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INTRODUCCION

Las técnicas descritas en la bibliografia (KARIMOTO y REITHEL'®, BABAD y

HASSIDZ, BRODBECK vy EBNERY, °. BREW y col.®, PALMITER'®, KUHN'Z, T3, %, FITZ-

GERALD v cols.®, TRAYER y HILL'S, KLEE y KLEE'!, PRIEELS y col."", etc.) refe-
rentes a la determinacion de lactosa sintetasa por métodos radioquimicos presentan
con frecuencia problemas, no sélo los inherentes de la: propia naturaleza de la
interaccion de los dos componentes A (galactosiltransferasa) y B (alfa-lactal-
btimina) (COFFEY v REITHEL®, 7, BREW, VANAMAN y HILL?, HILL y col.’, ANDREWS',
KLEE v KLEE'". FITZGERALD v col® y TRAYER y HILL'®) del enzima, sino tam-
bién los derivados de otros factores como son el contenido en proteina en la
fraccion subeelular a ensavar y el periodoide incubacién (COFFEY y REITHELS, 7).

Fn este trabajo se estudia el efecto de estos factores sobre la determinacién
de la actividad lactosa sintetasa en la fraceién mierosémica procedente del tejido
mamario del ganado vacuno.

MATERIAL Y METODOS

Reactivos quimicos
El Uridin-5-diofosfato!*-C-galactosa (UPD-D"-C-gal.) (ICN PHARMACEU-
TICALS. INC.) fue suministrado en una disolucién acuosa de etanol (2/8) (v/v):

con una actividad especifica de 30 mCi/mmol. Los restantes productos utilizados
procedian de Sigma Chem. Co.. Merck, BDH, ete.. y eran de calidad reactivo.

*  Catedra de Biologia.
An. Face. Vet Lean., 1983, 29, 327-334.
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Material biolégico

Se emplearon ubres de vacas en fase de lactacién. procedentes de animales
de 8 afos de edad de raza Frisona.

Obtencion de la fraccién microsomdtica

Se obtuvo siguiendo el método deserito por COFFEY y REITHEL®. 7.

Determinacién de proteina

Se llevé a cabo siguiendo el método de LOWRY y col.!%,

Determinacién de la actividad lactosa sintetasa

Se siguié el método radioquimico descrito por KLEE y KLEE" (modificacion
del descrito por BREW y col.?).

Conlaje del material radiactivo

Para dicho contaje se empleé como liquido de centelleo Instagel (Packard).

RESULTADOS

Efecto de la concentracion de alfa-lactalbiimina en el medio de
incubacion sobre la actividad lactosa sintetasa de los microsomas mamarios

Es un hecho bien sabido. desde los experimentos de COFFEY y REITHEL®, *,
Bf_‘EW, VANAMAN y HILL?, que la actividad lactosa sintetasa de las preparaciones
microsémicas es mas alta cuando se incorpora alfa-lactalbiimina al medio.

Con el proposito de conseguir una actividad catalitica maxima se exploro la
concentracion de alfa-lactalbiimina éptima para nuestras preparaciones. A tal fin
s¢ incubaron alfcuotas conteniendo 2.5 mg de proteina de una preparacion de
Microsomas, en el medio standard de andlisis, con una marea en el UDP'-C-
galactosa de 113.400 d.p.m. y cantidades de alfa-lactalbiimina comprendidas
entre 0 y 30 . g/100 @ 1. Al término de la incubacion (10 minutos a 37°C) se

ensayé la C.lactosa formada por el método radioquimico citado en Material v
Métodos,
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Los resultados obtenidos se recogen en la tabla I. La actividad méxima se
obtiene cuando la concentracion de alfa-lactalbiimina en el medio de ensayo es
de 0.13 mg/ml

TABLA 1
Efecto de la concentracién de Q-lactalbiimina sobre la actividad
lactosa-sintetasa. Preparaciéon microsémica ensayada: 2,5 mg

Q-lactalbdming Radiactividad ot Unidades Actividad % de la
=2 All"d"lll"]l[hl 9 I l‘ 1 . I’ fnrma(‘ m - ] e e "F = 1 . _.d I
( |:) medida de la l'[’l)-”( L tota (‘: . especihica (mﬂl- nrll\! ac

v lactosa (d.p.m.) en "HOnlactosa (mMmol/min) mol/min mg mixima

0 993* 0.87 0.06* 0,02% 18.33

2 1.361% 1.20 0.08*% 0,03% 25.24

20 5.400% 4.77 0.33*% 0,13* 100,00

30 4.827* 4.26 0.29* 0,12% 89.51

* Media de tres determinaciones.

Resultados similares se obtuvieron en andlogos experimentos en los que se
pretendié perfilar la concentracién Gptima (ver figura 1). En ningtin caso se logré
incrementar la actividad conseguida con dicha concentracién. Concentraciones
mds altas daban actividades mas bajas.

Relacién entre la cantidad de proteina microsémica utilizada en el ensayo
v la actividad lactosa sintetasa

Estudios sobre actividad lactosa sintetasa realizados con distintas eantidades
de preparacion enzimdtica revelaron que dicha actividad, al menos en las condi-
ciones de ensayo utilizadas, no guardaba una relacion lineal.

Al objeto de establecer definitivamente las condiciones de ensayo, en lo que
a actividad enzimatica se refiere, se determiné la actividad lactosa sintetasa en
0.25, 0.4, 1, 1.5. 2.5 y 5 mg de proteina microsomica utilizando tres alicuotas en
cada una de las cantidades citadas. en las condiciones de ensayo ya descritas e
introduciendo en forma de UDP'"-C-galactosa en todos los casos con una marca
radiactiva de 55.700 d.p.m.

Los resultados obtenidos aparecen en la tabla II, donde puede apreciarse un
descenso de la actividad especifica enzimitica al aumentar la concentracion de
proteina microsémica, revelando la probable existencia de algin inhibidor en la
preparacion.

Estudio comparativo del efecto del tiempa de incubacién de la mezcla sobre

la actividad lactosa sintetasa

Las téenicas desecritas en la bibliografia relativas a la determinacién de la
actividad lactosa sintetasa por métodos radioquimicos revelan amplias diserepan-
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TABLA 11

Relacién entre actividad enzimatica lactosa sintetasa y proteina microsémica
utilizada en el ensayo. Marca de UDP*”C-galactosa 55.700 d.p.m.

Pisiciva Radiactividad % lrt}llsfllljlll_:sli'il'lll Unidades Actividad
5 media de la de UDP-"C-gal. totales especifica
(mg) lactosa (d.p.m.) en MC-lactosa (m { mol/min) (m ¥ mol/min mg)
0.25 6.480% 12,2 0.85* 3.40%
0.40 10.154% 18.2 1,27* 3.17%
1.00 21.148% 37.9 2,65*% 2,65*%
1.50 27:133* 48.7 J.41* 2.27%
2.50 11.896%* 21.3 1.49% 0,60%
5.00 10.749% 19.3 1.35% 0,27*

* Media de tres determinaciones.,

incubaron en el medio standard con una marca de UDP!-C-galactosa que repre-
sentaba 113.400 d.p.m. durante 10. 20 y 60 minutos.

Los resultados obtenidos se presentan en la figura 2, donde puede observarse
que la actividad enzimidtica disminuye entre 10 y 60 minutos con el tiempo de
incubacion. y que no se ve afectada por la concentracién de proteina microsé-
mica utilizada. El descenso es mas significativo a medida que se incrementa la
concentracion de proteina microsémica.

DISCUSION

Es conocida la necesidad. a la hora de efectuar estudios de inhibicién de un
sistema enzimdtico. de trabajar en condiciones en las que se observe una lineari-
dad de las representaciones de actividad en funcién de la concentracién de pro-
teina ensavada. Nosotros hemos tratado de encontrar estas condiciones «deales»
0 ﬂpruximﬂrnns a ellas para la determinacién de actividad lactosa sintetasa en
preparaciones de microsomas de glindulas mamarias.

Nuestras experiencias relativas a la influencia de la alfa-lactalbiimina exégena
sobre la actividad lactosa sintetasa medida confirman, en lineas generales, las de
BRODBECK v EBNER'. °. COFFEY y REITHEL®, 7, HILL y col.” y FITZGERALD y
col.h. en cuanto que ponen de manifiesto que la actividad de las preparaciones
aumenta con la alfa-lactalbimins =x6gena anadida, en tanto ésta no pase de un
cierto limite a partir del cuva’ - ienza a descender la actividad lactosa sintetd-
sica medida. Con nuestras  cparaciones v en las condiciones experimentales
usadas, la cantidad de all lactalbimina aiadida al medio de ensayo (0.13 mg/
ml) para lograr una actividad mdxima es notablemente inferior a la observada por
HILL y col.” v COFFEY y REITHEL®, 7. hallindose préxima a la concentracion
obtenida por FITZGERALD y col.® (0.2 mg/ml). Es probable que estas diferencias
estén relacionadas con el nivel de alfa-lactalbiimina end6gena.

Los resultados recogidos en la tabla Il revelan un descenso de la actividad
especifica medida, con el incremento de la concentracion de enzima. Dado que
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el ensayo se realiza a tiempo fijo, podria atribuirse este fenémeno al agotamiento
de sustrato o a la accién inhibidora de los productos de la reaccion. Alternativa-
mente podria explicarse en términos de la presencia de un inhibidor interno en
la preparacion.

Los resultados que se re

_ presentan en la figura 2, obtenidos utilizando prepa-
raciones de

I mismo tipo que las de COFFEY y REITHELS, 7, revel
mento del tiem

SN0 que tambi

an que el incre-
po de incubacién no solo disminuye la actividad especifica aparente,
¢n se da un progresivo declive de la cantidad de lactosa acumulada.
A nuestro Juicio, este hecho no admite otra interpretacion que la de la exis-

te 1: 3 T - P
encia, en las preparaciones ultilizadas, de sistemas capaces de transformar la lac-
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tosa en algin producto retenido por la columna-piruvato o lactato, por ejemplo,
dada la naturaleza de la resina utilizada para separar la lactosa del UDP-galactosa.
o que. por su naturaleza voldtil. acabara pasando del medio de andlisis a la
atmosfera. Esto explicaria que el descenso, con el tiempo de incubacion, de la
lactosa determinada se inicie tanto mds temprano y sea tanto mds acusado cuanto
mds proteina microsémica se halle presente. Tal vez no se deba tanto al incre-
mento de los enzimas presentes en las citadas transformaciones metabélicas de la
lactosa como a la dependencia de su actividad con respecto a la concentracién
de sustrato (lactosa previamente acumulada en el sistema). Evidentemente, esta
hipotesis bastaria por si sola para explicar la falta de linearidad de las representa-
ciones de actividad (lactosa acumulada/tiempo) en funcién de la concentracién
de enzima.

En cualquier caso. los resultados obtenidos en nuestros experimentos revelan
que. utilizando periodos de incubacion no superiores a 10 minutos y restrin-
giendo la cantidad de preparacion a limites no superiores a 1 mg de proteina
microsomica. las condiciones de andlisis resultan. en este sentido. satisfactorias.
siendo alta la probabilidad de que las determinaciones efectuadas reflejen bas-
tante bien la cantidad de lactosa formada. De hecho. las actividades especificas

medidas no sélo igualan. sino que superan claramente, las observadas por BROD-
BECK y EBNERY. BABAD y HASSID?® v COFFEY y REITHELS, 7.

RESUMEN

Se ha realizado un estudio del efecto que sobre la actividad lactosa sintetd-
sica de los microsomas de tejido mamario bovino ejercen los siguientes factores:
concentracion de alfa-lactalbiimina exogena. cantidad de proteina microsémica y
tiempo de incubacion. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que la acti-
vidad 6ptima se alcanza cuando la alfa-lactalbimina afiadida es 0.13 mg/ml, la

proteina microsémica 1 mg v el tiempo de incubacién no supera los 10 minutos.

EFFECT OF DIFFERENT FACTORS ON THE DETERMINATION OF
THE LACTOSE SYNTHETASE ACTIVITY IN MICROSOMES FROM
BOVINE MAMMARY GLAND

SUMMARY
It as been studied the effeets of the following factors on Lactose Synthetase
activity in microsomes from bovine mammary gland: alpha-lactalbumin exogen
concentration. microsomal protein concentration and incubation time. The results

show that the better activity is obtained a concentration of alpha-lactalbumin of
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0,13 mg/ml, 1 mg of microsomal protein and not more than 10 minutes of incu-
bation period.
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INTRODUCCION

La eleccion del método de determinacion de la actividad lactosa sintetasa
(LLS) 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 extineion a 340 my. El método
desarrollado por DAVIDSON® ha sido objeto de modificaciones por otros investliga-
dores (BRODBECK y EBNER'. ANDREWS!., FITZGERALD y col.® y ANDREWS' y KIT-
CHEN? entre otros). Estos métodos son sumamente ventajosos por su rapidez y
sencillez, pero ofrecen. por el contrario. inconvenientes tales como la interferen-
cia de otros enzimas o sistemas enzimiticos que oxidan también el NADH,

Los métodos radioquimicos (BRODBECK y EBNERS, 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-
cion. aunque resultan engorrosos v requieren el uso de un instrumental mas com-
plejo. son mas sensibles.

Ion 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 glaindula mamaria de bévidos. asi como el efecto que
ejercen sobre dicha actividad la refrigeracién de microsomas v la congelacion de
la glandula mamaria.

*  Catedra de Biologia.

An. Fae. Vet Leon., 1983, 29, 335-342.
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