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ABSTRACT. Experiments dealing with the isolation and purification of
plasma membranes from C3HA mouse liver are reported . These were
performed using analytical (in the density range of 1,14-1,20 g/cm3)
or preparative sucrose gradients, employing different techniques for
their development. The results are discussed in comparison with the
data from other authors, analysing the effects produced by the homo-
geneization and gradients techniques employed.

RESUMEN. Se presentan los resultados obtenidos en experimentos
de aislamiento y purification de membranas plasmaticas de higado de
raton C3HA utilizando gradientes de sacarosa, analiticos en el rango
de densidad 1,14-1,20 g/cm3 o preparativos empleando diferentes tdc-
nicas de preparaci6n. Se discuten los resultados en comparacion con
los datos aparecidos en otros trabajos y se analizan los efectos pro-
ducidos por las tdcnicas de homogeneizaci6n y gradientes empleadas .

INTRODUCCION

La membrana que rodea las celulas vivientes es un organelo de primeri-
sima importancia en cuanto a las interacciones de la celula y su ambien-
ce externo .

Algunas de esas alteraciones mantienen el medio intracelular en condi-
ciones fisiologicas permitiendo la entrada de las sustancias necesarias
y dejando salir los productos de desecho .

Las membranas se caracterizan por su enorme heterogeneidad no tan
solo entre los diversos tipos celulares sino aun dentro de un mismo tipo
celular y en una misma celula, dependiendo de su estado fisiologico
y atin de su estadio dentro del ciclo celular (Shoham y Sachs, 1974) .

Como parte de los trabajos de nuestro laboratorio en el aislamiento,
purification y estudio comparativo de las membranas plasmaticas proce-
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dentes de tejidos normales y tumorales, analizamos el comportamiento
de las membranas plasmaticas de higado de raton C3HA, animal porta-
dor del tumor trasplantable Hepatoma 22 .

MATERIALES Y METODOS

Animales . Se emplearon ratones de la cepa C3HA mantenidos en con-
diciones de vivario, dichos ratones Bran portadores de tumor subcu-
taneo solido. El higado normal de los animales tumorados fue utili-
zado como material de partida para el aislamiento y purification de
membranas plasmaticas . Este higado puede ser considerado "normal"
de acuerdo con algunos parametros bioquimicos y biologicos de
la evolution tumoral en estos animales (Quintero y Rengifo, 1975;
Rodriguez y cols ., 1973 ; Castillo y Beausoleil, 1976 ; Lage y cols., 1977b) .

Los animales eran sacrificados entre los 8 y 12 dias despues del tras-
plante tumoral. El trasplante se realizaba en animales con un peso
promedio de 20 g .

Preparacion del material. Homogeneizacion . El tejido hepatico era divi-
dido en fragmentos pequehos con tijeras finas y sometido a homoge-
neizaci6n siguiendo la metodologia descrita en publicaciones anteriores
(Lage y cols ., 1977a; Diaz y cols ., 1979) .

Todas las soluciones de homogeneizacion eran mantenidas a tempera-
turas entre 4 y 10°C durante el proceso y la homogeneizacion se reali-
zaba en bano de hielo .

Soluciones de homogeneizacion. Se utilizaron como soluciones de ho-
mogeneizacion las descritas en un trabajo precedente (Diaz y cols ., 1979)
tanto para la realization de los gradientes continuos de sacarosa, como
para los gradientes realizados segun el metodo de Touster y cols ., (1970),
y el de Price y Baldwin, (1974) .

Preparacion del material de partida . Fraction subcelular nuclear . La
fracci6n subcelular nuclear (N) fue preparada tal como ha sido des-
crito (Lage y cols., 1977a, b).

Gradientes de sacarosa . Para la preparation y analisis de las membra-
nas procedentes del higado de raton C3HA se utilizaron gradientes ana-
liticos continuos de sacarosa, gradientes discontinues (preparativos)
segun el metodo de Touster y cols ., (1970) y gradientes discontinuos
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segtin el metodo de Price y Baldwin, (1974). En la preparation y compo-
sici6n de estos gradientes, ]as centrifugaciones en gradiente de densi-
dad, extraction de las fracciones y mediciones bioquimicas se utilizaron
los metodos y condiciones que han sido descritas con anterioridad (Diaz
y cols ., 1979) .

Andlisis de los datos . Los datos de los resultados obtenidos fueron ana-
lizados siguiendo la metodologia descrita (Lage y cols ., 1978) para la
centrifugaci6n en gradiente de densidad .
Todos los calculos fueron realizados mediante la utilizaci6n de on pro-
grama de computadora en idioma Leal-F en la maquina CID-201B (Diaz
y Lage, 1976) . Esos calculos eran la base para la realizaci6n de Ins histo-
gramas utilizados en el analisis de los resultados .

RESULTADOS

La Fig. I muestra la distribution de densidad de la 5'Nucleotidasa,
NADPH Citocromo C reductasa, DNA y proteinas totales en un experi-
mento de gradiente continuo analitico . El 60% de la actividad de 5'Nu-
cleotidasa y el 71'yc, de la de NADPH Citocromo C reductasa no entraron
en el gradiente . Las fracciones de ambas enzimas que entrap en el gra-
diente muestran distribuciones de densidad claramente diferentes .
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Fig . 1. Gradiente Co inuo de flotation en higado de ration C3HA .
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La 5'Nucleotidasa se concentra en la fraccion normal (estandar)
1, 16-1, 17 g/cm 3 purificada 10,2 veces con relation a la fraccion nuclear
de partida. En el experimento que se muestra la fraccion resulto con-
taminada con un 5,6% de la actividad de NADPH Citocromo C reductasa .

La Fig. 2 muestra otro experimento similar en el que la cantidad de
5'Nucleotidasa que no entro en el gradiente se limita al 40%x . En este
experimento aunque se trataba de un gradiente continuo de sacarosa
siguiendo la metodologia referida, se ensayo una variante y se incluye-
ron en las solutions de sacarosa con las que se hate el gradiente y en
el medio de homogeneizacion las concentraciones salinas del metodo
de Price y Baldwin (1974), es decir, NaCO:H 1 mM, CaCI2 2 mM y
MgC12 2 mM. El pico de purification se obtiene de nuevo en la fraccion
normal correspondiente al intervalo 1,16-1,17 g/cm 3 .
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Fig. 2. Gradiente Continuo de flotaci6n en higado de raton C3HA.

La Fig. 3 muestra comparativamente los experimentos en que se ensa-
yaron los metodos preparativos de gradiente discontinuo segun las me-
todologias utilizadas. En ambos se obtiene un pico similar de purifica-
cion de 5'Nucleotidasa en la densidad de 1,16 g/cm 3 . Sin embargo, la
recuperation total es mucho mejor siguiendo el metodo de Price y
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Baldwin (1974) . Aunque ambos experimentos no fueron realizados en
forma simultanea, dado que los parametros de centrifugation en gra-
diente fueron similares, los datos comparatives de los mismos se han
recogido en la Tabla I .
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Fig . 3 . Gradiente Discontinuo en higado de ratbn C3HA. (Comparacion de Me-
todos) .

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La extrapolation de on procedimiento disenado para un sistema biolo-
gico a otro sistema no siempre es valida y el procedimiento debe ser
reevaluado completamente. Este principio es especialmnte valedero en
lo referente a los metodos de purification de membranas plasmaticas,
la mayoria de los cuales han sido elaborados para membranas de higado
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de rata e inclusive mas especificamente para la cara biliar de la mem-
brana plasmatica del hepatocito (Neville, 1960) .

Los diferentes tipos de c6lulas tienen en general composiciones y pro-
piedades diferentes de sus membranes y una polaridad ceiular distinta .
No obstante, en este caso, tratandose de igual tejido y en especies rela-
cionadas intentamos la extrapolation de los metodos utilizados en otros
trabajos (Diaz y cols ., 1979) para la purification de las membranas plas-
maticas del higado de raton C3HA .

TABLA I

Comparacidn de metodos en higado de ratdn C3HA

AER, Actividad Especifica Relativa (ver texto) . Todos los dates en que no se
hate otra especificaci6n estan referidos a la distrbuci6n de la actividad de 5'Nu-

cleotidasa,

Dato Touster y Cols . Price y Baldwin

Posiei6n del Pico de actividad
de 5'Nucleotidasa . 1,16 g/cmj 1,16 g/cm3
Purificaci6n .

Enzima/ % Proteina . 27,60 2,60

AER de la fracci6n pico con
respecto a la muestra initial . 0,69 2,57

de la actividad recuperada
que se obtiene en la fracci6n pico . 24,30 23,70

de la actividad de la muestra
initial que se obtiene en la
fracci6n pico. < 2,00 23,70

Recuperaci6n total.
de 5'Nucleotidasa . <10,00 103,90

Recuperaci6n total .
de DNA . <5,00 90,90

Recuperaci6n total .
de RNA . <10,00 120,70

Recuperation total .
de Proteina . 78,20 103,20
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Esta extrapolation cobra mas validez al establecerse que la actividad
de 5'Nucleotidasa en este tejido se asocia a los fragmentos de mem-
brana que se distribuyen en los experimentos de fraccionamiento ce-
lular de manera similar a como lo hacen los fragmentos de membranas
de higado de rata (Diaz y coils., 1977) .

Los resultados de los experimentos de centrifugation de equilibrio
isopicnico en gradiente anahtico continuo de sacarosa como el que se
muestra en la Fig . 1, indican que el comportamiento de Ins fragmentos
de membrana plasmAtica en higado de raton C3HA es similar al obte-
nido en higado de rata. La actividad de 5'Nucleotidasa muestra un pico
de purificacion en la densidad 1,16-1,17 g/cm 3 to que coincide con los
valores previamente reportados para otras cepas de raton por otros
laboratories (Emmelot y Benedetti, 1967) .

En esta fraccion la actividad de 5'Nucleotidasa se concentro diez veces
con relation a la fraccion nuclear inicial y presento muy poca conta-
minacion de NADPH Citocromo C reductasa y ninguna de DNA .

Sin embargo, tambien la cantidad de 5'Nucleotidasa que entra en
el gradiente es poca y el 60% de la actividad recuperada permanece en
las capas densas del fondo del gradiente, fenomeno que ha sido ante-
riormente interpretado como artefacto de agregacion al material nu-
clear (Diaz y cols., 1979) .

En el experimento presentado en la Fig. 2 se procedio en forma simi-
lar al anterior, con la unica diferencia de que se introdujeron en las
soluciones de sacarosa con las que se hace el gradiente y en el medio
de homogeneizacion, las concentraciones salinas propuestas por Price
y Baldwin (1974) tal como se describio en el trabajo precedente citado
y ajustando el pH a 7,6 en lugar de 7,4 .

Notese que la fraccion de la actividad de 5'Nucleotidasa que permanece
en el fondo del gradiente disminuye a un 40% en tanto que el pico de
purificacion no modifica su position .

En la Fig. 3 y la Tabla I se presentaron los resultados del ensayo com-
parativo de los dos metodos preparativos sometidos a evaluation . En
estos experimentos la recuperation total (actividad de la suma de las
fracciones entre actividad de la muestra inicial) es deficiente en el
metodo de Touster y cols ., (1970) por lo que el valor 27,6 de purificacion
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no debe tomarse como on indice absoluto de la pureza de la prepa-
racion .
Si se calcula la Actividad Especifica Relativa (AER) de esa fraccion,
definida como el cociente entre la actividad especifica en la fraction y
la actividad especifica en la muestra inicial, el resultado es 0,69 lo
cual indica que no se obtuvo una concentration de la actividad enzima-
tica en esa fraccion .
Per el contrario aplicando este analisis al gradiente realizado segun el
m6todo de Price y Baldwin (1974) se obtiene on pico de purification
con una AER de 2,6 y una recuperation total de 103,9% ; la fraccion de
membranas contiene el 24% de la actividad total de 5'Nucleotidasa de
la muestra y la contamination con RNA es practicamente nula .
Estas diferencias como han sido anteriormente discutidas (Diaz y cols .,
1979) pueden ser atribuidas a la presencia de iones divalentes en la
tecnica de gradiente segun Price y Baldwin (1974) . Los resultados dife-
rentes obtenidos utilizando la misma metodologia de gradientes conti-
nuos de sacarosa, per el simple hecho de variar el contenido ionico
de las soluciones de sacarosa utilizadas en el gradiente y las homoge-
neizaciones, refuerza segun nuestro modo de ver aun Ends este criterio .
En general el comportamiento de los fragmentos de membrana plas-
matica de higado de ration C3HA es bastante similar al de higado de
rata, como era de esperar tomando en cuenta los resultados previos
obtenidos en los experimentos de fraccionamiento celular (Diaz y cols.,
1977) .

En una primera aproximacion parece posible intentar la extrapolation
de los resultados obtenidos con higado de rata a los higados normales
de ratones, pero siempre estableciendo las comparaciones correspon-
dientes segun los datos obtenidos en los resultados para verificar la
validez de esta extrapolation .
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