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ABSTRACT . The distribution of several "marker" enzymes from
subcellular particles of FL cells was studied by differential centrifuga-
tion . The following fractions were obtained : nuclear, heavy and light
mitochondrial, microsomal and the final supernatant, which were used
for chemical and enzymatic essays . The distribution patterns for each
of the markers used are presented . DNA, Cytochrome : c : oxidase and
acid hydrolases showed the most activity respectively in the nuclear,
heavy and light mitochondrial fractions. Acid phosphatase showed a
higher microsomal activity than the rest of the acid hydrolases . NADH :
Cytochromc c : reductase in the heavy and light mitochondrial and
microsomal fractions . Catalase v,as mostly concentrated in the light
mitochondrial and microsomal fractions . Alkaline phosphodiesterase,
5' nucleotidase and NADPH : Cytochromc c: reductase in the micro-
somal fraction .

RESUMEN . Se estudió la distribución de enzimas marcadoras de par-
tículas subcelulares de cÑlulas FL por centrifugación diferencial . Se ob-
tuvieron las siguientes fracciones : nuclear, mitocondrial ligera y pesada,
microsomal v soluble, a las cuales se les hicieron las determinaciones
químicas y enziméticas correspondientes . Se presentan patrones de
distribución para cada uno de los marcadores utilizados . El ADN, la
Cilocromo : c : oxidasa y las hidrolasas écidas en la fracción nuclear,
mitocondrial pesada y mitocondrial ligera respectivamente . La fos-
fatasa écida mostró una actividad microsomal' mayor que el resto de
las hidrolasas écidas. La NADH : Citocromo: e : reductasa en las frac-
ciones mitocondriales y microsomal . La Catalasa se concentró predo-
minantemente en las fracciones mitocondrial ligera y microsomal . La
Fosfodiesterasa alcalina, la 5' nucleotidasa y la N .ADPH : Citocromo : e :
reductasa en la fracción microsomal .
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INTRODUCCION

El fraccionamiento por centrifugación diferencial se ha realizado en
hígado de rata (Appelman y cols., 1955; de Duve y cols., 1955), en riñón
de rata (Shibko y Tappel, 1965), en bazo de rata (Bowers y de Duve, 1967)
y en otros tejidos . En distintas cÑlulas de cultivo (Gordis y Nitowsky,
1965 ; Flanagan, 1966; López Saura, 1973) .
Al ser un mÑtodo analítico nos posibilita estudiar simulténeamente varios
organelos y obtener la información necesaria para seleccionar las con-
diciones més precisas de separación .

Como primera etapa de una serie de trabajos cuyo objetivo en la purifi-
cación de los lisosomas de cÑlulas FL de amnios humano, (Fogh y Lund,
1957) estas fueron estudiadas por la metodología del fraccionamiento
celular, con el propósito de caracterizar dichas partículas subcelulares .
En estas cÑlulas (Cardellé y cols., 1971), se encontró que el esquema de
distribución mostraba algunas diferencias con respecto al de hígado de
rata (de Duve y cols ., 1955) . En el presente trabajo se han incluido otros
marcadores, lo que nos permitiré deducir conclusiones més precisas
sobre la distribución de las partículas subcelulares en el esquema de
fraccionamiento estudiado y la composición de cada una de estas frac-
ciones .

MATERIALES Y METODOS

Homogeneización .

La suspensión, de cÑlulas enteras, fue colocada en un homogeneizador
de vidrio (Dounce y cols ., 1955) y se procedió a la ruptura de las mismas .
Este proceso se combinó con la obtención de la fracción nuclear, (ver
més adelante) adapténdose el procedimiento descrito por de Duve (de
Duve y cols ., 1955) al uso de] Dounce, dando seis, dos y un golpe con el
pistón B, en la homogeneización inicial y en cada uno de los dos lavados
respectivamente .
El control se efectuó bajo el microscopio de contraste de fase tratando
de romper la mayor cantidad de cÑlulas y la menor cantidad de nácleos
y partículas citoplasméticas, (aproximadamente el 90<4 de las cÑlulas
rotas) .
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Determinaciones Químicas y Enziméticas .

El écido desoxirribonuclÑico (ADN) se determinó fluorimÑtricamente si-
guiendo a Kissane y Robins, (1958) .
La Citocromo c :oxidasa (1 .9 .3 .1) se midió usando la tÑcnica descrita por
Cooperstein Y Lazarow (1951), modificada por Appelmans y cols ., (1955)
y Bowers y cols ., (1967), pero pre-incubando 0.1 m1 de enzima con 0 .1 ml
de digitonina al 2' ;; antes de añadir la mezcla sustrato .
La NADH :Citocromo c :reductasa (1,6 .2 .1) y la NADPH :Citocromo c :re-
ductasa (1 .6 .2 .3) se determinaron siguiendo las tÑcnicas descritas por
de Duve y cols., (1955) .

La catalasa (1 .11 .1 .6) se midió utilizando el mÑtodo de Chantrence,
(1955), modificado por Baudhuin y cols ., (1964), aunque reduciendo el
volumen de incubación a 2 .2 ml .

Las tÑcnicas de Fosfatasa écida, N-aeetil-/3-glucosaminidasa, /3-galactosi-
dasa, Catepsina D, Fosfodiesterasa alcalina, 5'nucleotidasa, proteínas y
fósforo utilizadas estén descritas en un trabajo anterior (Cardellé y cols.,
1977) .

Las unidades enziméticas se refieren a micromoles de sustrato transfor-
mado o de producto formado, por minuto, en las condiciones de incuba-
ción de cada enzima. Esto es vélido para todas las enzimas estudiadas
excepto Citocromo c :oxidasa, Catalasa y Catepsina D, cuyas unidades
estén definidas, en cada caso, en las tÑcnicas correspondientes .

Fraccionamiento por Centrifugación Diferencial .

Se siguió fundamentalmente el esquema descrito por de Duve y cols .,
(1955) para hígado de rata (Tabla I) . Todo el procedimiento se llevó a
cabo entre O'C y 4'C . Para todos los lavados y resuspensiones se utilizó
una solución de sacarosa 0.25 M, imidazol 3mM pH 7.4 a 4'C . Todas las
fracciones se lavaron dos veces excepto la fracción microsomal que
fue lavada una sola vez . En cada una de las fracciones se mezcla-
ron el sobrenadante de la primera centrifugación y los sobrenadantes
de los lavados .
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El homogeneizado se centrifugó a 5 300 g-min* en el rotor de éngulo
libre de una centrífuga MSE Super Minor . El sedimento, que consistió
fundamentalmente en nácleos y cÑlulas enteras, se resuspendió xr rehomo-
gencizó -descrito en homogeneización-, centrifugéndolo a las mismas
condiciones anteriores . Este procedimiento se repitió una vez més . El
sedimento final constituyó la fracción nuclear (N) y la mezcla de los tres
sobrenadantes, el extracto citoplasmético (E) .

El extracto citoplasmético se centrifugó en el rotor No . 64181 de una
centrífuga MSE High Speed 18, obteniÑndose las fracciones mitocondrial
pesada (M) y ligera (L) a 29 500 g - mío y 222 000 g - min, respectivamente .
La fracción microsomal (P) se obtuvo a 3 .0 X 10" g - min en el rotor
8 X 11 de una centrífuga Janeski modelo VAC 601 . Se adoptó el mÑtodo
de célculo descrito por de Duve y cols ., (1955) .

MATERIALES Y METODOS

Se utilizó peróxido de hidrógeno (Analar) de la British Drug House Che-
mical Ltd . ; digitonina y p- nil rofenil-lt-D-galactopiranósido de la Koch
Light Lab . Ltd . ; nicotinamida-adenina-dinucleótido reducido (NADH), ni-
co tinamida-adenina-dinucleótido- fosfato reducido (NADPH) y citocromo
o (tipo III) de la Sigma Chem . Comp. El resto de los materiales estén
descritos en un trabajo anterior (Cardellé y cols ., 1977), al igual que el
cultivo de las cÑlulas y su obtención .

RESULTADOS

Como puede observarse en la Tabla II y en la Fig . 1 se obtuvieron varios
patrones de distribución .

ADN: su localización predominante fue en la fracción nuclear, siendo
esto expresión de la calidad obtenida durante el proceso de humogenci-
zación .

Citocromo c:oxidasa : esta enzima mostró una distribución principal-
mente situada entre las fracciones M N L, estando su componente mayor

Preferimos expresar las centrifugaciones en g- min y no en "x" g durante "y"
min, ya que de esa forma expresamos el campo centrífugo en forma integral
incluyendo los tiempos de aceleración v dcsaceleración del rotor (de Drene y
cols ., 1955) .
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en la fracción mitocondrial pesada . Aunque tenemos una recuperación
mala su distribución se corresponde con la reportada en otros tejidos .

TABLA 1

Condiciones para el fraccionamiento por centrifugación diferencial

éngulo fijo

1 = tiempo

111

velocidad angular

Ray : es la distancia desde el punto de la
centrífuga al punto medio de la co-
lumna de líquido durante la centri-
fugación .

g: (gravedades) = 981 cm seg-2

écidas : todas se concentran fundamentalmente en las frac-
ciones M v L . La Fosfatasa écida tambiÑn presenta un hombro en la
fracción microsomal (P) .

Fracción sm en S Centrífuga
W

(rad 2 seg-y
Gav

(g . min)

N 310000 MSE (de mesa) 2.83 x 10-, 5 300
Rotor : éngulo libre

M 17 300 MSE High Speed 18 2.02 x 10s 29 500
Rotor : 8 x 50 dc
éngulo fijo

2300 MSE High Speed 18 1 .52 x 10" 222 000
Rotor : 8 x 50 dc
éngulo fijo

p 190 JANETZKI VAC 601 3.30 x 10 1 1 , 3 000 000
Rotor : 8 x II de
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Fig . 1. Fraccionamiento por Centrifugación Diferencial . En ordenadas: la actividad
específica relativa promedio (por ciento de la cantidad total del constituyente
dividido por el porciento del total de proteínas) . En abscisas : las cinco fracciones,
nuclear (N), mitocondrial pesada (M), mitocondrial ligera (L), microsomal (P)
y sobrenadante final (S) en el orden en que se obtuvieron y segán su contenido
en proteínas . Los námeros entre parÑntesis indican el námero de determinaciones .

NADPH:Citocronzo c :reductasa : presentó un pico en la fracción P, lo que
se corresponde con lo reportado en otros tejidos (Phillips y Langdon,
1962; López Saura, 1973) . La Fosfodiesterasa alcalina y la 5'nucleotidasa,
aunque presentan tambiÑn una distribución microsomal, se diferencian
de Ñsta en que mostraron un componente mayor en las fracciones M y L .
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La NADH:Citocromo c :reductasa se localizó principalmente entre las frac-
ciones M, L y P . En cuanto a la Catalasa el tener una distribución entre
las fracciones L v P la hace diferente al resto de los marcadores .

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En el caso de la ADN se obtuvo el patrón de distribución esperado . El
porciento encontrado en la fracción M es interpretado como un cierto
grado de contaminación nuclear y cl de la fracción S como nácleos rotos
durante la homogeneización .

El que la Citocromo c:oxidasa presentara una baja actividad pudiera
deberse a que como las cÑlulas FL son de cultivo, las mismas tienen un
metabolismo précticamente anaerobio- La baja recuperación obtenida
podría explicarse de dos formas : una sería que la enzima durante el frac-
cionamiento sufra inactivación y la otra tambiÑn posible, sería la de una
mala activación de la misma en las fracciones por el detergente usado .
A pesar de esto como la distribución obtenida se corresponde con la
reportada en otros tejidos, existiendo més de un 705 en las fracciones
M y L y concentréndose més en M, puede servirnos como marcadora de
las mitocondrias .

El presentar las hidrolasas écidas un componente importante en la frac-
ción M sugiere que los lisosomas de estas cÑlulas sedimentan a campos
gravitacionales menores . En cuanto a la Fosfatasa écida el presentar on
hombro en la fracción microsomal sugiere una posible doble localización
intracelular, hecho que no ocurre en hígado de rata (de Duve y cols., 1955 ;
Sellinger y cols ., 1960), ni en hepatoma de rata en cultivo de tejido
(López Saura, 1973) .

La distribución compleja presentada por la NADH :Citocromo c:reductasa
pudiera deberse a que tuviese més de una localización intracelular, mito-
condrial y microsomal, al igual que ocurre en hígado (de Duve y cols .,
1955 ; Ernster y cols ., 1962; Sottocasa y cols ., 1967; Amar-Costesec y cols .,
1974), en hepatoma de rata en cultivo de tejidos (López Saura, 1973) y
en fibroblastos de rata en cultivo de tejidos (Tulkens, 1970) . Se requieren
estudios ulteriores para dilucidar el comportamiento de esta enzima .

La diferencia de distribución entre la NADPH :Citocromo c:reductasa y la
Fosfodiesterasa alcalina y la 5'nucleotidasa sugiere que la primera es
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componente de la membrana plasmética, lo cual se corresponde con los,
resultados obtenidos en hígado de rata (Beaufay y cols., 1974; Amar-
Costesec y cols ., 1974) donde forma parte del sistema redox microsomal
y las otras lo serían del retículo endoplasmético al igual que ocurre en
hígado (Phillips Y Landon, 1962; Wibo, 1970; Wibo y cols., 1971) .

Por áltimo, el hecho de que la Catalasa sea particulada en un 901 ; nos
inclina a pensar que estas partículas portadoras de la enzima pudieran
corresponderse con los peroxisomas descritos en otros tejidos (de Duve
y Baudhuin, 1966 ; Muller y cols ., 1968) .
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