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ABSTRACT. The distribution ol several “macker” cnzymes [rom
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 cach
ol the markers used are presented. DNA, Cytochrome: ¢ oxidase and
acid hvdrolases showed the most activity respectively in the nuclear,
heavy and light mitochondrial [ractions. Acid phosphatase showed a
higher microsomal activity than the rest of the acid hyvdrolases. NADH:
Cytochrome: ¢ reductase in the heavy and light mitochondrial and
microsomal fractions. Catalase was mostly concentrated in the light
mitochondrial and microsomal fractions. Alkaline phosphodicsterase,
3' nucleotidase and NADPH: Cvtochrome: c¢: reductase in the micro-
somal [raction. '

RESUMEN. Sc estudio la distribucion de enzimas marcadoras de par-
ticulas subccelulares de células FL por centrifugacion diferencial. Se ob-
tuvieron las siguientes fraccioncs: nuclear, mitocendrial ligera v pesada,
microsomal ¥ soluble, a las cuales se les hicicron las determinaciones
quimicas v enzimaticas coriespondicntes. Se presenian patrones de
distribucién para cada uno de los marcadores utilizados. El ADN, la
Citocromo: c¢: oxidasa v las hidrolasas acidas en la fraccién nuclear,
mitocondrial pesada v mitocondrial ligera respectivamente. La fos-
fatasa acida mostrd una actividad microsomal mayor que cl resto de
las hidrolasas acidas. La NADH: Citocromo: c¢: reductasa cn las frac-
ciones mitocondriales vy microsomal. La Catalasa se concentré predo-
minantemente en las fracciones mitocondrial ligera v microsomal. La
Fosfodiesterasa alcalina, la 3 nucleotidasa v la NADPH: Citocromo: c:
reductasa en la fraccidn microsomal.



108 E. RUBIO, P. LOPEZ SAURA Y L. CARDELLA

INTRODUCCION

El fraccionamiento por centrifugacién diferencial se ha realizado en
higado de rata (Appelman y cols., 1955; de Duve v cols., 1955}, en rifién
de rata (Shibko y Tappel, 1965), en bazo de rata (Bowers v de Duve, 1967)
y en otros tejidos. En distintas cdlulas de cultive (Gordis v Nitowsky,
1965; Flanagan, 1966; Ldpez Saura, 1973).

Al ser un método analitico nos posibilita estudiar simultaneamente varios
organelos y obtener la informacién necesaria para seleccionar las con-
diciones mas precisas de separacion.

Como primera etapa de una serie de trabajos cuyo objetivo cn la purili-
cacion dce los lisosomas de células FL de amnios humano, (Fogh v Lund,
1957) estas fueron estudiadas por la metodologia del fraccionamiento
celular, con el propésito de caracterizar dichas particulas subcelularcs.
En cstas células (Cardelld y cols., 1971), se encontré que el esquema de
distribucién mostraba algunas diferencias con respecto al de higado de
rata (de Duve y cols., 1955). En el presente trabajo se han incluido otros
marcadores, lo que nos permitira deducir conclusiones mas precisas
sobre la distribucién de las particulas subcclulares en el esquema de
fraccionamiento estudiado v la composicién de cada una de estas frac-
ciones,

MATERIALES Y METODOS
Homogeneizacion.

La suspension, de células enteras, fue colocada en un homogeneizador
de vidrio (Dounce y cols., 1955) y se procedié a la ruptura de las mismas.
Estc proceso se combiné con la obtencion de la fraccion nuclear, (ver
més adelante) adaptandose el procedimiento descrito por de Duve (de
Duve y cols., 1955) al uso del Dounce, dando seis, dos y un golpe con el
piston B, en la homogencizacién inicial v en cada uno de los dos lavados
respeciivamente,

El control se efectud bajo el microscopio de contraste de fase tratando
de romper la mayor cantidad de células v la menor cantidad d= micleos
y particulas citoplasmaticas, (aproximadamente el 90¢% de las células
rotas),
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Determinaciones Quimicas v Enzimdticas.

El acido desoxirribonucléico (ADN) se determiné fluorimétricamente si-
guiendo a Kissanc v Robins, (/958).

La Citocromo c:oxidasa (1.9.3.1) se midié usando la técnica descrita por
Cooperstein y Lazarow (/951), modificada por Appelmans v cols., (1955)
v Bowers y cols., (1967), pero pre-incubando 0.1 m! de enzima con 0.1 ml
de digitonina al 2% antes de afiadir la mezcla sustrato.

La NADH:Citocromo c:reductasa (1.6.2.1) v la NADPH:Citocromo c:re-
ductasa (1.6.2.3) se determinaron siguiendo las técnicas descritas Dor
de Duve v cols., {7955).

La catalasa (1.11.1.6) se midié utilizando el método de Chantrence,
(1955), modificado por Baudhuin v cols., (/964), aunque reduciendo el
volumen de incubacion a 2.2 ml.

Las técnicas de Fosfatasa acida, N-acetil-g-glucosaminidasa, g-galactosi-
dasa, Catepsina D, Fosfodiesterasa alcalina, 5'nucleotidasa, proteinas y

fésforo utilizadas estdn descritas en un trabajo anterior (Cardelld v cols.,
1977).

Las unidades enzimaticas se refieren a micromoles de sustrato transfor-
mado o de producto formado, por minuto, cn las condiciones de incuba-
cién de cada enzima. Esto es valido para todas las enzimas estudiadas
excepto Citocromo c:oxidasa, Catalasa y Catepsina D, cuyas unidades
estan definidas, en cada caso, en las técnicas correspondientes.

Fraccionamiento por Centrifugacion Diferencial.

Se siguid fundamentalmente el esquema descrito por de Duve y cols.,
(1955) para higado de rata (Tabla I). Todo el procedimiento se llevé a
cabo entre 0°C y 4°C. Para todos los lavados v resuspensiones se utilizé
una solucién de sacarosa 0.25 M, imidazol 3mM pH 7.4 a 4°C. Todas ias
fracciones se lavaron dos veces excepto la fraccién microsomal que
fue lavada una sola vez. En cada una de las fracciones s¢ mezcla-
ron el sobrenadante de la primera centrifugacién y los sobrenadantes
de los lavados.
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El homogeneizado se centrifugé a 3300 g-min™ en el rotor de dngulo
libre de una centrifuga MSE Super Minor. El sedimento, que consistio
fundamentalmente en nacleos v células enteras, sc resuspendio v rehomo-
geneizd —descrito en homogeneizacion—, centrifugidndolo a las mismas
condiciones anteriores. Este procedimiento se repitié una vez mas. El
sedimento final constituyé la [raccion nuclear (N) v la mezcla de los tres
sobrenadantes, el extracto citoplasmatico (E).

El extracto citoplasmatico se centrifugd en ¢l rotor No. 64181 de una
centrifuga MSE High Speed 18, obteniéndose las fracciones mitocondrial
pesada (M) y ligera (L) a 29 500 g - min v 222 000 g - min, respectivamente.
La fraccidon microsomal (P} se obtuvo a 3.0 10® g.-min en el rotor
8 » 11 de una centrifuga Janeski modelo VAC 601. Se adopté ¢l método
de calculo descrito por de Duve v cols., (7955).

MATERTALES Y METODOS

Se utilizoé peroxido de hidrdogeno (Analar) de la British Drug House Che-
mical Ltd.; digitonina y p-nitrofenil-g-D-galactopirandsido de la Koch
Light Lab. Ltd.; nicotinamida-adenina-dinucleétido reducido (NADH), ni-
cotinamida-adenina-dinuclestido-fosfato reducide (NADPH) vy citocromo
o (tipo ITT) de la Sigma Chem. Comp. El resto de los materiales estan
descritos en un trabajo anterior (Cardelld v cols., 1977), al igual que ¢l
cultivo de las células v su obtencion.

RESULTADOS

Como puede observarse en la Tabla H v en la Fig. 1 sc obtuvieron varios
patrones de distribucion.

ADN: su localizacion predominante fuc en la fraccion nuclear, siendo
esto expresion de la calidad obtenida durante ¢l proceso de humogenei-
zacion.

Citocromio croxidasa: esta enzima mostré una distribucién principal-
mente situada entre las fracciones M v L, estando su componente mayor

o 0

Preferimos cxpresar las centrifugaciones en g-min v no ¢n “x"" g durante “y”
min, va que de esa forma expresamos el campo cenirifuge en forma integral
incluyendo los tiempos de aceleracion v desaceleracién del rotor (de Duve v

cols,, [955).
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cn la fraccion mitocondrial pesada. Aunque tenemos una recuperacion
mala su distribucién se corresponde con la reportada en otros tejidos.

TABLA |

Condictones para el fraccionumiento por centrifugacion diferencial

w Gav
Fraccion S, en S Centrifuga (rad? seg-1) (g. min)
N 310 000 MSE (de mesa) 2.83 « 107 3300
Rotor: angulo libre
M 17 300 MSE High Spced 18 202 x 108 29 300
Rotor: 8 x 50 de
angulo fijo
L 2 300 MSE High Speed 18 1.52 ¢ 10v 222 000
Rotor: 8 x 30 de
angulo fijo
P 190 JANETZKI VAC a01 3.30 < 1% 3000 000
Rotor: 8 x 11 de
angulo {ijo
s = Coeficiente de sedimentacion { = tiempo
8§ = Unidad Svedveryg = velocidad angular
ot N Rav: ¢s la distancia desdec el punto de la
W ”J' w dt centrifuga al punto medio de la co-
lumna de¢ liquido durante la centri-
Gav — :8\"1 Ra;’o__ fugacion.
< g: (gravedades) = 981 cm seg-2

Hidrolasas dcidas: todas se concentran fundamentalmente en las frac-
ciones M v L. La Fosfatasa acida también presenta un hombro en la

fraccion microsomal (P).
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Fig. 1. Fraccionamiento por Centrifugacion Dilerencial. En ordenadas: la actividad
especifica relativa promedio (pov ciento de la cantidad total del constituyente
dividido por ¢l porciento del (olal de proieinas). En abscisas: las cinco [racciones,
nuctear (N}, mitocondrial pesada (M}, mitocondrial Jigera (L), microsomal (P)
v sobrenadanic final (S) en ¢l orden ¢n que se obluvieron y segun su contenido
en proteinas. Los nimeros enire paréntesis indican el nimero de determinaciones.

NADPH:Citocromo crreductasa: presenté un pico en la fraccién P, lo que
se corresponde con lo reportado en otros tejidos (Phillips v Langdon,
1962; Lopez Saura, 1973). La Fosfodiesterasa alcalina y la 5'nucleotidasa,
aunque presentan también una distribucién microsomal, se diferencian
de ¢sta en que mostraron un componente mayor en las fracciones M y L.
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La NADH:Citocromo c:reductasa se localizé principalmente entre las frac-
ciones M, L v P. En cuanto a la Catalasa ¢l tener una distribucion 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 patron de distribucion esperado. El
porciento encontrado en la fraccién M cs interpretado como un cierto
grado de contaminacion nuclear v el de la fracciéon S como nucleos rotos
durante la homogeneizacion.

El que la Citocromo c:oxidasa presentara una baja actividad pudiera
deberse a que como las células FL son de cultivo, las mismas tienen un
metabolismo practicamente anaerobio. La baja recuperacion obtenida
podria explicarse de dos formas: una seria que la enzima durante el frac-
cionamiento sufra inactivacién y la otra también posible, seria la de una
mala activacién de la misma en las fracciones por el detergente usado.
A pesar de esto como la distribucién obtenida se corresponde con la
reportada en otros tejidos, existiendo mas de un 707 en las fracciones
M y L v concentrandose mas en M, puede servirnos como marcadora de
las mitocondrias.

El presentar las hidrolasas dcidas un componente importante en la frac
cién M sugiere que los lisosomas de cstas célutas sedimentan a campos
gravitacionalcs menores. En cuanto a la Fosfatasa dcida el presentar un
hombro en la fraccién microsomal sugiere una posible doble localizacion
intracelular, hecho que no ocurre en higado de rata (de Duve y cols., 1955;
Sellinger v cols., 1960), ni en hepatoma de rata en cultivo de tejido
(Lopez Saura, 1973).

La distribucion compleja prescentada por la NADH:Citocromo cireductasa
pudiera deberse a que tuviese mas de una localizacién intracelular, mito-
condrial v microsomal, al igual que ocurre en higado {de Duve v cols.,
1955; Ernster v cols., 1962; Sottocasa vy cols., 1967; Amar-Costesec v cols.,
1974), en hepatoma de rata en cultivo de tejidos (Lopez Saura, 1973) ¥
en fibroblastos de rata en cultivo de tejidos {Tulkens, /970). Se requieren
estudios ulteriores para dilucidar el comportamiento de esta enzima.

La diferencia de distribucién entre la NADPH:Citocromo c:reductasa y la
Fosfodiesterasa alcalina v la 5'nucleotidasa sugiere que la primera es
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componente de la membrana plasmatica, lo cual se corresponde con los.
resultados obtenidos en higado de rata (Beaufay v cols., 1974; Amar-
Costesec y cols., 1974} donde forma parte del sistema redox microsomal
v las otras lo serian del reticulo endoplasmaético al igual que ocurre en
higado {Phillips v Landon, 1962; Wibo, 1970; Wibo v cols., 1971).

Por ultimo, ¢l hecho de que la Catalasa sea particulada en un 90% nos
inclina a pensar que estas particulas portadoras de la enzima pudieran
corresponderse con los peroxisomas descritos en otros tejidos {de Duve
v Baudhuin, 1966; Muller vy cols., 1968).
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