0.13 mg/ml, 1 mg of microsomal protein and not more than 10 minutes of incu-
bation period.
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ESTUDIO COMPARATIVO DE DOS METODOS DE
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LACTOSA
SINTETASA EN LOS MICROSOMAS DE
TEJIDO MAMARIO DEL GANADO BOVINO. EFECTOS
QUE SOBRE ESTA ACTIVIDAD ENZIMATICA EJERCEN
LA CONGELACION Y REFRIGERACION

Por L Burguete Toral*
A. Lopes Pérez
J. Burgos Gonzdlez

INTRODUCCION

La elecceion del método de determinacion de la actividad lactosa sintetasa
(LS) ha sido con frecuencia motivo de controversia. Los métodos espectrofoto-
métricos hasta ahora empleados se basan en la determinacién del UDP formado
mediante una serie de reacciones acopladas. una de las cuales (generalmente la
lactosa deshidrogenasa) oxida el NADH a NAD. lo que permite conocer la canti-
dad de lactosa sintetizada via los cambios de extincion a 340 my. El método
desarrollado por DAVIDSON™ ha sido objeto de modificaciones por otros investiga-
dores (BRODBECK y EBNER'. ANDREWS', FITZGERALD y col.® y ANDREWS! y KIT-
CHEN® entre otros). Estos métodos son sumamente venlajosos por su rapidez y
sencillez, pero ofrecen. por el contrario, inconvenientes tales como la interferen-
cia de otros enzimas o sistemas enzimdticos que oxidan también el NADH.

Los métodos radioquimicos (BRODBECK v EBNER®, KLEE y KLEE? y BREW y
col.?) cuantifican la actividad LS mediante el recuento radiactivo de la lactosa
formada a partir de UDP-galactosa marcada con "C. Estos ensayos de incorpora-
cién. aunqgue resultan engorrosos v requieren el uso de un instrumental mas com-
plejo. son més sensibles.

En el presente trabajo se estudia la eficacia de ambos métodos (espectrofoto-
métrico y radiogquimico) para cuantificar la actividad LS en microsomas obteni-
dos a partir de tejido de glindula mamaria de bévidos. asi como el efecto que
ejercen sobre dicha actividad la refrigeracion de microsomas y la congelacién de
la glandula mamaria.

*  Catedra de Biologia.
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MATERIAL Y METODOS

Reactivos quimicos

El Uridl’n-5-difusfatu-gala('msa (UDP-D-"'C-gal.) (ICN PHARM \CEUTI-
CALS, INC) fue suministrado en una disolucién acuosa de etanol (2/8) (v/v). con
una actividad especifica de 30mCi/mmol. Los restantes productos ”li“Z_“‘I”-" pro-
cedian de Sigma Chem. Co., Merck. BDH, etc.. v eran de calidad reactivo.

Material bio[égim

Se emplearon ubres de vacas en fase de lactacion. procedentes de animales
de 8 aiios de edad y raza Frisona.

Obtencién de lq [fraccién microsémica

‘ La fraccién microsémica fue obtenida siguiendo en lineas generales el proce-
dimiento de Correy y REITHEL". El tejido glandular se corté en tiras finas de
aproximadamente 1 mm de espesor y se hdmugmmizumn en un triturador de
cuchillas en una disolucién que cotiterts sacarosa 0.25M, 2-Mercaptoetanol 10
mM y Tris-clorhidrico 10 mM, pH 7.4 (se emplearon 2.5 ml de esta disolucion
por gramo de tejido). La -hnmogeneizaci(]n se completé en un Potter Elvehjem.
Todas estas operaciones se realizaron en camara fria a 0-4° C.

El homogeneizado se centrifugé durante 10 minutos a 2.500 X g.. desechdn-
dose el sedimento. El sobrenadante se filtré a través de lana de vidrio y se recen-
trifugs a 2.500 Xg (5 minutos). El sobrenadante obtenido se sometié a una
fueva centrifugacion, a 19.200 X g. durante 20 minutos y el sobrenadante de
esta centrifugacion se centrifugé finalmente a 105.000 X g. durante 90 minutos,
obteniéndose asf un sedimento constituido por la fraceién microsémica.

Los I’ﬂi(‘.l‘USUIIlaS se resl]S])elldicr‘)n en sacarosa 0.25 M y se conservaron.
hasta sy empleo, a 4° C,

RESULTADOS
Seleccién del método de ensayo de la actividad lactosa sintetasa

Con objeto de elegir el método de ensayo més idéneo para la medida de la
actividad lactosa sintetasa, se compararon los métodos espectrofotométrico y
radioquimico:
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u) Método r'.\']ir'r'!.r'u.f'ufume;!rr‘t‘n

Se tomaron. en repetidas ocasiones. preparaciones microsémicas obtenidas
segiin se ha deserito en «Material v Métodos» v se midieron, siguiendo el método
de ANDREWS! los cambios en la absorbancia. a 340 nm. debidos a la oxidacion
del NADH a NAD.

La cubeta muestra contenia. en un volumen final de 1 ml, la siguiente mezcla
de reaccion: Tris-clorhidrico (pH 7.4). 50 micromoles: CLMn. 4 micromoles:
PEP. 1 micromol: ATP. 0.1 micromoles: NADH. 0.2 micromoles; PK. tipo I
(EC 2.7.1.40). con nueledsido difosfoquinasa (EC 2.7.4.0) y lactosa deshidroge-
nasa (EC 1.1.1.27). 0.5 mg a-D(+) glucosa. 80 micromoles: a-lactalbimina, 150
micromoles: UDP-D-galactosa. 0.4 micromoles y cantidades variables de prepa-
racion enzimatica (fraceion mierosémica).

Las lecturas se efectuaron a 25° C. La cubeta referencia contenia el medio de

incubacion sin glucosa.

b)  Método radioquimico

Alicuotas de las mismas preparaciones fueron ensayadas por el método radio-
quimico. basado en el de BRODBECH vy EBNERS, con arreglo a las siguientes
etapas:

a) Mezela de reaccion generalmente empleada: Siguiendo la modificacién
de KLEE v KLEE” al procedimiento inicialmente deserito por BREW y col.’, se
depositaron en tubos de ensayo de fondo cénico. sumergidos en hielo, los siguien-
tes componentes: Tris-clorhidrico (pH 7.4). 5 micromoles; CLMn, 4 micromoles:
ATP. 0.5 micromoles: @-lactalbiimina, 20 microgramos: @-D-(+)-glucosa. 2 micro-
moles: UDP-"'C-galactosa. 7X 1072 micromoles y preparacion enzimatica; el
volumen final se ajusté a 0.5 ml. Como blanco se utilizé el mismo sistema sin
glucosa. La radiactividad del UDP-""C-galactosa, 26.500 d.p.m.. fue ajustada
mezclando el sustrato radiactivo con UDP-galactosa no marcada. Estas operacio-
nes se realizaron siempre en cdmara fria (0-4° C).

b) Incubacion: Se agité suavemente el medio, para favorecer la mezela de
sus componentes y se taparon los tubos. Se introdujeron en un bafio de agua ter-
mostatado a 37° C &£ 1° C durante 20 minutos. transcurridos los cuales se detuvo
la reaccion introduciendo los tubos en un baiio de hielo picado y afiadiendo 0.5
ml de agua fria (4° C).

¢) Separacion del producto de la reaccién: Se agité la mezela y se depo-
sitd. cuidadosamente. dejindola resbalar por las paredes, sobre la superficie del
lecho cromatogrifico, protegido por una capa de unos 3 mm de agua bidestilada,
de una microcolumna de Dowex 1 X 8 (200-400 mesh, forma iénica cloruro) de
0.5 em de diametro y 3 em de altura. La introduccién de la muestra se aceleré
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con la avuda de presion. El tubo de ensayo en que tuvo luwar la reaceion se lava
con otros 0.5 ml de agua fria que se introdujeron ignalmente en la columna:
finalmente: ésta se diluvo con | ml de agua. Todo el proceso e realizd en una
camara frigorifica a 4° (.

“Elelnato eromatogrifico. que contenia el producto radiactivo HC-lactosa. de
la reaceion enzimdtica. en un volumen de 2 ml se recogio direetamente en viales
de recuento del espectrometro de centelleo liquidao. -

d) Determinacion de la "C-lactosa: A la muestra radiactiva. v a temperatura
ambiente. se anadieron 15 ml de Fquido de centelleo constituido por una mezela
de POP/POPOP/Triton X-10/tolueno (8 ¢ de POP. 0.2 o de POPOP. | litro de
Triton X-100 v 2 litros de tolueno). se agitdé v se mantuvo unos mintlos en un
bafio a 37 C hasta que fa muestra clarificé por completo.

En la tabla I se muestran los resultados obtenidos en fas determinaciones de

la actividad enzimatica por uno v otro proeedimiento.

TABLA I
Comparacién de la eficacia de los métodos espectrofotométrico v
radioquimico en la determinacion de la actividad lactosa-sintetasa de
microsoma:as mamarios

Proteina Métoda Radiactivi- % transfor- \etividad es-
mg) s o1 dad de Ta ) macion de preifica (mu-
' ’ i g ' lactos=a Une-ti '.-;_f;ll. mol min. mg)
o] " o (depamy) fo b MCelaetosa
0.5 I — — \.D. -
| ; 8.8106 . i 33.27
R 9.022 3101 2.0
A 9.528 35.95
ie] il . F b Al — N.D.
: 14.978 .52
R 15.135 YR 2.03
16.057 060.59
HlAH i D) — — N.D.
17.320 05.30
R 18.415 06919 2%
18.721 70.6:1

(1) E = Método espectrofotométrico.
R = Métndo radioquimico.
N.D. = No detectada,

Los datos prézentadus én esta tabla corresponden a la media de tres determinaciones para cada valor.

Efecto de la congelacin del tejido mamario sobre la actividad lactosa sintetasa

La riqueza de la glandula mamaria en tejido conectivo hace necesario cortar

finamente el tejido glandular antes de proeeder a su trituracién v homogeneiza-
cion. Estas operaciones resultan méas sencillas si se parte de tejido congelado,
aunque pueda acarrear otros inconvenientes: '
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Para observar la pusfble influencia de la congelacion sobre la actividad lac-
tosa sintetasa del tejido mamario se dividié el tejido mamario en dos porciones.
A partir de una de ellas: en la que se efectuaron cuatro experimentos, se prepa-
raron microsomas en fresco; la otra se congel6 y almacené 24 horas a —20° C,
preparandose igualmente la fraceion microsémica.

En la tabla I1 se recogen los resultados obtenidos por el método radioquimico
en los ensayos de la actividad lactosa sintetasa de la fraccion microsémica, pre-
parada por uno y otro procedimiento.

TABLA 11
Influencia de la congelacién previa del tejido mamario sobre la actividad de
dicho tejido. Proteina microsémica: 0.5 mg, en todos los casos.
Método de determinacién: Radioquimico

Experimento Tejido Radiactividad % transformacion Actividad
(J]) media de la de UDP*C-gal. en especifica
lactosa (d.p.m.) *C-lactosa (mptmol/min. mg).
A F 11.312 42,69 2,99
C 10.391 39.21 2,74
B F 10.917 41,20 2.88
C 10.523 39.71 247
C F 11.049 41.69 2,92
C 10.523 39.71 2,78
D F 11.706 44,17 3,10
C 10,917 41.20 2,88

(1) F= Fresco.
(. = Congelado.
Los datos presentados en esta tabla corresponden a la media de tres determinaciones para cada valor.

Influencia sobre la actividad lactosa sintetasa de la conservacién en refrigeracion
de la fraccion que contiene los microsomas

PALMITER!" sefiala una vida media de la actividad catalitica lactosa sintetasa
de la fraceion microsémica de 13 horas. conservando el homogeneizado del
tejido mamario a 4° C. Sin embargo, BROBECK y EBNER® afirman que las prepara-
ciones microsémicas mantienen su actividad enzimatica durante 14 dias en diso-
luciones de sacarosa de concentracién moderada.

Con el fin de disponer de un modo regular de material abundante y uniforme,
se estudio la estabilidad del enzima en las preparaciones microsémicas suspendi-
das en sacarosa 0.25 M, como recomiendan BRODBECK y EBNER®, Para ello se
suspendié en la disolucion eitada un sedimento microsémico hasta’ alcanzar una
concentracién de 50 pg de proteina microsémica/ul de disolucion y se mantuvo a
4° C durante un mes, procediéndose al anilisis de su actividad enzimdtica.
siguiendo el método radioquimico, al comienzo y a los 10, 20 y 30 dias de alma-
cenamiento. Los resultados obtenidos quedan recogidos en la tabla I11.
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TABLA III
Cambios en la actividad enzimaitica de los microsomas conservados a 4° C en
sacarosa 0.25 M. Método de determinacién: radioquimico. Proteina
microséomica: 1 mg.

Radiactividad % transformacion \etividad
Dia media de la de UDP-"'CO-gal. en especifica (mamol min. mg)
lactosa (d.p.m.) M- lactosa
0 16.310 61.55 215
10 11.049 41.69 1.406
20 10.786 40.70 1.42
30 5.524 20.84 0.73

Los datos presentados en esta tabla corresponden a la media de tres determinaciones para cada valor.

DISCUSION

Desgraciadamente, los estudios relativos a la actividad lactosa sintetasa de
microsomas suelen efectuarse a tiempo fijo v pocas veces se ha intentado cues-
tionar la validez de las determinaciones asi efectuadas.

Nuestros ensayos, también realizados a tiempo fijo. con diversas preparacio-
nes microsémicas dieron resultados similares: el método espectrofotométrico.
aparentemente ventajoso por su sencillez, dio resultados negativos. tanto utili-
zando la citada mezela de reaccion de ANDREWS! como la de BRODBECK
EBNER?,

COFFEY y RREITHEL® observaron una disminucion de los cambios en la extin-
cién a 340 mm por unidad de tiempo. disminucion que estimaron tanto mds acu-
“""‘da cuanto mds se prolongue el tiempo de incubacién, aunque no dieron explica-
cion a dicho fenémeno.

Se carece de datos con respecto al posible efecto inhibidor de la lactosa sin-
tetasa ejercido por la lactosa v el UDP. No obstante, cabria pensar que fuese
debido a la escasa estabilidad del enzima o incluso a la reduccion del NAD for-

mado via otras reacciones de 6xido-reduccion acopladas al eitado piridin nueledtdo,

El método radioquimico ensayado por nosotros resultd, por el contrario. alta-
mente satisfactorio,

Los resultados obtenidos indican que, aunque la actividad enzimdtica es
menor en el tejido congelado que en el fresco., las diferencias son escasas. Con-
firman, por tanto, los estudios realizados por COFFEY y REITHEL®. Por otra parte.
S€ pone de m

anifiesto que nuestras preparzu'itmvs microsomicas mantienen el
66 9% de la

l actividad inicial después de 20 dias de almacenamiento, muy similar
vl . » nfa 1 i . | .
ala que se obtiene a los 10 dfas. superando las obtenidas en las condiciones eita-
das Por otros autores,
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RESUMEN

Se ha realizado un estudio comparativo de los métodos espectrofotométrico y
radioquimico en la determinacién de la actividad lactosa sintetasa, asi como un
estudio de los efectos que sobre ella ejercen la congelacién del tejido mamario y
la refrigeracién de la fraceién microsémica. Los resultados obtenidos ponen de
manifiesto la elevada eficacia del método radioquimico, asi como de la congela-
cién y refrigeracién para la conservacién del tejido glandular y fraccién microsé-
mica mamaria bovina, manteniéndose un 66 % de la actividad lactosa sintetasa a
los 20 dias de almacenamiento a refrigeracion.

COMPARATIVE STUDY OF TWO PROCEDURES FOR
DETERMINATION OF LACTOSE SYNTHETASE ACTIVITY
IN MICROSOMES OF BOVINE MAMMARY GLAND.
EFFECTS OF REFRIGERATION AND FREEZING ON
THIS ENZIMATIC ACTIVITY

SUMMARY

It has been realized a comparative study between two methods for determina-
tion of Lactose Synthetase activity (spectrofotometric and radiochemical) and the
effects of refrigeration and freezing on this activity. The results show a better
efficacy of the radiochemical assay, as well as that refrigeration and freezing pre-
serve the lactose synthetase activity (66 %) in microsomal fraction and mammary
gland tissue, during 20 days.

BIBLIOGRAFIA

1) ANDREWS, P. (1970).—Purification of lactose synthetase. A protein from human milk and
demonstration of its interaction with a@-Lactalbumin. FEBS Illaetlers. 9 (5): 297-300.

2) Anprews, P Kitchen, B. H., y Winzor, D. J. (1973).—Use of Afﬁniiy'Chromawgr?hy for
the Quantitative Study of Acceptor-Ligand Interactions: The Lactose Synthetase Systetl:
Biochem., J.. 135: 897-900.

3) BreEw, K. Vanaman, T. C., y Hiui, R, L. (1968).—The role of a-lactalbumin and [.he A pro-
tein in lactose synthetase; a unique mechanism for the control of a biological reaction. Proc.
National Acad. Sei., 59: 491-497, .

4) BRODBECK. Y., y EBNER. K. E. (1966).— Resolution of a Soluble Lactose Synthetase into two
Protein Components and Solubilization of Microsomal Lactose. Synthetase. J. Biol. Chem.,
241 (3): 762-764.

5) BropBeCK, V.. y EBNER, K. E. (1966).—The Subcellular Distribution of the A and B [;1'0'
teins of Lactose Synthetase in Bovine and Rat Mammary Tissue. J. Biol. Chem., 241 (23):
5526-5532. ] .

6) Correy, R. G., y REmnEL, F. J. (1968).—The Lactose Synthetase Particles of Lactating
Bovine Mammary Gland. Preparation of Particles with intact Lactose Synthetase. Biochem.
J.. 109 (169): 169-176.

— 341 —



9)
10)

Davipsoy, E. A. (1959).—Specifity of pyruvate kinase. Biochim. Biophys. Acta. 33: 238.
FITZGERALD, D. K.; BRoDBECK, V.: Kivosawa, L: MawaL. R.: Corvin. B.. v EsNer. K. E.
{21190780).—Lael.alhumin and the Lactose Synthetase Reaction. J. Biol. Chem.. 245 (8): 2103-
KLEE, W. A, y KLEE, C. B. (1972).—The interaction of a-lactalbumin and the A protein of
lactose synthetase. J. Biol. Chem., 247 (8): 2336-2344.

PAaLMiTeR, R. D. (]969).—Properlies of Lactose Synthetase from Mouse Mammary Gland:
role of a proposed third component. Biochim. Biophys. Acta, 178: 35-16. ’

— 342 —

CATEDRA DE TECNOLOGIA Y BIOQUIMICA DE LOS ALIMENTOS
(Prof. Dr. JUSTINO BURGOS GONZALEZ)

a -DiCARBONlLO REDUCTASA_.D'E HIGADO DE PALOMA:
1) CINETICA DE LA REDUCCIGN BEL PIRUVATO __-DE ETILO _
CON NADPH COMO COENZIMA

Por J. Gonzdlez Prieto
A. Bernardo
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L Vidal

INTRODUCCION

BERNARDO y sus colaboradores® han aislado recientemente, a partir de higado
de paloma. una @ -dicarbonilo reductasa [L (+) - @-hidroxicarbonilo: NAD (P)
6xido reductasa), similar a la deserita inicialmente por PROVECHO et al.'? en
higado de bévido. Este enzima habia venido siendo considerado una diacetilo
reductasa especifica’, ®, pero los estudios de especificidad efectuados por los
autores mencionados pusieron de manifiesto que. ademds del diacetilo, reduce
todo tipo de a-dicarbonilos de mas de tres 4tomos de C, entre ellos el piruvato
de etilo, a los correspondientes L (+)-a -hidroxicarbonilos utilizando como
donador de hidropeno NADH o NADPH.

El presente articulo da cuenta de las experiencias realizadas para determinar
el mecanismo de reaccién y las constantes de afinidad del enzima en la reduccién

del piruvato de etilo con NADPH.

MATERIAL Y METODOS

El NADPH fue obtenido de Boehringer, el piruvato de etilo de Sigma, el
lactato de etilo de Merck y la pentano-3-ona de Spectrix. La acetona (Panreac)
fue purificada siguiendo el método deserito por VOGEL (1964). '

Las preparaciones enzimiticas se obtuvieron segin el método descrito por
BERNARDO y col 2.

Las determinaciones de actividad se efectuaron espectrofométricamente a
partir del descenso en absorbancia a 340 nm producido por la oxidacion del
coenzima en un medio termostatado a 25°C y tamponado a pH 6.1 con fosfato

An. Fac. Vet. Leon., 1983, 29, 343-353.
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