagent Ultrapure. GIBCO BRL.
2.-Cloroformo

3.- Isopropano! al 100%

4.- Etanol al 75% en agua-DEPC

Anexo 4
Reactivos para la cuantificacién en el espectrofotémetro de ARN

1.-EDTAO.4MpPH 8
EDTA 7.449
Agua desionizada c.b.p 50mi.

2.- Amortiguador TE pH 7.5 (Tris-EDTA)
Tris-HC| 10mM pH 7.5

Tris-HCI 1.578g
EDTA 0.4M pH8 2.5mL
Agua desionizada 1000mL

Antes de aforar ajustar el pH con NaOH

Anexo 5
Reactivos para la electroforesis de ARN

1.-EDTAO0.AMpPH B

EDTA 14.88g
Agua-DEPC c¢.b.p 100mL
2.-Amortiguador de corrimiento 10X

Mops 0.4M pH 7.0 87.32g
{3- [N-Morfolino acido propano sulfénico] )

Acetato de sodio 100mM 13.8g9

EDTA 4M pH B.0 2.6mL

gua-DEPC c.b.p 1000ml.

Antas de aforar se ajusta el pH a 7.0
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3.-Amortiguador de corrimiento 1X

‘Amortiguador de corrimiento10X 30mL

Agua desionizada 270mL
4.- EDTA 0.5M pH8.0

EDTA 1.861g

Agua desionizada ¢.b.p 10mL
5.-Amortiguador de carga

EDTA 0.5M pH 8.0 200uL

azul de bromofenol al 0.25% 250mg

cianol xilenc al 0.25% 250mg

glicerol al 50% 100mL

6.- Formaldehido al 36.7%
7.- Formamida

8.-Bromuro de atidio 2mg/mL
Bromuro de etidio 100mg
Agua desionizada c.b.p 50mL

Anexo 6
Reactivos para RT-PCR
{ transcripcidn reversa- reaccién en cadena de (a polimerasa)

Transcripcién reversa

1.- Amortiguador de la transcriptasa reversa 5x
{6X First Strand Buffer de GIBCO BRL)}
Tris-HC! 250mM pH 8.3
Cloruro de potasio 375mM
Cloruro de magnesio 15mM

2.- Mezcla de dNTP (2'- deoxinucleosido 5'- trifosfato) de GIBCO BRL
la mezcla contiene dATP, dCTP, dGTP, dTTP.

3.- Oligo dT

{Oligo {dT){12-18) primer,GIECO BRL)

Se usa como un primer para la sintesis de la primera cadena de ADN complemetario
con la transcriptasa reversa, lo que hace el primer es hibridizar a |a cola poliA del ARN
mensajero, se almacena en agua-DEPC.

4.- DTT 0.1M de GIBCO 8RL
B.- Enzima Transcriptasa reversa
{Reverse Transcriptase, Moloney Murine Leukemia Virus M-MLV, GIBCO BRL)

Es una ADN polimerasa que sintetiza una cadena de ADN compiementaria a partir de
una cadena simple de ARN.
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Amortiguador de almacenamiento de la enzima:
Tris-HCI 20mM , pH 7.5
NazEDTA 0.17mM
DTT 1TmM
NaCl 0.1M
Nonidet-P40 0.01% {v/v)
Glicerol al 50% (v/v)

6.- Inhibidor de Ribonucleasas.
{RNase Inhibitor, cloned GIBCO,BRL)
Es un potente inhibidor no competitivo de ribonucleasas, que se utiliza en la
transcripcién reversa del ARN mensajero y es obtenido de una cepa recombinante de
E.coli, el inhibidor se aimacena en:

HEPES-KOH 20mM pH 7.6

Cloruro de patasio SO0mM

DTT 8BmM

Glicerol al 50% (v/v)

Reaccién en cadena de la polimerasa

1.- Amortiguador de PCR 10X con15mM de Clorurc de magnesio
{10X PCR Buffer GIBCO BRL)

Tris-HCI 200mM , pH 8.4

Cloruro de potasio 500mM

Cloruro de magnesio 50mM

2.- Mezcla de dNTP (2’- deoxinucleosido 5'- trifosfato) de GIBCO 8RL
la mezcla contiene dATP, dCTP, dGTP, dTTP.

3.- Cadena sentido [ 10 pM]
4.- Cadena antisentido [ 10 uM]

5.- Enzima Taq ADN polimerasa

{Taq DNA polymerase , GIBCO}

Esta enzima aislada de Thermus aquaticus YTT, es un polipeptido simple con un peso
molecular de 94 kDa, es una enzima estable al calor, capaz de sintetizar ADN a
temperatura elevada a partir de un templete simple ADNc en presencia de
oligonucleétidos (iniciadores).

Amortiguador de almacenamiento de la enzima:
Tris-HCl 20mM , pH 8.0
EDTA 0.1mM
DTT TmM
Gticerol al 50% {(v/iv)
Estabilizadores
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Anexo 7
Reactivos para electroforesis de ADN

1.-Amortiguador TAE 50X

Tris-base 60.5g
Acido acético glacial 14.27mL
NazEDTA 2H20 9.3g
c.b.p. 1000 mL
2.-Amortiguador TAE 1X
Amortiguador TAE 50X 7mL
Agua desionizada 343mL
3.- Bromuro de etidio 2mg/mL
Bromuro de etidio 100mg
Agua desionizada c.b.p 50mL
4.-Gel de Agarosa al 1.5%
Agarosa 0.825g
Amortiguador TAE 50X 1.1mL
Agua desionizada 55mL
Bromuro de etidio Sul
5.-EDTA 0.5M pH8.0
EDTA 1.881g
Agua desionizada ¢.b.p 10mL

Antes de aforar ajustar et pH con NaOH

6.-Amortiguador de carga

EDTA 0.5M pHB.0 2Q0pL

azul de bromotenol al 0.25% 250mg
cianol xileno al 0.25% 250mg
glicerol al 50% 100mL

Marcador de paso molecular, obtenido de X174 RF DNA/HAE Wl Fragments de

GIBCO BRL. E| ADN de $X174 RF ha sido digerido con la enzima de restriccion HAE
I, el marcador presenta fragmentos de 72 a 1353 pares de bases, que pueden ser

visualizados con bromuro de etidio.
También se utilizé una escalera de DNA de 100 pb en 100 pb hasta llegar a 1600 pb

de BOEHRINGER MANNHEIM.
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