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RESUMEN

La leche materma en algunas especies es hiposodica. El mecanismo a través del cual se
mantiene la leche en estas condiciones es desconocido, sin embargo se ha propuesto la
presencia de un canal de sodio activado por estiramiento. La sefial que posiblemente
activa estos canales es la concentracion de lactosa, ya que esta ejerce un efecto osmético
sobre las células de los acinos glandulares. Sin embargo, en la actualidad no se han
caracterizado cinética y molecularmente estos canales en la glandula mamaria. Para la
identificacién de proteinas de membrana, entre ellas canales idnicos, se ha utilizado la
expresion funcional en ovocitos de Xenopus laevis. El objetivo del trabajo es determinar si
existe un ARN mensajero en la glandula mamaria de rata lactante que responda a cambios
en la osmolaridad. Los resultados del presente estudio muestran la presencia de un
transporte de sodio que solo es evidente al inyectar los ovocitos con ARNm de glandula
mamaria lactante cuando se incuban en un medio hipoténico (100 mOs). Asi, a menor
tonicidad del medio, mayor es la captacién de “Na’ en los ovocitos inyectados. Esta
respuesta es proporcional a la concentraciéon de ARNm inyectado en el ovocito. El ovocito
requiere de 96 h para poder procesar el ARNm inyectado para expresario funcionalmente.
El tiempo dptimo de preincubacion de los ovocitos inyectados con el ARNm en el medio
hipoténico fue de 30 min. El tiempo de maxima captacion de ?Na* en medio hipoténico de
los ovocitos inyectados con ARNm que fueron preincubados por 30 min en medio

hipotonico fue también de 30 min.

vii



En ninguno de los experimentos se observd captacién *Na* cuando los ovocitos se
inyectaron con agua tanto en medio isoténico como hipoténico, indicando que la respuesta
fue especifica del ARNm. Se ha descrito que el lantanido trivalente gadolinio (Gd*" ) inhibe
el transporte de iones a través de canales activados por estiramiento. Los resultados
obtenidos sugieren la posible presencia de un canal de sodio activado por el estiramiento
generado por la hipotonicidad del medio. Para estudiar esta posibilidad se incubaron
ovocitos inyectados con ARNm en un medio conteniendo 10uM de GdCl;. Los resultados
mostraron que el Gd** redujo en un 55% la captacion de %Na*. Estudios de captacion de
iones y también electrofisiologicos en algunos tejidos han mostrado una reducciéon por
cloruro de gadolinio en la actividad de canales activados por estiramiento semejante a la
obtenida en este trabajo. Por lo anterior se sugiere que el transporte de sodio expresado
en los ovocitos inyectados con ARNm de glandula mamaria pudiera pertenecer a la familia
de los activados por estiramiento. EIl ARNm de glandula mamaria lactante fue fraccionado
en un gradiente de sacarosa, y se mostré que las fracciones 10-13 que tienen una masa
de aproximadamente 2.0 kb captaron mas *’Na*lo que indica que probablemente en estas

fracciones se encuentre el mensaje que codifica para esta proteina.
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INTRODUCCION

La lactancia es el proceso natural de alimentacién inicial de los mamiferos. Los primeros
seis meses en el ser humano, al igual que las tres primeras semanas de vida de la rata,
representan el periodo de mayor velocidad de crecimiento, de aqui que la demanda de
nutrimentos impuesta por la cria a la madre es elevada, y corresponde a ésta cubrirla
mediante una produccion de leche adecuada en calidad y cantidad.

Desde la década de los cincuentas se ha estudiado en diferentes especies la composicion
de la leche y los mecanismos involucrados en su sintesis. Sin embargo, el estudio de las
adaptaciones metabdlicas que presenta la madre durante la lactancia, es una area que ha

recibido poca atencién.

En todas las especies la glandula mamaria tiene la misma estructura basica, esta formada
por tejido glandular o parénquima, y tejido de sostén o estroma. El tejido glandular se
organiza en pequefios sacos o alvéolos, formados por una capa de epitelio glandular y
rodeados por células mioepiteliales contractiles. Los alvéolos convergen en un sistema de

conductos que desembocan en el pezoén (1).

La unidad funcional de la glandula mamaria es el alvéolo, como se muestra en la figura 1.
Se encuentra constituida por una sola capa de células epiteliales o células alveolares
secretoras de leche dispuestas en torno a una cavidad o lumen. Estas células absorben de
la sangre los precursores para la sintesis de proteinas y lipidos de la leche, los cuales son

liberados al lumen alveolar (1).

La lactancia de la rata dura alrededor de 21 dias, de los cuales el periodo comprendido
entre los dias 12 y 14 es considerado como el de maxima produccion lactea, en el que la
rata produce alrededor de 125 ml de leche por Kg de peso corporal con un promedio de 40
ml de leche por dia.



Se ha demostrado en estudios por diferencias arteriovenosas que entre los dias 12 y 14 de
lactancia existe una mayor captacion de aminoacidos por la glandula mamaria, lo que se
asocia con la mayor produccion de leche (2,3).

Durante la lactancia también existen otras modificaciones fisiolégicas, como la hiperplasia
del tejido mamario y la hipertrofia de diferentes tejidos como el higado, el rifién, el tracto
digestivo y el corazon (4). Se presentan también modificaciones bioquimicas que incluyen
un aumento de la glucdlisis, de la sintesis de lactosa, la esterificacion de acidos grasos, la
lipogénesis y la sintesis de proteinas en el tejido mamario (3). En el higado se observa un
aumento en la esterificacion de los acidos grasos y la lipogénesis, mientras que la
cetogénesis disminuye. En el tejido adiposo hay aumento en la lipdlisis y disminuye la

lipogénesis y la glucdlisis (3).

En el inicio de la lactancia se produce una secrecién denominada calostro, con un
contenido elevado en proteinas y bajo en azlcares y grasa. El calostro que es rico en
inmunoglobulinas, principalmente IgA secretora, se produce durante unos tres dias, y
después de un periodo de secrecion transicional, a las dos semanas se establece la
secrecion de leche madura. La composicién lactea varia significativamente entre distintas

especies animales (4).

Se han establecido diversos mecanismos a través de los cuales se secretan los
constituyentes de la leche, como son: 1) transferencia directa de nutrimentos del plasma al
lumen alveolar, eg. agua y glucosa entre otros., 2) la ruta del Golgi, en donde los
nutrimentos son empaquetados y excretados al lumen alveolar por exocitosis, eg.
proteinas, lactosa, citrato, etc., 3) la ruta de secrecién de lipidos a través de glébulos de
grasa que son extruidos de la membrana apical hacia el lumen alveolar, eg. triglicéridos,
hormonas, vitaminas liposolubles, y factores de crecimiento entre otros., 4) transporte
vesicular por transcitosis, eg. inmunoglobulinas, transferrina y prolactina., 5) ruta
paracelular, en donde pasan substancias directamente del fluido intersticial a la leche (5).



Células
micepitefiales
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Fig 1. Estructura de la glandula mamaria.

La célula alveolar sintetiza en su citoplasma los constituyentes de la leche, a partir de
sustancias que derivan del plasma :

Proteinas. La caseina y la lactoalbimina, después de su sintesis en el reticulo
endoplasmico, se empaquetan en vesiculas en el aparato de Golgi, éstas se mueven hacia
el extremo apical de la célula donde por exocitosis, descargan su contenido al lumen
alveolar (6).

Hidratos de carbono. La lactosa es el azlcar principal de la leche, se sintetiza a partir de
la glucosa plasmatica dentro de las vesiculas del aparato de Golgi. El paso final de la
sintesis de la lactosa se debe a la acciéon enzimatica del complejo lactosa — sintetasa,
enzima formada por dos proteinas que se unen en el aparato de Golgi, la
galactosiltransferasa y la lactoalbumina (7,8).



Grasa. Los lipidos de la leche son fundamentalmente triglicéridos, se sintetizan a partir de
glucosa y acidos grasos libres, o se obtienen a partir de triglicéridos plasmaticos. La célula
glandular transporta pequefnas gotas lipidicas rodeadas de membranas desde el extremo
basal al apical, donde se liberan al lumen alveolar (9). Otros constituyentes lipidicos de la
leche son colesterol, fosfolipidos, vitamina E y vitamina D (10).

La concentracion de los principales iones como son el Na*, K y CI, es muy diferente entre
el compartimento plasmatico y la leche. Como se muestra en la tabla 1, en el humano la
concentracion de sodio y cloruro son significativamente menores en la leche que en el
plasma, mientras que lo opuesto ocurre para el potasio (11-13).

Tabla 1.
Concentracién de iones en plasma y leche humana (mM).

Leche*+ Plasmat
Sodio 6.5 138.0
Potasio 14.0 46
Calcio 4.0 2.25%
Cloruro 12.1 107.0
Fosfato 1.2 0.43+
Citrato 1.5 —

* Concentracion total difusible.
+ Jennes (1985) (11).
1t Greer (1982) (14).
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Efecto de la composicién ionica de la leche sobre la diferencia de potencial transepitelial
en glandula mamaria de cabra.

Linzell y Peaker proponen un esquema para el mecanismo por medio del cual la glandula
mamaria mantiene la composicién ionica de la fase acuosa de la leche. Una caracteristica
clave de esta hipétesis es que el Na“ y el K* mantienen un equilibrio electroquimico a
través de la membrana apical del alvéolo. El resultado es que las concentraciones de Na*

y K' son mas bajas en la leche que dentro del lactocito (6).

Linzell y Peaker también proponen la existencia de canales para Na*y K’ en la
membrana apical de la célula secretora en donde el movimiento de iones entre el lactocito
y el lumen alveolar determinan la concentraciéon ionica de la leche, manteniendo un

equilibrio electroquimico a través de la membrana apical (6,13).

Blatchford y Peaker muestran que la glandula mamaria es sensible a la diferencia de
potencial transepitelial debido a la concentraciéon de Na®, K" y CI" en el lumen alveolar.
Sus resultados muestran la incapacidad de la membrana apical para discriminar entre el
Na'y el K*. Esta evidencia sugiere que la permeabilidad para el Na*y el K" es idéntica, es
decir pueden existir canales no especificos y canales especificos para cada ion (15).

Para lograr esta diferencia de concentraciones de iones entre el plasma y la leche se ha
postulado que depende de la presencia de acarreadores especificos para los iones
presentes en las células del epitelio de la glandula mamaria. Se ha establecido que para
la movilizacién de iones en la glandula mamaria existen diferentes sistemas de transporte
entre los que se encuentran la Na’, K" ATPasa, el cotransporte de Na*, K"y CI" y la

presencia de canales de sodio, potasio y cloruro en la membrana apical entre otros (16).
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Figura 3. Concentraciones idnicas del alvéolo y los potenciales de membrana (5).

Se ha propuesto un modelo (figura 3) que toma en cuenta el movimiento de sodio, potasio
y cloruro a través del epitelio de la glandula mamaria durante la lactancia para mantener la
composicién idnica de la leche. En esta hipétesis, las principales caracteristicas son que la
concentracion de sodio en el interior de la célula alveolar se mantiene baja a través de la
accién de la bomba de Na*, K" ATPasa, que se localiza sélo en la membrana basolateral
(9,12) . Por otro lado, también se propone que estos iones se distribuyen libremente entre
el interior de la célula y el lumen alveolar de acuerdo a la diferencia de potencial eléctrico
presente en la membrana apical (12,13). Sin embargo, ain no se ha demostrado
molecularmente cual es el mecanismo a través del cual el alvéolo logra mantener a la
leche hiposéddica.

Por lo tanto la glandula mamaria puede generar y mantener diferentes gradientes de Na®,
K', y CI” entre la leche y el plasma (17). Se ha demostrado en diferentes especies que el
tejido mamario, durante la lactancia, presenta actividad de Na*, K° ATPasa sensible a

ouabaina, y por estudios histoquimicos se ha mostrado que la Na*, K* ATPasa se localiza



Unicamente en la membrana basolateral (18). Se ha postulado la posible presencia de un
cotransporte Na’, K* y CI" en el tejido mamario de la rata lactante sensible a furosemida
que se localiza en la membrana basolateral (19). Este transporte es electroneutro ya que
su estequiometria es de 1 Na™: 2 K™: 2 CI~(20,21). Ademas de lo anterior en la membrana
apical se ha postulado la presencia de canales para Na*, K’ y CI-. Se sugiere |la presencia
de un canal catidnico no especifico, sin embargo hasta el presente no se han identificado

estos canales (21-23).

Estos iones proveen una contribucién significativa de la osmolaridad total de la leche en
muchas especies, y la transferencia de estos iones a través del epitelio mamario
determinan el volumen de la leche secretada (24). El aumento de volumen de la leche en
el lumen alveolar, podria provocar una distensién y deformacion celular (estiramiento) en el
alvéolo lo que incrementaria la presion dentro de este y posiblemente pudiera regular el

transporte de los iones Na*, Ky CI-.

La composicion iénica del calostro humano es muy diferente a la leche madura, el calostro
contiene una concentracién de 50 mM de sodio y 60mM de cloruro en comparacién a la
leche madura que es de 6mM y 12mM para sodio y cloruro respectivamente (12).
Evidencias experimentales en cobayo y cabra sugieren que el transporte via paracelular es
el responsable de la alta concentraciéon de sodio y cloruro en el calostro (12,13). En cabra
la transferencia de iones y lactosa entre leche y plasma via paracelular ocurre hacia el final
de la gestacion y al inicio de la lactancia. EI mecanismo por el cual las paredes
paracelulares permiten esta transferencia durante el embarazo y se cierran

herméticamente durante la lactancia es desconocido (10).

Las células secretoras mamarias transportan grandes cantidades de los iones Na*, K y CI
en una forma vectorial, pero al mismo tiempo mantienen de un modo delicado el contenido
intracelular de los iones. Las concentraciones de sodio y potasio son inversamente
proporcionales a la concentracion de lactosa (25). Se ha observado en diferentes especies
que el cambio en el contenido de sodio y de lactosa en la leche se presenta después de

que se ha cerrado la ruta paracelular (26,27). Asi conforme avanza la lactancia la



concentracion de sodio tiende a disminuir y la lactosa a incrementar como se muestra en la

figura 4, alcanzando un maximo durante el periodo de mayor produccién de leche

(12,13,28).
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Figura 4. Moadificaciones en el contenido de lactosa, iones y volumen en leche de cabra
(12,13,28).

Resultados en estudios de perfusion de la glandula mamaria de cabra indican que la
secrecion de lactosa es la que establece la diferencia de potencial entre el fluido
intracelular y la leche, lo que mantiene las concentraciones de sodio y potasio en la leche
mas bajas que en el lactocito (28). Se especula que el efecto osmoético de la lactosa
estimularia el transporte de sodio hacia el interior del lactocito, lo que le facilitaria
mantener elevadas concentraciones de lactosa en la leche y al mismo tiempo manteneria

hiposddica (30).
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Como se observa en la figura 4A, durante el periodo de la lactancia la concentracién de
lactosa es inversamente proporcional a la concentracion de los iones de sodio y potasio,

sin embargo no existe una asociacién con el ion cloruro (29).

La oxitocina es una hormona que participa en la fosforilaciéon de la miosina y en la
contraccién de células mioepiteliales (31). En la figura 4B se observa el efecto de la
inyeccidn de oxitocina sobre la concentracion de iones en la leche de cabra. La gréafica
muestra que existe un incremento en la concentracién de Na™ y CI" en contraste con la
disminucion de la concentraciéon de K* y lactosa. Estos datos indican que un aumento de
oxitocina influye en la permeabilidad de los iones en el alvéolo. Esto esta posiblemente
mediado por un aumento en el transporte paracelular de iones, que también se observa al
final de la gestacion. Se postula la existencia de uniones permeables durante el embarazo
y en los primeros dias de la lactancia, sin embargo, estas uniones se vuelven
impermeables cuando se establece la lactancia y la concentracion de iones en la leche
depende posiblemente de la presencia de canales para iones (25,29).

En el modelo de Linzell y Peaker se predice la presencia de canales para Na*, Ky CI', en
la membrana apical de las células secretoras mamarias. Varias lineas experimentales
apoyan la evidencia de esta prediccion. Primero Blatchford y Peaker mostraron que la
diferencia de potencial a través de la glandula mamaria lactante de la cabra puede
alterarse variando las concentraciones de Na*, K"y CI', en el lumen de la glandula en
forma tal que es consistente con la presencia de canales para cada uno de estos iones en

la membrana apical. (15).

Sin embargo, se encontré que la membrana apical no es capaz de discriminar entre Na* y
K®. En este sentido, se han identificado canales no especificos para cationes en cultivo de
células epiteliales mamarias de raton (22). Se han aislado fragmentos citoplasmicos a
partir de la leche de cabra que estan rodeados de membrana apical, los cuales transportan
K" (23).

11



Finalmente membranas aisladas de leche de vaca derivadas de la zona apical de las
células secretoras expresan canales para K' y CI (21). A pesar de la identificacion de

estos canales ninguno ha sido caracterizado electrofisiolégicamente, ni molecularmente.

Se ha observado que la acumulacién de leche en el lumen alveolar produce una distencién
de los alveolos y una deformacién celular que puede jugar un papel importante en la
actividad secretora durante la lactancia. La distension celular tiene efectos sobre el
transporte de iones en la glandula mamaria. Enamoto y cols encontraron que la
estimulacién mecanica con un microelectrodo en células mamarias de raton en cultivo
produce una rapida despolarizacion seguida de una prolongada hiperpolarizacion (32).
Esto indica la existencia de canales sensibles al estiramiento en las células epiteliales
mamarias, sin embargo hasta la fecha no se han identificado.

Se han descrito recientemente en diversos tejidos la existencia de canales activados por
estiramiento de la membrana en condiciones de hipotonicidad, los cuales son parcialmente
inhibidos por concentraciones micromolares de gadolinio (Gds") (33). Los canales idnicos
activados por el estiramiento de la membrana tienen como caracteristica el activarse
cuando el potencial de membrana celular es negativo formando un gradiente
electroquimico a favor de la acumulacién intracelular de Na+, Ca+ y K+. Posiblemente la
activacion de estos canales se da como una respuesta de defensa ante la exposicidon
excesiva del hinchamiento celular, pero no a la exposicidn moderada a cambios de
volumen celular. Estos canales idnicos se pueden activar o inhibir de acuerdo al potencial

de membrana impuesto por el estiramiento de la membrana celular.
Los cambios en el volumen celular se asocian con una variedad de funciones metabdlicas.

Por ejemplo el hinchamiento celular favorece la sintesis de proteina, e inhibe la

degradacion de proteinas, glucdgeno y lipidos.
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Estos canales se han implicado en una amplia variedad de respuestas a perturbaciones
mecanicas las que incluyen regulaciéon del volumen celular, el incremento intracelular de
calcio, la proliferacion celular, la expresiéon génica, la sintesis de ADN, la descarga de los
barorreceptores, la actividad eléctrica cardiaca y la liberacién del factor natriurético (33)
entre otros. Hasta la fecha no se conoce la estructura molecular de estas proteinas.

Para la identificacién y caracterizacion de proteinas de membrana se ha hecho uso de la
expresion funcional de los ARNm de estas proteinas utilizando ovocitos de Xenopus laevis,
los cuales fueron utilizados por primera vez como instrumento para estudiar los
mecanismos de traduccién proteica, en 1971 por Gordon y colaboradores, (1981) (34).
Estos autores observaron que los ovocitos de Xenopus eran capaces de sintetizar
hemoglobina al inyectarlos con el ARNm de reticulocitos de conejo. Es decir demostraron
que los ovocitos pueden sintetizar una proteina a partir del ARNm de otra especie animal
(35). Diez afios después, el receptor del neurotransmisor acetilcolina fue la primera
proteina de membrana estudiada en ovocitos de Xenopus. Sumikawa y colaboradores
inyectaron ovocitos de Xenopus con el ARNm del érgano eléctrico de la anguila Torpedo
marmorata. Estos experimentos mostraron que el receptor de acetilcolina, compuesto por
varias subunidades, fue sintetizado y apropiadamente insertado en la membrana celular de
los ovocitos, lo que demostré que lo ovocitos no solo eran capaces de sintetizar proteinas
a partir del ARNm inyectado, sino que también podian llevar a cabo modificaciones

postraduccionales, tales como glicosilacién, secrecion o inserciéon en la membrana (36).
La creciente utilizacion de los ovocitos de Xenopus en proyectos de clonacién de proteinas
de membrana se debe a que éstos tienen las siguientes ventajas sobre las células

somaticas (37) :

1) Los ovocitos expresan la proteina de interés a partir de la inyeccion de su ARNm.
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2) El 95% de los ovocitos expresan apropiadamente la informacién del ARNm

inyectado.

3) El control del medio ambiente de los ovocitos se logra faciimente con cambios

simples de la solucion de incubacién.

4) Debido a su tamafio, los ovocitos se pueden microinyectar y manejar en forma
individual. Esta ventaja es de gran utilidad en la expresién de canales iénicos.
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JUSTIFICACION.

Para la movilizaciéon de iones en la glandula mamaria se han establecido diferentes
sistemas de transporte dentro de los que se encuentran la Na*, K ATPasa, el cotransporte
Na®, K" y CI" y la presencia de canales para Na*, K* y CI" en la membrana apical. Sin
embargo ningun estudio ha relacionado el mecanismo y la via a través del cual se regula la
concentracion del sodio por cambios osméticos como el ejercido por la lactosa.

Tedricamente el efecto osmético de la lactosa estimularia el transporte de sodio, lo que le
facilitaria mantener elevadas concentraciones de lactosa en la leche y al mismo tiempo
mantenerla hiposddica.

La identificacion de este tipo de canales activados por estiramiento en la glandula mamaria
permitiria conocer el mecanismo a través del cual se mantiene la leche materna con baja
concentracion de sodio, lo cual es vital en los primeros meses de vida del neonato.
Ademas permitiria caracterizar a nivel cinético y molecular los canales activados por
cambios del volumen alveolar, de los cuales ninguno ha sido identificado a nivel de

secuencia nucleotidica y de su regulacién de expresion génica.
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HIPOTESIS.

Durante el periodo de mayor produccién de leche el tejido mamario requiere mantener la
concentracion de sodio baja en la leche la cual depende de la concentraciéon alta de
lactosa, por lo que posiblemente exista un mecanismo de regulacién en la expresion de los
transportadores de sodio en la glandula mamaria inducidos por cambios en la osmolaridad.
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OBJETIVO GENERAL.
Describir el transporte de sodio inducido por hipotonicidad de la glandula mamaria de rata
lactante utilizando el sistema de expresion funcional con ovocitos de Xenopus laevis.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Describir el efecto de la osmolaridad extracelular, sobre el transporte de “Na* en
ovocitos de Xenopus laevis inyectados con ARNm de glandula mamaria lactante.

* Relacionar la captacién de ?Na* en ovocitos de Xenopus laevis en diferentes
condiciones de osmolaridad con dosis crecientes de ARNm de glandula mamaria
lactante.

* Determinar el efecto del inhibidor de canales activados por estiramiento gadolinio
sobre la captacién de ?Na* en ovocitos de Xenopus laevis, inyectados con ARNm de

glandula mamaria lactante.

e Determinar la maxima expresion, del ARNm fraccionado de glandula mamaria de rata

lactante en de Xenopus laevis .
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembra de |la cepa Wistar obtenidas del bioterio del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. Los animales se mantuvieron en
condiciones controladas de ciclo luz-oscuridad de 12 horas a una temperatura ambiente y
alimentadas con una dieta normal (laboratory autoclavable rodent diet) y agua a libre
demanda. Se consider6 la fecha de parto como primer dia de lactancia.

Extraccion de los tejidos

El tejido mamario, se obtiene de ratas en el 12° dia de lactancia, previamente dormidas
con CO,, entre las 9:00 y 10:00 horas. Posteriormente se decapitan y se separa el tejido
mamario del abdomen, enjuagandolo en solucion salina al 0.9% fria. Se toman muestras
de tejido de 500 mg para la extraccién del ARN, se depositan en nitrégeno liquido y se
guardan a — 80°C hasta el momento de la determinacién.

Extraccion del ARN total

El ARN total se aisloé por una extraccion con tiocianato de guanidina y por un gradiente de
cloruro de cesio (38,39) Todas las soluciones utilizadas para la extraccion de ARN deben
ser preparadas con agua tratada con dietil-pirocarbonato al 0.1% (DEPC) y el material de
vidrio debe estar libre de ARNasas, lo cual se logra horneandolo a 180°C durante 4 horas.

Agua DEPC al 0.1%:
Agua DEPC al 0.1%
Dietil-pirocarbonato 3mi

Agua desionizada 3000mi

Agitacién 4 horas, condiciones de autoclave: 15 min a 15lbs/pulg?
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Extraccion de ARN total con tiocianato de guanidina y cloruro de cesio (CsCl).

Se deben preparar 8 mL de la solucién de tiocianato de guanidina y 4mL de la de CsCl

por muestra.

Para 6 muestras se debe preparar las siguientes soluciones:

Solucién de tiocianato de guanidina
Tiocinato de guanidina 4M 23.63g
Citrato de sodio 1M pH 7.0 1.25ml

Para disolver calentar en bafio maria a 40°C, aforar a 50mL con agua DEPC y
esterilizar con membrana de nylon 0.22um, guardar a 4°C.

Solucién de cloruro de cesio

Cloruro de cesio

CSCI 5.7M 23.0g
Acetato de sodio 3M pH 5.2 200ul

Aforar a 25ml con agua DEPC y esterilizar con membrana de nylon 0.22um, guardar a

temperatura ambiente.
Solucién de sarcosil al 10%

Sarcosil 10.0g
Agua DEPC c.b.p 100ml
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PROCEDIMIENTO :

A) Colocar en tubos de 50ml estériles 8ml de tiocianato de guanidina 4M, agregar 56yl de
p-mercaptoetanol (en la campana), pesar de 0.5 a 1.0g de tejido previamente
congelado con nitrégeno liquido, homogeneizar a alta velocidad (polytron PT-2000
Velocidad 3) hasta obtener el tejido completamente lisado, agregar 400ul de sarcosil al

10%, mezclar por inversién.

B) Centrifugar (J2-MC, rotor JA-20) durante 15 minutos a una temperatura de 18°C,
transferir el sobrenadante (desechando el botén) a un tubo de centrifuga (Beckman
331374), con 4ml de CsCl 5.7M, acomodarlo en su camisa y cerrarla, ultracentrifugar
(XL-90 rotor SW 40 Ti), a 29, 000 rpm, 18 h a una temperatura de 18°C, (Nota: si la
temperatura baja el CsCl se precipita).

C) Decantar el sobrenadante, ponerlos en una gradilla boca abajo, y cortar el tubo en el
1/4 inferior, resuspender el botén con 300ul de agua DEPC filtrada por dos ocasiones

pasarlo a un tubo eppendorf estéril previamente etiquetado.

D) Precipiar el ARN con 60ul de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 999ul de etanol absoluto.
Guardar a -70 °C durante 24 h.

E) Centrifugar, a 14, 000rpm por 30 min a 4°C, eliminar el sobrenadante y lavar con etanol
al 70% mezclar por inversién y centrifugar, a 14, 000 rpm por 15 min a 4°C, quitar
totalmente el etanol cuidando de no tirar el botén, secar en speed vac 4 min y
resuspender con agua DEPC filtrada (100ul ).
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F) Guardar a —80°C por 24h y leer en el espectrofotémetro 260/280nm (Beckman DU
640).

G) Para verificar su integridad se realizo electroforesis en agarosa con formaldehido como
agente desnaturalizante. Mostrando las 2 subunidades del ARN total se contintia con el

aislamiento del ARN mensajero.
EXTRACCION DEL ARN MENSAJERO.

El 0.2% del ARN total es ARN mensajero por lo se parte de 1.25 mg de ARN total y se
utilizan columnas de Oligo dT (Kit de purificaciéon de RNAm Pharmacia Cat. No. XY-012-
00-05) (40). Se cuantifica el ARNm en el espectrofotometro a 260/280nm y se analiza su
integridad utilizando la reaccion de la transcriptasa reversa acoplada a la reaccién en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) para verificar la presencia de p-actina.

El procedimiento de obtencion del ARNm utilizando el kit de purificacién es el siguiente:

a) Las columnas se invierten en un tubo corex de 15ml estéril y se lavan dos veces con
un 1mL de amortiguador con alta concentracién de sal. Se deja fluir y se reemplaza
el tubo corex.

b) 1.25 mg de ARN total se disuelven con 1ml de amortiguador de elucién, se calienta
a 65°C por 5 minutos, se coloca el ARNm en hielo y se adicionan 200 ul de
amortiguador para la muestra; se mezcla suavemente con la micropipeta.

c) La muestra se coloca en la columna y se deja fluir.

d) Se calienta en bafio maria a 65°C con el amortiguador de elucion.

e) Se centrifuga a 1600 rpm por 2 minutos, y se afiaden 250 ul de amortiguador de
alta concentracion de sal; se repite este paso.

f) Se lava 3 veces con 250 ul de amortiguador de baja concentracién en sal .
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a) Se reemplaza el tubo corex, y se lava 4 veces con 250 ul de amortiguador de
elucion.

h) Para concentrar el ARNm se agregan 100 ul de amortiguador de muestra, 10 ul de
glucégeno y 2.5 ml de etanol absoluto. Se guarda a -80 °C por 24h, se centrifuga a
14000 rpm por 20 minutos a 4 °C, y se cuantifica el ARNm con amortiguador TE. Se
analiza la integridad de p-actina por RT-PCR y se almacena a -80 °C en alicuotas de

una concentracion de 0.5 ug/ul para ser inyectado mas tarde al ovocito.

FRACCIONAMIENTO DEL ARN POLI (A)*

Para verificar el gradiente se prepararon una solucién de sacarosa al 5% conteniendo
0.005% de rojo de fenol y otra de sacarosa al 25% con 0.025% de rojo de fenol. Se
colocan cada una de las soluciones (4ml de cada solucién) en un generador de gradientes
en su depdsito correspondiente que se coloca en una parrilla de agitacién. Al momento de
abrir las valvulas del generador de gradiente, la mezcla de las soluciones de sacarosa
sale por una canula fina y se desliza por las paredes de un tubo de polialémero
(14X89mm) en donde se va formando el gradiente del 5% al 25% de sacarosa. Al término
se coloca el tubo de polialomero en un soporte, se le hace un agujero en la base (aguja de
insulina 25X16mm) y se recolectan alicuotas de 15 gotas en 18 tubos eppendorf. Se
cuantifica en el espectro a una A=555.0 nm y se grafica en papel semilogaritmico los datos
de absorbancia contra el numero de fracciones. Se obtuvo una correlacion R= 0,97985, lo
que indica que el gradiente es lineal. Conociendo que la formacién del gradiente era
correcta se procedio a fraccionar el Poli (A)+.

Con este fin se utilizé el generador de gradiente y se utilizaron los 4 ml de las soluciones
de sacarosa al 5% y al 25% en un tubo de polialomero (14X89mm) (peso/peso 10 mM tris
base, pH 7.4, EDTA 1 mM y SDS al 0.2%), el ARNm (150 ug ) disueltos en 3 ml de EDTA
1 mM conteniendo SDS al 0.5%. Se calentd la muestra a 70°C por 10 min, se aplicé al

tubo de polialdmero y se centrifugo a 40,000rpm por 4 h a 20°C (41).
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Se colocd el tubo de polialdbmero en un soporte y se colectaron fracciones de 15 gotas. Las
fracciones se cuantificaron con el espectrofotometro a una longitud de onda de 260/280nm
y se verifico su integridad por electroforesis en gel de agarosa utilizando formaldehido
como agente desnaturalizante (42). Una vez fraccionado el ARNm (150ug) se se
almaceno a -80°C hasta ser inyectado a los ovocito de Xenopus laevis a una
concentracion de 0.5 ug/ul.

EXTRACCION Y PREPARACION DE LOS OVOCITOS DE XENOPUS LAEVIS.

Anestesiar una rana Xenopus laevis (Carolina Biological Suply, Buelington, NC y Nasco,
Atkinson MI) por inmersién en tricaina al 0.17% (acido etil éster 3-aminobenzoico), se hace
una pequefia incision en la parte inferior del abdomen y cortar suficientes I6bulos para
obtener los ovocitos necesarios, suturar la herida incluyendo el peritoneo interno con seda
#5., los ovocitos, fueron incubados durante una hora en agitacién continua en un medio
libre de Ca”, ((mM] 82.5 NaCl , 2.0 KCI, 1.0 MgCl; y 5.0 Hepes/Tris, pH 7.4), conteniendo
2mg/ml de colagenasa tipo B. Posteriormente los ovocitos en estadio V y VI fueron
transferidos a Ringer de rana ND96 ([mM] 96.0 NaCl , 2.0 KCI, 1.8 CaCl,, 1.0 MgCl, y 5.0
Hepes/Tris, pH 7.4), defoliculados manualmente, utilizando pinzas finas e incubados toda
la noche a 18°C (43). Al dia siguiente los ovocitos que resisten la mapulacion
(cominmente >95%) fueron inyectados con 50 nl de agua como control o con agua
conteniendo 0.5 pg/ul de ARNm ,

Los ovocitos fueron incubados en solucion ND986, adicionada con piruvato de sodio (25
mM) y gentamicina (5 mg/ml) durante cuatro dias . La captacién de ??Na* fue realizada en
grupos de 20 a 30 ovocitos cuatro dias después de la inyeccion utilizando el siguiente
protocolo: una incubacién de 30 min en una solucién 100 mOsm ([mM] 40.0 NaCl , 10.0
KCI, 1.8 CaCl,, 1.0 MgCl, y 5.0 Hepes/Tris, pH 7.4), conteniendo ouabaina(1 mM),
amilorida (0.1 Mm) y bumetanida (0.1 mM) seguido por un periodo de captacién de 30 min
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en una solucion 100 mOsm conteniendo ouabaina, amilorida y bumetanida en las

concentraciones citadas y 2 uCi de ?Na* por ml (NEN).

La ouabaina fue agregada para evitar el flujo de *Na* por la Na'-k*-ATPasa y la
amilorida para prevenir la captacién de ?Na* por canales de sodio o del cotransportador
Na'/H" . La exclusién K" extracelular y la adicién de bumetanida al medio de captacion fue
para prevenir la captacion Na* mediante el cotransportador de Na*-K'-2CI" endégeno
expresado en ovocitos . La solucion de 200mOsm en ND40 fué ajustada con 100mM de

sacarosa (44).

ANALISIS ESTADISTICO.

Los estudios se realizaron a través la medicion de la captacién de “Na* en grupos de 20-
25 ovocitos inyectados con ARNm o con agua. Los datos se muestran como promedio +
error estandar. La unidad de captacién del isétopo radioactivo (**Na*) fue pmol/ovocito/h.
La valoracién de las diferencias entre cada uno de los grupos se realizé con andlisis de
varianza (ANOVA) de una via y de multiple comparacién, con las pruebas de correccién de
Bonferroni o con el andlisis de varianza por rangos de una via de Kruskal-Wallis, con el

proceso de multiple comparacion por el método de Dunn. Una p= 0.05 fue considerada

como significativa.
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RESULTADOS

Para determinar la existencia de canales activados por estiramiento de la membrana, se
hizo uso del analisis de expresién funcional utilizando ovocitos de Xenopus laevis. Se
analizaron las propiedades funcionales del ARNm de la glandula mamaria de rata lactante
con este sistema y se midié la captacion de #Na*.

Inicialmente, el andlisis de la expresion funcional se realizé al cuarto dia después de la
inyeccién de los ovocitos con el ARNm de glandula mamaria e incubando los ovocitos a
una temperatura de 32°C en el momento de la captacion con el isétopo radioactivo. Para
determinar si el estiramiento de la membrana provocaba un aumento en la captacién del

Na* se modificé la osmolaridad del medio de incubacion.

A diferencia de la mayoria de la celulas eucarioticas, la isotonicidad de estas células es de
alrededor de 200 mOs (37). Asi que se procedid a estudiar inicialmente el efecto de la
incubacion de los ovocitos inyectados con ARNm de glandula mamaria de rata lactante en
un medio que contenia 200 mOs y otro de 100 mOs (hipoosmolar).
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Figura 6. Expresion funcional en ovocitos de Xenopus laevis del ARNm de glandula

mamaria de rata lactante.

Los experimentos de expresion funcional en ovocitos de Xenopus laevis inyectados con el
ARNm de glandula mamaria lactante mostraron un incremento de la captacion del ?Na*
fué significativamente mayor en comparacién con los ovocitos inyectados con agua
(5193+1690 vs 110+8 pmol/ovocito/h) cuando estos se incubaron en un medio
hipoosmético. Como se observa en la figura 6 el incremento en la captaciéon de ?Na* se
presenta sdlo en los ovocitos inyectados con ARNm expuestos a medio hipétonico,
mientras que en el medio isotdnico (187+81 vs 273+27 pmol/ovocito/h) no existid una
diferencia significativa entre los controles inyectados con agua y los que se les inyectd
ARNmM. Por lo tanto el incremento en captacion de ?Na* solo se observé en los ovocitos
inyectados con el ARNm de glandula mamaria e incubados en un medio hipoténico. Esto
indicd que en el tejido de glandula mamaria lactante se expresa un ARNm que permite la
entrada de *Na* debido al cambio osmético, probablemente exista un estiramiento de la

membrana que active este transporte.
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Con este antecedente se procedid a establecer las condiciones apropiadas de la expresion
del ARNm de glandula mamaria lactante en los ovocitos de Xenopus /aevis. Primero se
buscé el dia optimo de expresion del ARNm en los ovocitos. Se inyectaron las células con
el ARNm y se midi6é su captacion a las 48, 72, 96, 120 y 144 h después de la inyeccion.

B H0 %
Bl ARNm de GM

Captaclén de 22Na* (pmol/ovocito/h)
5
o
i

48 72 96 120 144
Horas de incubacion

* p<0.05 vs control

Figura 7. Efecto temporal sobre la captacién de “Na* en ovocitos inyectados con agua o

con ARNm de la glandula mamaria lactante.

Como se muestra en la figura 7, el ARNm de glandula mamaria requiere de 96 h para ser

procesado por el ovocito, ya que a este tiempo se observé la maxima captacion de *’Na*.
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Los ovocitos inyectados con agua mostraron un captacion de ZNa” significativamente
menor comparada con los inyectados con el ARNm de glandula mamaria.

Posteriormente, se evalué el tiempo de preincubacién anterior al ensayo de captacion para
determinar cual es el tiempo 6ptimo para el estiramiento de la membrana del ovocito. Con

este fin se preincubaron los ovocitos en medio hipoténico (100 mOs).
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Figura 8. Efecto del tiempo de preincubacion en la captacion de ?Na* en ovocitos de X.
laevis inyectados con ARNm de la glandula mamaria lactante .

La figura 8 muestra que el grupo de ovocitos inyectados con el ARNm presenta una
maxima captacién de *Na‘ entre los 15 y los 30 min de preincubacién en medio
hipoténico. Nuevamente los ovocitos inyectados con agua mostraron una captacién de
este ion significativamente menor. En base a estos resultados se concluyé que 30 min de
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preincubacion en medio hipoténico eran suficientes para estimular a los canales activados

por estiramiento.
El siguiente experimento se realizd con la finalidad de establecer el tiempo 6ptimo de
captacion de ?Na*. Se realizd la cinética de captacién de *’Na’ en los ovocitos de

Xenopus laevis midiendo la velocidad de captacion a los 5, 10, 15, 30 y 60 min.
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Captacién de “Na*
a
8

0 I ! k| 1
5 10° 15° 30° 60 5 10" 15 30" 80"
* p< 0,05 vs control

Figura 9. Curva de tiempo de incubacioén en ovocitos inyectados con ARNm de la glandula

mamaria lactante o con agua.

Los resultados de la figura 9 muestran que a los 30 min de incubacion se obtiene una
mayor captacién de *Na*. A los 60 min se observa que se alcanzé saturacion, por lo que
el tiempo de 30 min permite una valoracion real de la captacion de este cation.
Nuevamente, los ovocitos inyectados con agua presentan una menor captacién de *Na*
con diferencia significativa (p<0.05) entre los que fueron inyectados con ARNm a los 30

min .
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Con las condiciones 6ptimas de expresion del ARNm, de preincubaciion en un medio
hipoténico, y de captacién de Na* se procedié a analizar el efecto de diversos grados de
hipotonicidad del medio para determinar si la expresion era dependiente de la tonicidad.
Se midié la captacién de ?Na* en ovocitos preincubados en medios que tenian entre 100
y 70 mOs.
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H,0 ARNm de GM

Captacién de 22Na* (pmol/ovocitorh)

* p< 0.05 vs control

Figura 10. Captacién de 2°Na’ en los ovocitos inyectados con ARNm de la glandula

mamaria lactante.

En la figura 10, se muestra que conforme disminuye la tonicidad del medio, la captacion de
ZNa* de ovocitos inyectados con ARNm de glandula mamaria lactante incrementa
significativamente, lo que no se observa en los ovocitos inyectados con agua (3597+874,
5576+935 vs 38+8, 35+7 pmol/ovocito/h) . Estos resultados confirman, que la captacion de

Na* es dependiente del ARNm inyectado y de la osmolaridad del medio., aunque no se

valoréo el cambio de tamarfio del ovocito en las diferentes osmolaridades, se observd
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claramente que existia un incremento del tamafo de los ovocitos en las osmolaridades

bajas (70 y 80 mosm).

Posteriormente se determiné si la respuesta era dosis dependiente de la cantidad de
ARNm inyectado. Se inyectaron ovocitos con diferentes concentraciones del ARNm de
gldndula mamaria lactante (3.15-50 ng) y se midio la captacién de #Na”.

2 Captacién de 22Na* {pmol/ovocito/h)
*

fovoalt, o 3.15 6.25 12.5 25.0 33.3 50.0

*p<0.05 vs. H,0 " .
. ARNm de glandula mamaria

Figura 11 . Curva de dosis respuesta en los ovocitos inyectados con ARNm de la glandula

mamaria lactante.

La figura 11 muestra claramente como el incremento de la concentracion del  ARNm de
glandula mamaria lactante aumento la captacién de %’Na* de forma dosis dependiente.
Con estos resultados se determind que la concentracion de ARNm a inyectarse en el

ovocito deberia ser de 50 ng.
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Se ha descrito la existencia de canales catidnicos no especificos activados por
estiramiento en la glandula mamaria en condiciones de hipotonicidad, los cuales son
inhibidos parcialmente por el lantanido trivalente gadolinio (45). Para determinar el efecto
del gadolinio sobre la funcién del ARNm de glandula mamaria lactante se realizaron
ensayos de captacion de ’Na’ en ovocitos inyectados con el ARNm de GML expuestos a

diferentes concentraciones de cloruro de gadolinio.
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Figura 12. Inhibicién por cloruro de gadolinio (10uM) sobre el ARNm de glandula mamaria
de rata lactante.

La figura 12 muestra que el cloruro de gadolinio a una concentracién de 10 uM inhibe
parcialmente la captacién de 2Na*. Se observa que los ovocitos inyectados con ARNm en
presencia de gadolinio, reducen la capataciéon de 2Na* en comparacion con aquellos que
no se incubaron con este inhibidor (de 6914+964 a 3129+879 pmol/ovocito/h). Esta
respuesta es similar a la reportada en otros estudios donde se inhibieron canales activados

por estiramiento con gadolinio (46).
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El analisis de las figuras anteriores demuestran que el efecto que se observé es especifico
del ARNm de glandula mamaria lactante inyectado en los ovocitos, ya que sélo se observa
un incremento significativo en la captacién de *?Na* bajo las diferentes condiciones de
estudio. Por lo que se procedié a fraccionar por tamafno el ARNm de glandula mamaria
lactante por medio de un gradiente de sacarosa, para determinar en cual fracciéon se

encuentre posiblemente el mensaje que codifica para esta proteina.

Antes de realizar el fraccionamiento del ARNm, se determind la linearidad del gradiente de
sacarosa de 5% a 25% utilizando rojo fenol. Como se muestra en la figura 12, el gradiente

fue lineal para la mayoria de la fracciones obtenidas.

GRADIENTE DE SACAROSA.

——1 y-0,47684 +-0,029993x R= 0,97985
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Figura 13 . Fracciones del gradiente de sacarosa.
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Figura 14. Captacion de 2?Na* en las diferentes fracciones de ARNm de glandula mamaria

lactante.

En la figura 14 se muestran las diferentes fracciones del ARNm inyectadas a los ovocitos
y expuestos a medio hipoténico o isoténico. Se observo que la captacién de ZNa"* fue
significativamente mayor en los ovocitos incubados en el medio hipoténico comparada con

los incubados en medio isoténico.
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Figura 15 . Expresion del ARNm fraccionado de glandula mamaria lactante.

Un analisis mas detallado de las 18 fracciones de ARNm inyectadas a los ovocitos mostro
que las fracciones 10 - 13 tienen una masa de aproximadamente 2.0 kb captaron mas
2Na*(F8 337+163, F9 471+96, F10 1644506, F11 5560+738, F12 4924905, F13
3901+601, F14 561+241, F15 1182+320 pmol/ovocito/h) lo que indica que probablemente
en estas fracciones se encuentre el mensaje que codifica para la proteina transportadora
de sodio activada por estiramiento de la membrana y que es parcialmente inhibida por

gadolinio.
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RESUMEN DE RESULTADOS Y CONCLUSION.

v El ARNm de la glandula mamaria de rata lactante induce la captacion de “Na"en el

ovocito que solo es evidente en medio hipoténico.

v El ovocito requiere de 96 horas para procesar el ARNm inyectado.

\'4 Los tiempos éptimos del medio de preincubacién e incubacion fueron de 30

minutos.

v La capatacidon de Na* es dependiente de la concentracion y tonicidad del medio y

es parcialmente inhibida por el gadolinio.

v La captacion de *Na” fué significativamente mayor utilizando las fracciones 10 - 13

del ARNm obtenidas de un gradiente de sacarosa con una masa de

aproximadamente 2.0 kb.

Con la informacién obtenida en el presente trabajo, junto con lo que se conoce sobre la
fisiologia del transporte de iones en la glandula mamaria, se propone que el mecanismo
probable de regulacion de las concentraciones de sodio en la glandula mamaria lactante,
involucra transporte de iones sensibles a los cambios en la tonicidad del medio en la

membrana apical del lactocito.
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La glandula mamaria puede asi regular y mantener las concentraciones ionicas en el
lumen alveolar, Linzell, Peaker, Blatchforf, Enomoto y Shennan (1971,1977,1988,1987,
2000) suponen que el mecanismo por medio del cual se regulan las concentraciones de
sodio en el alveolo, son:

e La membrana apical posee canales catiénicos no especificos .

e Canales especificos para cada ién.

» Canales activados por estiramiento.

Nosotros proponemos que el efecto osmético de la lactosa en el lumen alveolar, trae como
consecuencia la distenciéon de la membrana apical, activando posiblemente el transporte

de sodio que mantienen la leche baja este ion..

El presente trabajo muestra una nueva visién sobre la fisiologia del transporte de sodio en

la glandula mamaria.

PERSPECTIVAS :

Para saber si existe un canal de sodio en la glandula mamaria proponemos :
1. Apartir de las fracciones 10-13 del ARNm sintetizar una biblioteca .

2. Sintetizar ARNc a partir del ADNc y hacer ensayos de expresion funcional hasta
obtener una sola clona que exprese el mensaje que codifica para esta proteina.

3. Caracterizar la clona.

4. Realizar estudios electrofisiolégicos.
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