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R E :3 U :tI E N 

En esta Tesis se !_)resentan un análisis d.el efec-' 

to de fosfolípidos sobre La transformación de ácido neva- 

1611ico en prenolo8; y la pu.rificación pa rc í a I de dos prc 

nilsintetasas de diferente especificidad da producto. 

Durante el estudio del primer efecto, se encon- 

tr6 que la transformación de ácido meva16nico por sistemas 

enzimáticos hidrosolubles de Pinus radiata v Citrus sinen- _ ......•..• _----- _.. - ...-.-.--- 
sis era inhibida por una serie de fosfolípidosi fuer~ de 

este efecto, se pudo demostrar que estos compuestos pueden 

transferir farnesil pirofosfato desc.e W1a fase acuosa 

una fase orgánica c.l t.ernerrce apelar. 

L3.S prenilsintetasc.s se nnrificaron us ando la. 

• • .•.. • .A _" 1 .•...... d Sl.guJ.enl.-e aeoucnca a . preparaCl.on q,8 un po vo cet.ona co e 

f12vedo de Citrus_sinensi~ preparación de ~h~ extrncto 

acuoso ce esta pre?aración: dos fr~ccionarnientos sucesivos 

con au If at.o d.e amon í o , y crornatogr.:lffas en Sephadex G~lOO f 

DEp_.E celulosa y Sephadex G·' 150. La p"lrificB.cj.ón fue d~ 

unas 70~lOO veces, y el rendimiento de un 5%. 

Le.s enz tmas así purificadas comparten la misma. 

espl"~cificid.'1<'3. necia los sustratos IPP y m-1.Z!JlP o GPP i :pero 

generan productos con geometría diferente alrededor del do-· 

ble enlace 2,3g GPP e NPP, y 2-~~ o 2-cis-FPP, depen~ 

diendo del sus trate alílico usado. Ni el FPP ni el NPP 

son sustratos para n í.nquna de ambas activ.idades ~ 
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J'.mc.s ·enzimas fueron estClbilizacas en solución 

por DTT v EDTA Y GPP r po ro la cnz í.me ci.:;; fue mucho menos es·~ 

fable. La mf.sma caracb:~rfst.ic':;L se observó en experimentos 

I.a enzima cis fue Lnh í.b í.da fusrtem::mte por los 

co~ponente8 coloreados del extracto, ya que se observó o 

U!1 aumento signific0tivo en l~. relaci6n cis/trc~~ cuando 

la preparaci6n enzimática. se libró de astos compuestos por 

ozomacoqz af f a en Sepnadcx G-·IOO" esto exp Ld ca que la nur.í.- 

ficación (.'.8 esta actividad fuera de unas 400 veces I medida 

usando la velocidad de generaci6n o.e productos c í s , 

Esté.: es le primera vez que se describe y purifi'- 

oa esta act.í, v.í dad , lo que exp.l.í ca la. generaci6n de NPP r el 

precursor inmediato de los mono+e r-oenoa en Ci trus. 

La. i'lctivic1ad cis fue independiente del sister:iLl 

redox de iscmerizGción que transforma 2~~rafi~ en 2~cis- 

farnesol. 10 que sugiere que ambos sisteMas son funcional- 

mente ind~:::pendientes ~ así? la ens í.ma ~:1-s funcionaria exc l.u- 

sivé"_Jl"tent_ en La b.iosíntesis de monoterpenos r mientras que 

el sistema r~dox podrí~ operar en la síntesis Ge sesqui~ 

terpanoso 

No sc~ observó inhibición d~ las enz traas purifir:éi- 

das por fosfolípidos~ por lo tantor 01 efecto inhibitorio 

observado en el extracto podr í a deberse al refuerzo I por pé'-.!:. 

te de los Lf.p í doa , de una interacción inhibitoria previame_l1- 

te existente entre las enzimas y los componentes coloreados 

del extracto. 
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A B S T R. A e T 

This Thesis rep0rts 'b:J') tY:ges oí results ~ a+an 

a:"1alysis of the effect of phos?hclipids on pren01 bi0syn~ 

thesis ano lj.posolu.bility 5 anc'i b~·th~ inc1ividualization and 

parcial pur-Lf í cat.Lon of t'tvO pr(~nvltré'.nsf8rases ';,7ith diffe- 

rent product stetreospesificity. 
1 t. 

1'110 t.r ans rozmac í on of 2~- -C-~meVEl10nic acic1 Lrrt o 

prenols bv soluble anzvraí,c ~vstC!:ms ·:)f Pinus r adt et.a and ~- .,~. __ o 

Ci trus s í.nens í,s was inhibi ted by tho addi tion of var í ous 

kinds of crude anr.1 ,?urified phosphelii)ids. Controls 

shnir¡ed that phospholipids increaseJ. ma rood'Iy the extrac~ 

tion of C15 prenylpyrophosphates by apolar organic solventa. 

This explains an app~rent sti~ulatian of prenol bíosynthe- 

sis previously reported. 

Acd(~d phosp'ro l í.p í ds inhibited the nrenvltr.'msfe- 

rase frOM él. cruce extract from an ace cone pt:)~1t3er of orange 

flav~do by ab0Ut 50%0 

Prenyltransf,~ras8 "las purifiec. from Citrus s Lnon- 

s í.s f Lavado by the folloHing procedure : acet one powde r 

preparation" aqueous oxt.xact í on of the enzvno , t'to70 sueca- 

si ve fractiDnations \,,¡-i th emmon í um sulfate 1 ch romat.oqz-aphv 

on Sephadox G-IOO¡ on DEAE cellulosc and finnlly on Sepha- 

dex G-150. The purification thus achieved was 70-100 

fold, and ~~e overal1 yield, fu~out 5%. Activity was mea- 

sured as the initial rate of formation of acid labila 
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( 14 . "l.ll~:'lic) compounds ryroducec. from 4~ C •.... IPP 

llerl allvlic Stlostrate (PLr.J?P o.r GPP) o 

'I'h~.)se pr·2lnarat.ions corrce í,n ti;!') prenylGynthetases 

wh í.ch h::lV8 th-a smnG specificity =0r tihe StIDctrat3s IPP Fl'nd 

D!''L:':..PP or GI?P 7 but generate produces vJit .. }¡ diff~rc;nt geome-' 

trie S ar01L"'1C: tl:1-a 2, 3 (~oub le bond. . The reaction nroducts 

of bcth enzymes are GPP or ?~PP {elO} i' as wcl C'.S 2~:!:.rfu~ 
o r "·~Cig, .. ,..t>P (C ) den ...• 8nding on the chain length of t.ne - _, •• _ .t. - 15' 

allylic suhstrate (mm.1?P o r spp 1 respectively).. They 

cannot; use ~:?p for furtl1-:Jr ccnc.ensation nor NPP as the CIO 

suhstrate. lIence tllese activities are callec. 2~trans and 

2-cis-FPP synthetases. 

tivati8~ ;)y DTT r EDTro and ';PP f but tne tr~ ·'1nzvme ~'!CS 

much !':1.")re s t.ab Le than the c í s t.rans f::! rase • The Lat t.e r 

at 4 ~)C, eVI.:m in the pxe serice of these p:.>.:"otectors. en the 

other handr the tra"'lD '3nzyme retains 80% 0f íts activity 

after. fi month undo r the aame con '!itions. l·nalogouslV!f the 

ca s enZV~8 ~:lo_r; inactivated much more rapidlv than the trans -- ."- - .•. 

I~nzyme at tem?)eratures higher t.han 50 o o These facts ccnnot; 

be explained on the basis of a single transferase. 

The cis/trans activity ratio increases si9nifi 

cantly after complete elimination of the coloured cornponénts 

of the e~t.ract by Sephadex G-IOO chrolllc:1.toqraphy r this result 



a150 points to the existence of bm stereospecific trans 

fero.ses anr' suggests tha.t the cis enzyme ia strongly in 

hibi ted ~)y the pigm~nt9 ')f the fla'\Tec:J extract. This 

coula exnlain the ~iffic~lties founa in the ccnsistent 

demostration of this act.Lví.tv in or anqe fIavedo extracts. 

Accordingly!, enzyme v í.e Lds over 100% we re often obtained 

after one or t~'TO succes í.ve ammon í um s u Lf ace fractiona 

tions¡ particuIarly with CIO synthetase activity. The 

purification of the cis enzyme was clJout 400 times, mea 

sured by thc rate of formation of eis oompounds. 

This Ls the first report of the individualiza~' 

ti:Jn and pa.rtia.1 purification of this cis transferase 

activity. This exnl a.í.ns the b í osyrrchas Ls of NPP, an in= 

I'1edié'.te precursnr ()f cyclic rocnoce rpene hydrocarbons in 

Citrus sinensis end Citrus Lí.monum flavedo. 

The 2 "cis··PPP synthetase acti\rity was proved 

to be Íl''ldepencent of the redox isomerization system w í.ch 

forms 2-cis" farnesal and 2-·cis~·farneso1. 1\.11 these facts 

sugg0st ·that the ~is enzyme Ls gcnC!tici'!.ll~t and phvs t ca- 
lly indepcn:lent r)'f t:1B re::!ox e nzyrnas f in such a ~'Ja" that 

t~Q firS!t svst~3r:1 cnulc1 be specifically :'1irect$c b"' nono 

t(~rpene biosynt:183is r and t~1':'! se cond to s(~~quiterpenes 

metabolism, including ~~~Ásic acid synthasis. 

No inhibition ~? phospholipids cculd be found 

on the purified enzymes r suggesting that the inhj.bibJry 
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effoct observecl on the pr(mv18"nth(:t~"'!e i.n the cru1e 

ext.r act; ~f.fé'S dtle t" '1. reinf()rceIn.ent o f Lnh íb í tory bet"'een 
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I N T R O D U e e ION 

la bi<'1~!ntesir-; (.~e isoprenoides. 

Los tej i(108 animales o vegeta.lez, as! como Los 

microorgani,'3mos! contienen una gran variedad de compuestos 
I 

de estructura y ta~<'1:f;_o muy diversos. pero que tienen en 

eomün su relación biogenética con \1.'1.0. unic1ad fundamental d.e 

5 átomos d€! e 1 el isoprl?no ¡ C .. Ha. Entre estos compues t.os , .' :> . - 

denominñ.dos isoprenoic1es, se encuentran los esteroir1es, 

caxotienoa des , pol.iprenole-s r hid.roc?,r.huro~ henu> .mono- ,di-; 

tri·· f y sesqui terp~nicos r 1 y sus deri vados oxigenados I 

giberelina'3,. ácido abscísico, caucho ~ gutapercha, las ub í.-: 

quinonas, 8tC. 

Lo, r~lación entre compues eos tan var í edoa La es t a- 

bl~ci6 oo r primera vez '~'?allñch en 1887, cuando observó que 

los teroenos formados por tejicos vegetales poseen una es-' 

tructura O'ue nU'3re resultar formalmente de 1~ yuxt apos í.cd ón 

de unidades Lsopzén í cas (l). Luegn Pobinson, en 1931, exten-- 

di6 este punto d:~ "ista v formuló por primera Vf3Z una. 

l. Ver leyendü de la Figura 6. 

1 
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hipótesis biogen~tica al postu1arlscbre una base puramente 

estructura1,qt,e el co1esterol podf a derivar del escua1eno, 

y éste, del iSD9reno (2). Fue más lejos a~~ V postuló que 

en los terpenos las unié'.a(~es isorr~nicas se disponen s í.em- 
2 p re de un modo recr'lllar~ cabez a+cc La o paralela. Sin em- 

barqo , cuando se elucidaron 10,s estructuras r.0 algunos i50- 

prenos complejos como el 1a.nostero1, un intermediario en 

la biosíntesis i!el co l.e s t.e ro l , se encontró que la regla no 

podía ap Lí carae I dado que 1 él, distribuci6n de me t í Los gemi- 

nales en el en í.Ll,o .ll-.,. y en la cadena isooctílica da este CO!!.1-- 

puesto no era compat í.b Ie con este tipo iter(\tivo dt~ conden- 

sación paralela (3). 

Este hecho condu jo a r_,eoPQld Rua í cka, Profes()r de 

Quimica Orgánica en Zurich a postular en 1953 la e~orn Q~i- 

versalmente aceptada regla biogenética del isopreno (4). 

De acuerdo a esta regla,:, los isonrenoiñes no se forman di- 

rectamente cel isopreno, sino que derivan re alcoh~les iso- 

prGnicos de e~tr\lcturc, cf"nocica; (1e 10, 15, 20 v 30 ~tOMOS 

de carbono. L0S sistemas bio16gicos responsables de estas 

t rens formacinnes simplementa apr(wecharl:an la reacti vf dad 

natural de estos compues+cs , ~~e tal modo que todas las es- 

tructuras de los iso~renoides derivarían de aquGllos 

2. Se entiende por cabez a+co Le la 0.isposicién en que el 
cazbono 1 de un isopreno se yuxtapone al carbono 4 de ot ro 
(Figura 2) o Se la denomina tambi~n paralela. 
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precurqores meñ..iante fimerizaciones anti?ara1elas v cf c La- 

cd onas e re:">Tdenamientos prG0.ecibles de acuerdo a 10.8 re~ 

glas conocidas C8 la Quiraica Orgánicao ¡.~ esto S2 a.gregél~ 

rían procesos de hidr~xilación, oxidación v otras reaccio~ 

nesr hasta generar el producto final. 

~bora se sabe que los verdaderos nrecursores S0n 

los ~steres pirofosfóricos de estos alcoholes isonrénic0s 

o p.rerio Le s , Sin (~mbargo, la p ronos Lc í.ón rIe Ruzicka se trél_~~ 

du jo en un rápicn r8sa.rrollo de aste área (l.e la Bioqufmica. 

El método ~ las ideas v las técnj_cas em~leadas en este desa·- 

r ro l l,o constituyen probab Lemerrce la. más comp l.e t a y fruct!fe·· 

ra aplicación 0.e la Química Orgánica a la Bioquímica moder-- 

nao 

En 1956 e Folkers y r'1right identificaron él. la mH-- 

ve Iono Laceone como uno de los componen t.ea esenciales del 

medio de cultivo (le una ce~a de Lactobacillus (5). En el 

miSMO afio, Ta.V0rmina y sus asocir..dos encontraron que el 

ácic(j Mevél.lónico era un excelente precursor del colesterol 

(6) 9 C'1n lo que se tuvo le. primera evidencia c'.efinitiva de 

. t ;:t.. ~f . ~ 1 ,. í t . A' • un an ermer.i ar io eS'!')8CJ. leo (le a .o10S m eS1S ,.,09 l.S0prenOl.- 

des. Desr,u8s se encontró este mí smo resul télrD en une serie 

tan granee de isoprenoides que la incor?oraci6n (te rév1iac- 

tivic1ad <'le ácid(' meva16nico en un determinado compuesto 11e- 

g6 a usarse como criterio para afirmar que este compuesto 

era un isoprenoide (7). Sin emoargo, anora se sabe que 
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esto no es cierto en todos los cases. Por ej"m:plo, J?opj ák 

ha demostrado que el ácido mevalónico puede ser metaboliza 

~o hacia !cidos grasos (3). 

Bloch (9) y Cornforth (10) probaron que el esque 

leto completo del colestercl derivaba del acet~to. El pa 

trón de cUstribuci6n C.e los carbonos derivados del metilo 

o de l, carboxilo del acat.at.o en la estructura del colcste 

rol, sugirió que un compuesto de 5 o 6 e era el precursor 
fundamental de estos compuestos, lo que se confirm6 con 

el cescubrimiento del ácido mevalónico (Figure 1). 

Si bien la regla cel isopreno era a priori una 

proposición racionalmente aceptable, no encontró apoyo ex 

perimental directo en sistemas biológicos hasta el deacu 

brimiento en 1958 del isopentenil pirofosfato (IPP Q 3-me' 

til,3-butenil 9irofosfato) (11). Este es el primer corn~ 

puesto de la ruta biosintética de los isoprenoides en el 

que la estructura isoprénica se reconoce cirectamente 

(Figura 2) 

2. Biosíntesis ~e isopentanil pirofosfato. 

La biosíntesis de IPP se cemostr6 a ?artir de 

ácino ffievalónico (¡~A) en levadura (12) i bacterias (13), 

plantas superiores (14,60) y mamíferos, (15). Este proceso 

ocurre él. través de tres reacciones que us an ATP; las dos 

primeras generan secuencialmente el grupo pirofosf~.t(") y en 

la última el carboxilo y el OH del HVA se eliminan 



Figura 1 

Acido 3-R-meva16nico 
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Figura 2 

Isopreno e isopentenil pirofosfato 

1 

Isopreno 

3 2 

4 10PP 
Isopentenil pirofosfato 
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concertadamente para generar el metilo terminal del IPP 

(Figura 3) • 

Lns enzimas que cata1izan estas reacciones son 

la quinasa meva1ónicap la quinasa fosfomevalónicCl y la pi- 

rofcsfomeva16nico de s ce rbox.t Las a , La p r í.me r a enz í.ma se 

purific6 en 1970 partiendo de híq2.db de cerdo hasta obteM 

ner una proteína homogénea (16). La enzima s610 utiliza 

el enél.nti6rnero P_ del ácido me vaLón Lco (17 fI 18) g requiere 

de un grupo SH reducido y exhibe W1 mdcanismo secuencial 

ordenado de entrada y salida de reaccionantes y productos 

(16). La actividad es inhibida en un 50% por farnesil 

pirofosfato 2-3 u:'1 (19) u lo que sugiere que esta. reacción 

es un punto de control me t.ebó Lí.co (19) (ve r Figura 6). La 

J-2 +2 
actividad requiere de !v~g' o ~'Jn r siendo el primero más 

eficiente (16). El P~1 de la enzima de hígado de cerdo es 

de 98000 (16) o 

Las enz í.mas siguient:es son mucho menos cono ea+ 

das o La pirofosforilación del ácido fosfomGvalónico exh.i- 

be un requerimiento de met~les semejante al de la quinasa 

meva16nica (20). La cons·tante de equilibrio de la reac- 

ci6n es del o rden de 1 ) (21), Y la. actividad es fuertemen- 

te inhibida por reactivos de tio1es (21) o No hay datos so~ 

bre el mecanismo de la reacción. La enzima se ha purifica- 

do parcialmentG de hígado de cerdo (20) y látex de Hevea 

brasiliensis (22), Y se la ha descrito o se ha inferido su 

existencia por los productos intermediarios en Pinus 
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Figura 3 

Bios1ntesis de isopentenil pirofosfato 

~ 

Me 
Ii H 
H OH +,- OP 

ATP H' e .•.•.... ~~ ........ ~o 
~ '"o ·0 o 
1 P-MVA 

3-R-MVA 
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H~ H'''''· opp 
/c~ 

-o ~o PP -M VA 

! 
O O O' 

Me .•. {'I t t 
(OH)-P-O-P-Q-P-O- Ad, 

H~opp 3 :J r I o Me 0- 0- <f-- 

H~Opp 
re 

n./c~ 
IPP -O O 
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y~; on hoji:'s fe n¿peta cataria (76). 

La pirofosfomeva16nico descarboxilasa cataliza 

la reacci6n entre pirofosfomeva16nico y .ATP para formar 

IPF, ADP, ortofosfato y CO2• La enzima se ha purificado 

parcialmente de hígado de cerdo (20); el mecanismo no se 

conoce con certeza pero se han postulado dos hip6tesis; 

una de ellas sugiere que durante la reacción se forma 

3··fosfo--5--pirofosfome'l,ralónico, pero este compuesto nunca 

se ha detectado (25). según la otra, el carboxilo y el OH 

del sustrato se eliminan en una reacci6n concertada, en la 

que el fosfato terminal del ATP acepta el h í.dxox.í Lo salien- 

te (Figura 3) (25) o Amhas hipótesis son consistentes con 

la incorporación de isótopo del 3.1B O-MVA en el producto 

ortofosfato (25) o Cornforth ha demostrado que la remoción 

del COOH y del OH es antiperiplanar, exact.amerrte como en la 

reacción química de descarboxilaci6n y debromación de ..•. . ac~- 

dos ': -Br~carb()xílicos (27). 

La reacción requiere de ~1g +2 y el pH 6ptimo es 

de 6,5 (20). No se conocen otras características de la 

reacción o de la enzima. 

3. Isopentenil pirofosfato isomerasa. 

En la siguiente reacci6n de In secuencia biosin- 

tética, el IPP se transforma en 81 compuesto alílico dime- 

tilalilpirofosfato (Dr.·1APP: 3-metil-2-butenil PP), es 
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decir, el aob1e enlace migra de C3~C4 a C2-C3• La enzima 

que cataliza esta reacci6n se denoraina isopentenil pirofos- 

fato isomerasa. Esta enzima se ha purificado unas 20 veces 

de h!gado de cerdo (20) r y de C. Repe.> (28) y Y se ha. demos 

trado su existencia en lev~dura (11), flavedo de Citrus(29), 

plántulas no Pinus (34) y suero de Hevea (31). La enzima 

. d r'-T +2 1I.1n+2. . h'b' d ,. t' requl.ere e l\~g o _ ,es r.n 1. 1. a por na] as concen r aca o- 

nes de reactivns de tioles (29, 32), Y el P~·l se ha estimad.o 

en unos 60000 da1tons (32). La cons+anec de equilibrio es 

ea alrededor de 9 (32). 

La reacci6n procede probablemente a través de un 

carbocatión que se forma cuando un protón se adi,.ciona al 

carbono metil~nico del IPP (Figura 4)~ luegop el carbocati6n 

se estabilizé'. por eliminación del H 2~'pro-R del C2 (33, 34), 

lo que genera el dob Le enlace 2,3. El nuevo metilo geminal 

queda trans respecto al grupo p t rof os f atio (35). La adici6n 

del protón ocurre sobre la cara re d.el doble enlace 3, <1 

(36). El mecanismo se muestra en la Figura 4. 

4. PrenilsintetasDs. 

4.1. Definici6n. 

Se denominan prenilsintetasas o preniltransferasas 

a Las enzimas qU8 catalizan Las reacciones de c.dici6n mos t.r a- 

das en ln Figura 5. El IPP generado por la quinasa meva16= 

nica, lñ quinasa pirofosf?meva16nica y la pirofosfomeva16ni- 

eo descarboxilasa, sirve como la unidad condens&~te 



Figura 4 

Mecanismo de la reacci6n cat41izada por la IPP iaomerasa 

IPP DMAPP 

copp 

a primer dibujo muestra la reacción general; en el 

s~undo se muestran las transferencias de prot6n catali 

zadas en el sitio activo de la enzima que dan cuenta de 

de la isomerizaci6n. Un prot6n se agrega al c4' dando 

un carbocati6n que se estabiliza por la remoción de 

uno de los protones del c2• 
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básica para estas reacciones de polimerizaci6n. Los pro- 
12 

ductos de estas condensaciones son el punto ¿e partida pa- 

ra la generaci6n de todos los isoprenoides, salvo los he 

miterpenos (Figuras 5 y 6). Qu!micamenter estas reaccio- 

nes de polirnerizaci6n pueden considerarse como el resultado 

de una adici6n de un electr6filo (el pirofosfato alílico) 

a una olefina (el IPP), con eliminación de pirofosfato 

inorgánico y de un prot6n del C2 (Figura 7); as! se genera 

un nuevo doble enlace 2 ¡ 3: en un nuevo compuesto al!lico 

con 5 átomos de e más. Este puede'adicionarse en una nueva 

reacción de condensación pa~alela a otra mol~cula de IPP, 

y así sucesivamente. Dependiendo de la especie o tejido, 

el número de condensaciones paralelas puede ser una o dos, 

como en la biosíntesis de GPP o FPP (38), puede ser de 10 

a 20 como en la síntesis de poliprenoles (39), o llegar a 

varios miles, como en la síntesis de caucho o gutapercha 

(40) (Figuras 5 y 6). 

En la Figura 6 se muestra un esquema general de 

la biosíntesis de los isoprenoides a partir de á.cido meva- 

l~nico.~ es obvio que la distr:i.buci6n de isoprenoides carac- 

teríst.ica de cada tejido u órgano dependerá tanto del tama- 

ño y la geometría de dobles enlaces de 105 prenil pirofosfa- 

tos como de las transformaciones especificas que estos su 

fran. Ya que son las prenilsintetasas las enzimas que defi 

nen el tamaño y la geometr!a de los prenilpirofosfatos, se 

puede prever que deben existir muchos tipos de enzimas 
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que presentar¿m especificidad respecto a dos variables ¡ 

estas son el largo de cadena del sustra·to alílico y por 

ende del producto, y la conformaci6n en torno a cada nlle- 

vo doble enlace generado. 

4.2. Propiedades gene~ales. 

La FPP s í.s cet.aaa se ha obteni.do como una proteí- 

na homogénea de hfgado de cerdo (1l)? hígndo de ave (42) 

y de levadura (~3) 1 Y se ha purificado parcialmente de ~ 

cinus commun í s (44) y de c. pepo (45) o Todas estas enz í> 

mas cata1izan la sfntesis de GPP y FPP. Otras pr~nilsin- 

tetasas incluyen una actividad GGPP sintetásica purificada 

de !·1icrococcus lisodeikticus (46) Y detectad:l en semillas 

de ~. pepo (47) y de Re communis (111) I una undecapreni1 

pirofosfato sintetasa parcialmente purificada de Lac;toba- 

c.illus ,p1antarum (48), Y una C35 a C40 preni1pirofosfato 

sintetasa de ~.~. lisodeikticus (49). Estas 61 timas enzimas 

catalizan la síntesis de C55 y de C35 a C40 prenilpirofos 

fato rGspectivfu~nteu usando IPP y FPP como sustratos. 

Las únicas enzinas bien estudiadas, sin embargo, 

son las prenilsintetasas ~e hígado de cerdo e hígado de 

ace (411 42). Estas enzimas tienen un PM de 85000 dal 

tons, usan DMAPP o GPP coro sustratos al!licos y requieren 

absolutamente ó'e un metal divalente como X1g+2 (42, 50): el 

r4n+2 es algo menos eficiente. La enzima es inhibida por 

reactivos de tioles (50). Las Km para IPP y GPP son de 
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de 0,5 pMp con la enzima de hígado de ave (42) y de 1,5 y 

4,3 )lf'1 con la enzima de hígado de cerdo (50), respectiva 

mente. Se ha determinado que las enzimas de hígado de ave 

y levadura están compuestas por dos d!meros aparentemente 

id~nticos (42v 43). Todas las famasil pirofosfato sinte- 

tasas descritas en la literatura catalizan la reacción de 

síntesis de GPP, es decir, son tanto DMAPP como GPP trans- 

ferasas. Esta evidencia vino primero de la co-purificaci6n 

de ambas actividades, y luego de la demostración de que am- 

has FPP sin·catasas purificadas hastél satisfacer varios cri- 

terioa de homogeneidad proteica1 e&~iben tambi~n actividad 

GPP sintet~sica (42). 

El grupo de Rilling demostró recientemente que la 

enzima de hígado de ave posee un sitio de unión de IPP por 

subunidad¡ y un solo sitio para ambos sus tratos alílicos, 

D~~P Y GPP, Esto demuestra que las condensaciones de C10 

y de C1S son catalizadas en la misma regi6n de la enzima. 

4.3. l1ecñnismo. 

La reacción sigue un mecanismo Di-Di ordenado (50) 

como se muestra en la Figura 7; el primer sustrato es el 

alílico, y el primer producto es el nuevo al!lico de 5 e 

m~s. El pirofosfato es el último producto en saliro 

La reacci6n parece ocurrir con la formaci6n de 

+ un el carbocati6n al.!licov producido por la ruptura hete- 

rol!tica del enlace carbo-oxíqeno, probablern8nte inducida 
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Figura 7 

Mecanismo de la reacci6n catalizada por la prenilsintetasa (50) 
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por el IPP en el sitio activo, inmediatamente despu~s el 

cati6n alilo se adiciona por la cara si al doble enlace 

3,4 del IPP (27) ~ as! , la configuraciÓn alred.edor del 

el se invierte (53)~ Así se genera un nuevo carbocati6n 

que se estabiliza por la eliminaci6n estereoespec!fica del 

H 2-pro-R del C2 (34,53), como se muestra en la Figura 8. 

Aunque la inversi6n de la configuraci6n del el 

del sustrato a1!lico es compatible con un mecanismo de con 

densaci6n SN2 (53), recient~mente se encontr6 que la FPP 

prenilsintetüsa de hígado de cerdo, cataliza la hidr61isis 

del sustrato a1ílico GPPr Y que esta reacciÓn es estimula 

da por pirofosfato inorgánico (41). Tambi~n se forman pe 

queñas cantidades de hidrocarburos (41). La hidr6lisis 

procede con inversiÓn de la configuraci6n en el el del ous 

trato al!lico: igual que en la condensaci6n (53). Esta 

evidencia sugiera que la enzima puede catalizar la forma 

ci6n del cati6n alilo del GPP en una forma suficientemen- 

te estable y específica como para que no se produzca reor~ 

denamiento al!lico, que generaría un alcohol terciario (li- 

nalool o un hom610go) I ni racemizaci6n en el el. El carbo 

cati6n se estabiliza por salida. de protón dando un hidroN' 

carburo, o reacciona con agua para dar el alcohol primario. 

La reacci6n de hidrólisis 3610 se manifiesta en ausencia 

del segundo sustrato IPP y procede a un 3% de la veloci 

dad de la condensaci6n (52). 
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4.4. ES;EGcificidad pOI; el_Jargo de cadena. 

Saja ciertas condiciones, ln FPP sintetasa. de 

hígado de pollo puede catalizar la forrnaci6n de GGPP a 

partir de IPP y FPP (42), pero la velocidad de esta reac 

ción parece demasiado baja como para ser fisio16gicamente 

relevante. Por otro lado, una preparaci6n bastante pura 

de GGPP sintetasa de Micrococcus cataliza la síntesis de 

GPP, FPP, Y GGPP (46), Y una preparaci6n de la misma en 

zima obtenida de c. pepo exhibe tambi~n las tres activida 

des (47). Por 10 tanto, la porci6n del sitio activo que 

acomoda la cadena a1quflica del sus trato alflico debe ser 

relativamente poco específica. Esta suposición se ha de 

mostrado experimentalmente, ya que la FPP sintetasa es ca 

paz de condensar lli1a serie de hom6logos Ce GPP modificados 

en la regi6n del doble enlace 6,7 (52, 54, 55, 56). Además 

la enzima es inhibida por octil PP y por una serie de piro 

fosfatos y prenil monofosfatos de cadena la~ga (57). Estos 

datos sugieren que la regi6n de unión de la cadena alqufli 

ca del GPP se puede describir como una hendidura lineal en 

la estructura terciaria de lü enzima~ por lo tanto, uno de 

los factores que determina la especificidad de la enzima 

por el largo de cadena es la longitud de esta hendidura, 

respecto a la longitud del sustrato al!lico. 

La ligaci6n del IPP a su sitio tiene requerimien 

tels estructurales mucho mas estrictos (5:3). La única 
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modifieaei6n que sa puede introducir es el reemplazo del 

metilo por un grupo etilo (59). 

4.5. Especif_icidad conformaciona1. 

Con excepci6n de los poliprenoles, los interme- 

diarios Prenil pirofosfato9. tiene::l estructura tran!3 en a- .. 

nimales En tejidos vegetales, en carobio, que poseen un 

metabolismo isoprénico mucho más diversificado se ha encon- 

trado neril pirofosfato, el is6mero 2-cis del geranil piro 

fosfato (GO) (Figura 11) y Y se conocen muchos productos con 

dobles enlaces de conformaci6n cis como el ácido abscíS'i- 

co (61) I ciertos polipteno1es (39) y el caucho (40). Sin 

embargo, todas las prenilsintetasas descritas generan pro 

ductos tra~s y usan productos trans¡ con excepci6n de una - - 
enzima de algodón que participa en la biosfntesis da gosipol~ 

ésta utiliza neril ~irofosfato como sustrato a11lico (64), 

y sintetiza el 2-trans,6-~-FPP! diastere6mero del produc 

to generado en tejidos an í.mal.ea (ver estructura en la Figu- 

ra 11). Sin e~)argo, aun esta enzima posee la geometría de 

sitio activo comÜn a las demás prenil sintetasas; ya que el 

producto es trans en torno al doble enlace 2,3 (64). 

La geometría de este doble enlace 2,3 se define 

durante la reacción~ después de la adiciÓn del metileno 

del IPP al Cl del sustrato al!lico se produce un carboca 

ti6n terciario QU0. se transforma en producto por la elimi- 

naci6n de uno de los protones del C2 (27,53): 
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(Figuras 7 Y B). Al estudiar la estereoqu!mica de esta 

eliminación de prot6ng usando enzimas parcialmente purific&· 

das o sistemas crudos que catalizan la bios!ntesis de una 

variedad de productos de conformaci6n ~is o trans, se obtu 

vo un conjunto de resultados que se- sistematizaron como 

una regla biosintética (65). Esta regla establece que la 

formaci6n de dobles enl~ces trans va siempre acompañada dé - .- 

eliminación del protón 2-·pro-R del IPP y que la elimina 

ci6n del prot6n 2M'pro--S conduce siempre a la biosíntesis 

de un doble enlace cís (65). El análisis conformacional 

de la Figura 9 muestra que esta generalizaci6n no tiene 

apoyo en ninguna característica es~ructural propia de los 

sustratos o de los intermediarios? salvo la estructura de 

la enzima. Dado que el enlace simple 2,3 del carbocati6n 

no tiene impedimento de rotaci6n, resulta obvio que si el 

grupo X (Figüra 9) queda sin-periplanar respecto al 

-CH20-P-O-P, tanto la salida dE:l prot6n pro-R como la del 

pro-S darán origen a IDl producto cis. Viceversa, la confor- 

rne.ci6n antiperiplanar del carbo cac í.ón generar§. productos 

t~~, independientemente de cual sea el prot6n eliminado. 

Por lo tanto; el factor determinante en la estereoespecifi- 

eidañ de la reacci6n es la disposici6n espacial de los si 

tios ligantes de la enzima respecto a la base que facilita 

la salida de uno u otro prot6n. 

~n resumenv de acuerdo a la hip6tesis corriente, 

habrían preni1sintetasas t~ que eliminarían el prot6n 
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2-pro-R, y prenilsintetasas cis, que eliminar!an el prot6n 

2-pro--S. La existencia de estas últimas 1 sin embargo, se 

infiere de la geometría de los dobles enlaces de los pro 

ductos finales, (por ej. caucho) ~ ya que su existencia 

nunca ha sido demostrada. Sin embargo, como se describe en 

la pr6~dma sección, el estudio de la biosíntesis de monoter- 

penos condujo al descubrimiento del alílico cis de 10 

e v neril pi rofos fato.Es evidente que la investigación del 

origen de este compuesto y su relación metabólica con los 

monoterpenos podría conducir a la demostración de Q~a acti 

vidad cis sintetasa, o a una mejor comprensión de los meca 

nismos de acción general de las prenilsintetasas. Estos 

problemas se discuten en las pr6ximas secciones. 

50 Algunos problemas en la biosíntesis de ~oterpenos. 

Los aceites esenciales de muchas plantas superio~ 

res contienen monoterpenos como geraniol, nerol, terpineol, 

linalool, hidrocarburos acíclicos, aldehidos, etc. (66) 

(Figura 10). Huchos compuestos isoprenoides de 10 átomos 

de e se propusieron como los precursores directos de estos 

monotarpenos antes de la demostración de la existencia del 

GPP como el dnico intermediario ClO en la bios!ntesis del 

colesterol. (Figuras 6 y 11). Luego de este descubrimiento 

en 1959 (38) u y en particular luego de su identificación 

como uno de los productos del metabolismo del ácido meval6- 

nico en plantas, el GPP se constituyó en el precursor coman 
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o~vio. Sin ernDargo esta hipótesis no fue verificada experi 

mentalmente durante una d'cada. Sólo recientemente se han 

dilucidado ~.lgunos 'le los aspectos claves de estas v!as me 

tao6licas en los vegetales. 

Como ocurri6 con la biosíntesis en general de i90- 

prenoiO..es, el primer ataque racional a e~te problema se 

inspir6 en una base puramente quí:r.tica. r·1uchos monoterpenos 

tienen estructura cíclica, incluyendo alcoholes e hidrocar 

buros (Figura 10) En 1965, Cori (81) observó por inspecci6n 

de modelos que el geranil PP no sería un buen precursor de 

estos compuestos cíclicos desde un [>unto d.e vista químico, 

debido a la georetría mo Le cu La.r des ñavor ab Ie (Figura 11). 

En cambio, el ~iastereómero cis del GPP; neri1 pirofosfato, 

(Figura 11) ~ parecía satisfacer los requerimientos de distan 

cias y ángulos del proceso de ciclación. Ya Z2itschel h a-: 

b!a ñemostrado en 1904 que el nerol 3e ca c l.ab a en medio fuer 

te~ente ácido con ~ayor facilidad que el geraniol, de lo 

cual S~ concluyó la estructura c í s del pr-í.rne ro de as tos com 

puestos (26). 

Esta hip6tesis de qU'J 01 NPP sería mejor precur·" 

sor de monoterpenos que GPP fue sustentada por experimentos 

cin~ticos de solvólisis no enzimática (67), v por el descu' 

brimiento del "¡\~pp como un producto ouarrt í, tati vamente impor 

ta."'1te cel metabolismo d$ isoprenoides en extractos de pHin 

tulas de Pinus radiata (60). 
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el NPP es prácticamente el único precursor de los hidro- 

carburos cíclicos (", V ;::. pineno (68). El GPP fue comp.Le t a 

mente inactivo en el mismo proceso (58). En cambio, cuando 

se exploraron estas actividades en flavedo de Citrus 5inen- 

sis (69) y de Citrus limonum (70), se encontr6 que NPP y 

GPP tienen efectividades semejantes como precursores de 

hidrocarburos monoterpénicos cíclicos. Las enzimas que 

catalizan estas reacciones se han logrado pur.ificar unas 

100 vaces de ~limonum, usando una secuencia de fraccio~ 

narnientos con po1ietil~nglicol y cromatografia en DEAE 

Sephadex (70, 83). Estas enzimas denominadas ciclasas~ 

sintetizan :., y <~ p í.neno , sabineno y limoneno, requieren 

~1n:+"2, son inhibidas por reactivos aG tioles y no usan como 

suatrato neril o geranil monofosfato (70). Como lo Lnd í> 

can estudios preliminares de cromatografías hidrofóbicas 

en columnas de Sepharosa modificada, y drásticos cambios 

en las razones de las actividades que usan NPP o GPP duran 

te el almacenamiento, habrían por 10 menos dos enzimas es- 

tereoespec!ficas, una para cada sustrato (83). 

El hecho que tanto NPP como GPP sean sustratos 

igualmente buenos para la síntesis de estos hidrocarburos 

cíclicos aun cuando en el Ültin~ la cic1ación directa pa~ 

rece difícil, puede explicarse usando un argumento pura- 

mente químico, sin invocar un cambio de reactividad Lndu- 

cido por la uni6n dr:ü GPP al sitio activo de la enzima. 



En el caso del NPPr el proceso podr-!a comenzar 

con l~ formaci6n del carbocati6n cíclico descrito por las 

estructuras canónicas II! y IV, al salir el pirofosfato 

(Pigura 12) o Este carbocatión puede transformarse rápida 

mente en el carbocati6n cíclico más estable V luego del 

~taque de los electrones pi del doble enlace 6,7 sobre el 

el parcialmente positivo. En el caso del GPP esta reac 

ción es imposible en forma dj.recta, ya que el el est§. de - 

mae í ado lejos de la nube pi debido a la estructura trans. 

Sin embargo, la 501vólisis catalizadñ por ácido 

de NPP y GPP produce los alcoholes c:( -terpineol y linalool 

(67) (Figura 12) ~ la velocidad de formación de c.< ~terpineol 

es.: 70 veces mayor él partir de 2~PP que de GPP, Y la raz6n 

de productos en el equilibrio favorece ampliamente a lina- 

1001 cuando el sustrato es GPP; pero el hecho de que ocu 

rra formación del alcohol cíclico o< -terpineol él. partir 

del is6rnero trana demu9stra que debe haber rotaci6n airede 

dor del enlace 2,3. Esto es posible porque luego de la rup 

tura del en l.ace C··O al salir el pirofosfato del GPP, se 

forma un carbocati6n cuya estructura se puede describir por 

las formas canÓnicas I y II~ esta última forma contribuve 

más a la estructura ya que es más estable (142), y por en 

da, el enlace 2,3 tiene m~s carácter de enlace simple que 

de doble lo que hace menor la barrera termodinámica. para 

la rotaci6n. As! el cati6n ger?ñilo puede isomerizürse en 

una etapa lirnita.."lte de velocidad al cati6n l'lerilo, 
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Mecanismo de solv61isis de neril y geranil 
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descrito por las formas can6nicas III y IVI el cual se cicla 

como se describe más arriba. 

De este modo, las enzimas capaces de catalizar la 

ciclación de GPP y NPP a hidrocarburos monoterpénicos, sim- 

plemente aprovechan la reactividad inherente a estos co~- 

puestos. 

6. El origen del neril pirofosfato. 

Los estudios detallados en el punto anterior esta- 

blecen definitivamente a los pirofosfatos alflicos cis v _- 
trans neril y geranil pirofosrato como los intermediarios 

claves en la bios!ntesis de monoterpenos en Citrus. Sin 

embargo; resta el problema del or~gen biosint~tico del NPP. 

En principio, dos mecanismos podrían explicar la genera.ci6n 

de este compuesto~ síntesis a partir de DHAPP e IPP cata1i- 

zada por una preni1transferasa que genera espec!ficamente 

un doble enlace ois en 2,3, o isomerizaci6n de GPP a NPP. 

Este problema fue abordado por Banthorpe, estudiando la es- 

tereoqu!mica de la retención de prot6n en el C2 en la bio 

síntesis de nerol y neril gluc6sidos (62). Se encontr6 que 

se elimin~~a específicamente el prot6n 2-pro-R, este resu1- 

tado se interpretÓ como una síntesis de GPP seguida de iso- 

merizaci6n, invocando la regla biosint~tica como una regla 

sin excepciones (7). En experimentos similares en este La- 

boratorio, pero siguiendo la marcación estereoespec!fica de 

NPP Y no de nerol se obtuvieron resultados concordantes con 
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los do Banthorpe (34) 1 vale decir, eliminaci6n del pro 

t6n 2-pro-R. En acuerdo aparente con estos resultados, 

Dunphy ha encontrado isomerizaci6n nerol y geraniol me 

diada por los respectivos ald!~hidos (72), Y el grupo de 

Loomis encontró que extractos de Menta piperita y Daucus 

carota son capaces de isomerizar geran~y geranil mono 

fosfato a sus respectivos diastere6meros (74, 77). Este 

mismo grupo ha descrito una quinasa que fosforila nero1 

o neri1 monofosfato en Menta (75). 

!"leca1'lismos de interconve:r:si6n análogos se han 

descrito en este Laboratorio (71, 72) Y en el de Overton 

(73) para el cis y el trans farnesol¡ estos estudios, 

mucho ~ás claros y limpios que los similares descritos 

arriba, han demostrado concluyentemente que 2-transp 

6-trans farnesol puede ser isomerizado a su respectivo 

is6mero 2-cis,5-trans, por un proceso de 6xido reducci6n 

que se describe en la Figura 13. 

Este conjunto de evidencia parecer!a demostrar 

que el neril pirofosfato C10' no es sintetizado directa 

mente a partir de dos unidades de eS' sino que a través 

de un proceso de isomerizaci6n cuyo punto de partida se 

ria GPP sintetizado estereoespec!ficamente por una pre 

nilsintetasa. Este compuesto sería hidrolizado a GP o 

a geraniol los que se isomerizar!an fáCilmentey la fos 

forilaci6n especifica de estos Compuestos catalizada~= 
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por. una. qu í.nas a p roducl rf e NPP o ESt8 es el punto de ví.a 

ta p rova Le ca errt c en la literatura. (7). -:;in 8mhargo 1::1.8 

velocidEld(;;~s fl.(:) .üwr'Y~rizac.ión (71), v 77) "" d'-;) fosforilación 

(75) dcs cr t t.as parecen insuficientes para explicar los 

al tos ni vel~)s (1,;:~ .'.'1PP q1.F? se encuentran con frecuenciéi. en 

estudios a partir do ácido rnevc l.óru co en i~ste 1,::3horc_to-' 

rio~ (60). Por otra p~rte, la büsquGda sistG~ática de 

una iso!'1orizaci6n t10 GPP a j~lPP o vt ceve rs a ha dado ra'tiUlt.a"· 

dos cons í s t.entieraent;e negativos us endo sU"'ltratos rb.diac'~ 

tivos qua perr'1,itir'lan detectar hasta un 1% de Lnt.e rcon 

vo rs í.ón (53, 70), La !':lis:.na ausencia de interconversi.6n 

!=-r.:ms·>cis GG ha encontrado en expe r í.raont.oe cm que se ha 

USado tramé.> ,trans:-PPP como sustrato y tanto con enzimas 

ne Pinu~ (71) como de Citrus sin8nsis (70) o Citrus lireo~ 

~ (83) e 

Estos ultimas resultados sugieren que eL r.1C~'~ 

nos en Pinus V ei trus v el NPP no r~sul ta c1;3 una isor'1e- 

rización de GPP, sino que c'? 12. actividad de una UPP sin 

t,etnsa esterGoes!:,ecificLl que utilizaría mi'\PP e IPP como 

sustratos. Sin emce.rqo r si cs t a prenilsintetasa ex í.s t.Le' 

r a , la elim:J.:nr,ción del protón 2-pro··R de l, IPP usando s í s ... 

temas ace Iu Lare s de Pinns o de Citru3 (34) contradeciría 

la vi'\li.dez general de la regla biogenética. 

Esta breve revisión hist6rica del problema de 

la biosíntesis do los isoprenoides y, en particular de 

la biosintesis de monoterpenosl señala una serie de 



lagunas que dejan una multit~~ de problemas básicos por 

aclarar. Por ejemplo, un aspecto poco conocido de estas 

vías rnetab61icas es su regulación (85, 137). No hay ejem 

plos claros de regulaci6n en la ruta ~WA a FPP, excepto la 

inhibición de la qtlinasa rne'V'r,16nica oo r FPP (19) Y un efec 

to similar del colesterol sobre la IPP isornerasa (13S). 

Otro posible mecanismo de regulaci6n podría ser mediado por 

fosfolípidos; corno sugería un efecto activante de esta ruta 

por estos compuestos¡ descrito por George-Nascimento (79). 

Este efecto, que fue el punto de partida de esta Tesis, se 

describe a continuación. 

7. Efecto de fosfolípidos en la transformaci6n de ~cido 

rnevalónico en prenoles. 

En 1969, George-Nascimento describió en este la 

boratorio (79) un efecto aparentemente estimulante d.e fos 

folípidos sobre la transformación de ~1VA en prenoles. El 

efecto exhibía la especificidad característica de este ti 

po de estimulaci6n, ya que la fosfatidiletanolamina era la 

ünf ca especie activa si se ensayaban fosfolípid,os de proce 

dencia animal (cerebro). Sin embargo, la fosfatidilcolina 

o la fosfatidilserina de fuentes vegetales (soya, R. radia 

tal podían reemplazar a la fosfatidiletanolamina (79). 

Este efecto era peculiar en dos sentidos. Prime 

ro, parecía haber un alto grad.o de especificidad por la 

porei6n hidrof6biea de la mol~cula del fosfol!pidoJ la 
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eficiencia ds la fosfatidilentanolamina como estimulante 

dependía de In fuente de la cual se extraía. }\sí la 

~ipalmitoil-fosfatidiletanolanina sint~tica y la fosfati 

di12tanolamin? de origen hacteriano no tcmí:1 ningun efecto 

(80) r pero la especie da r í, vade do ce reb ro de vacuno era 

muy activa El efecto estir.mlo.nte ;?arecía ser uno. funci6n 

de la composición de ¿cidos grasos del fosfolipido. No se 

logro establecer un.a correlacion definida entre el tamaño 

y La Lnaat.ur ac ton d,:; Los ac í.Los <3.el fosfo1ipido y el (?fec'" 

to hio16gico *(80), 

I.I.~. segun~l~. pe cua .. liaril;.é\\1 (le estr;j efecto era el 

hecho Que Las enz í.mas Lnvo Luc r ad as son so Lua Les , de lo 

cual hay muy pocos eje:nrlos cm 1<1 literatura (135, 136). 

El pzob Lema g:anerCll de la estimulo.ci6n di2 éJ.cti vidades en 

zimciticas por fosfolipülo'3 aun no se ha. r es ue Ico desde un 

punto de vista TiK~canístico (143 p 141) o Un·:'! de las difi~ 

cultndes principales en el estudio de este efecto lo cons 

tituye p re c í.s amont;e el que las cnz í.mas descritas en la 

li ter.>;l,tllri"l en 1.:'\8 cuales se puedo observar gesto. estimula'" 

ción existen asociadas él memo r anas p lo que dificultél bas 

tanta la labor de p71rifj_cClci6n. El cart:cter :hidrofóbico 

de 10 mayor í a de estas prot.e.rnes hace imposible roante-' 

nerlas en solución al estado nativo en ausencia de deter 

gentes o de fosfolípidos: estas adiciones tienden a os 

curecer la interpretación de los resultados. De aquí 



--- ---., 

37 

que la posibilidad de contar con una enzima que pueda man 

tenerse en solución sin La a.dici6n de compuestos anfif!li 

cos proporcionaba un sistema apropiado para el estudio de 

este problema. 

Por otro lado, este estudio podría agrega.r más 

informaci6n en torno a los mecanismos de regulaci6n de las 

primeras et~pas do la transformacion de ácido mevalónico 

en prenoles. Es probable que estos mecanismos sean más 

complejos en vegetales que en animales? ya que en plantas 

los mismos intermediarios de la cadena biosint~tica de iso 

prenoidos pueden t0rminar en una variedad mucho mayor de 

productos finales. 

El objetivo inicial d.e esta Tesis fu'3 localizar 

el punto de la secuencia HVA ~ prenoles afectado por 

fosfol!pidos, aclarar el mecanismo de este efecto, identi 

ficar las especies lipídicas activant~~ y relacionar estruc 

tura y aCdi6h en ellas. El logro de los dos primeros obje 

tivos implica una labor de purificación de enzimasv y por 

ende, implica resolver una serie de ?roblemas derivados de 

las características de los extractos enzim~ticos prepara 

dos de plantas superiores. Estos problemas se esbozan a 

continuaci6n. 
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8. }\!gunas propiedades de los extractos enzimáticos de 

vegetc.les o 

Los tejidos vegeta.les contienen numerosos compo 

nentes no proteicos, normalmente adscritos a las vacuolas 

y a otros organelos subcelulares, que se mezclan con las 

proteínas del citoso1 durante la preparaci6n del extracto 

(111,117). Estos componentes pueden interactuar con las 

proteínas y modificar profundamente sus propiedades (111), 

10 que se refleja tanto en su actividad bio16gica como en 

su estabilidad o en sus patrones de separaci6n. De aquí 

que la existencia de estos compuestos constituye uno de 

los problemas más serios en la purificaci6n de enzirnas ve~ 

geta1es. 

Por lo tanto uno de los criterios fundamentales 

en la evaluaci6n de la ruta de purificación de preni1sinte 

tasas que se desarrol16 en esta Tesis es la e1iminaci6n de 

estos componentes v fuera de obtener purificaci6n sobre la 

base usual de librar a la enzima de inter~s de otras proteí 

nas. Aunque no conOC8nos con seguridad la composici6n de 

los extractos crudosp estos presumiblemento contienen clo 

rofila (en. el caso de P. radiata) # flavonoidesl que absor 

ben fuertemente en el UV (;A.máx= 310 nm (139», carotenos y 

polifenoles. Algunos d8 estos conpuestos son responsables 

de la ncidez del extracto, de su absorción en el UV 

(AZ80 = 28 , prote!na.::: 1 mg/ml) y de La interferencia 
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con reactivos capaces do ligarse a tioles (29). 

E~tos componentes aparentemente no influyen de 

un modo deter.minante en la estabilidad de las enzimas que 

proponemos estud.iar (ver Resultados), pero impiden utili'A 

zar los m~todos corrientes de determinaci6n de prote!nas¡ 

de aqu! que en este trabajo se usara para ello el insegu' 

ro y poco sensible método turbidim~trico (112) en las 

primeras etapas de la purificaciÓn. ~~áloga~ente es impo~ 

sible utilizar ninguna t~cnica basada en la absorci6n de 

luz en el UV. 

No es sorprendente entonces que se haya dedicado una 

buena cantidad de trabajo a resolver el problema de sepa 

rar las proteínas de estos colorantes (111,117,140). 

Los métodos descrit0s en la literatura son poco específi 

cos y b~stante enérgicos, como tratamiGntos con PVP, 

DOWGx, Polyclar AT, o ;c , v (111). De hecho, ninguno de 

e1106 fue de utilidad en nuestro Sistema (113). De aquí 

que un punto fundamental fuera encontrar un método para 

librar a la preparaci6n de los colorantes. 

En rcsum~nl el objetivo de esta Tesis fue ini 

cialmente al aclarar el efecto de fosfol!pidos sobre la en 

zima de la biosíntesis de isoprenoides, especialmente des 

cartando artificios no enzimaticos debidos a part1ci6n de 

fases. Como consecuencia de este trabajo, se ahord6 el 

problema de purificar lo o las preni1transferasa separán 

dolas tanto de otras proteínas como de 10S compuestos de 
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menor peso molecular del extracto, con el objeto de estu 

diar en ellas el efecto de fosfolipidos y su estereoselec 

tividad en la biosíntesis de dobles enlacesv 
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t-tETODOS 

1. Obtenci<?!l..L conser~aci6n ~.El~-t;..eLial b;t,0169i~. 

1.1. Obtenc:.~.9.lL_de p~antulas de Pinu~_radi~ta. 

Treinta gramos de sernil1as selectas obtenidas en 

el Instituto Forestal, por gentileza del Dr. Norman Smith¡se 

sembraron en ba~dejas sohre arena de cuarzo h~~edecida. 

PreviaP,ente la arena se lavó con agua y luego se hirvi6 du 

rante 2 horas con una solución de ácido sulfúrico al 1%. 

El pH de la arena ácida ~s! obtenida so ajustó a 4 lavándo 

la con agua de la llave. Luego de la siembra y lan semil',Fl~ 

se cubrieron con una capa de arena de 1 cm de espesor, y se 

dejaron a temperatura ambiente bajo una ampolleta de 100 t'1 

a 40 cms de distélncia. El suelo se mantuvo continuamente 

hüme.do , La. germinaci6n se produjo al cabo de una semana y 

el desarrollo óptimo (10 cm de altura, 170 mg de peso) se 

alcanzó en unos 25 días. En estas condiciones no se necesi 

t6 agregar sales inorg:lnicas para mejorar el desarrollo de 

las plá."'ltulas ~' no hubo crecimiento de hongos sobre las plan- 

taso 
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1.2. Preparación y conservaci6n de extractos acelulares 

de plántulas de Pinus radiata. 

Las plántulas se lavaron con agua destilada lue 

go de cortar la raíz, y se molieron en un mortero previa 

mente enfriado a ~20o con Un volumen de TrisoHCl 0,1 H 

pH 7,4 equivalente a 2 a 2,5 veces el peso de las plántu-" 

las. La congelaci6n adecuada de la muestra se aseguró 

agrega.ndo nieve carbónica al mortero durante el proceso de 

la molienda. 

preparaci6n. 

Esto no afect6 la actividad enzim~tica de la 

El hOMogenizado se centrifugó a lOOOOOxgx90 

minutos, luego de eliminar las partículas grandes por fil 

traci.6n. Tanto la centrifugaci6n como el resto de las ma 

nipulaciones se efectuaron entre O y 4°, salvo indicación 

contraria. El extracto así obtenido contenía entre 2=3 rng 

de proteína por mlr era de color verde y el pH fue de 6,5. 

Esta preparación se us6 Lnme da acemenbe , o se e.Lmacené has 

ta una semana como una pella proveniente de una precipi ta 

ción de 90% de s,"'l.turaci6n con sulfato de amonio. Para es 

to, se agreg6 al extracto sulfato de amonio s6lido molido 

durante 20 minutos h~sta alcanzar una concentraci6n equi 

valente a 80% de saturación, y luego se ¿taj6 estabilizar 

durante 20 minutos m!s. La suspensi6n se agit6 lentamente 

con una barra magn~tica. Finalmente las prote1nas se d8- 

cantaron centrifugando a l5000xgxlO mino La pella así ob 

tenida se guard6 como tal a 4°. El rendimiento enzimático 



. vari6 entre SO y 80% I medido por la incorporac.i6n de radiac 

tividad de 2_14C-MVA en prenoles. Alternativamente a este 

procedimiento de precipitación v el extir acco se liofillzó y 

se guardó a .. 20 (, en una atm6sfera seca i' por un período no ma 

yor a un mes. El rendimiento de este proceso vari6 entre 

30 Y 50%. 

1.3. Obtanci6n de frutos de Citrus sinensis. 

Los frutos se ob t.uví.e ron de un conjunto seleccio~ 

nado de árboles? en los ~;Huertos de Betania~' O'Iallarauco), 

por gentileza de Don Gonzalo Perez,se trasladaron al labora- 

torio y se procesaron de inmediato o se guardaron a 40 por 

periodos no superiores a una semana. La colección de los 

frutos se llevó a cabo entre junio y septiembre. 

1.4. Preparaci6n de polvo cet6nico de fla~"3do de Citrus 

sinensis. 

El sistema enzimático de flnvedo de Citrus sinen- 

sis se almacenó como un polvo cet6nico. Los frutos se lim- 
. 

piaron primero con una escobilla bajo el agua de la llave y 

luego se lavaron con agua destilada. Se sac6 el flavedo 

(exocarpio) sin alvedo (rnesocarpio) 1 y se cortó ~n trozos 

pequeños p~ra asegurar una homogenización adecuada! est~ se 

_,'" , .. ,-, '··li1:tV'6 a cabo durante 5 minutos p interrurnl?i~ndola cada O v5 

minutos r en un homogenizador v1aring Blendor con acetona pre- 

enfriada él '~·20 1). La razón volumen de acetona / peso de 

flavedo fue de lo El homogenizado se filtr6 en papel 
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Whatman 1 Y la torta se mantuvo continuamente fz:!a median ... 

te la adici6n de pequeños volúmenes de acetona a-20°. 

Luego la torta se lav6 con un volumen de ~ter preenfriado 

a-20°, similnr al volumon de acetona usado en la homoge 

nizaci6n. El ~ter se removi6 posteriormente s·oneti8n.f!o~_la 

torta en una oampana de vidrio ~ un vacío de 0:1 torr, y 

atrapando el solvente en un condensador a --25°. El trata 

miento con éter no aumenta la actividad enzimática del ax 

tracto, pero permite extraer una gran cantidad de los colo 

rantes originales del tejido que son insolubles en acetona. 

Un Kg de naranjas rinde aproximadamente 10 9 de polvo, y el 

rendimiento enzirnático referido a la actividad FPP sintet~ 

sica del extracto acuoso de flavedo es de 50%. 

~odas las enzimas involucradas en la biosíntesis 

de terpenos r desde YNA hasta farnesil pirofosfato, se con 

servan en el proceso. La preparaci6n del polvo se lleva a 

cabo usando partidas de 40 a 5e Kg de naranjas. Estas pre 

paraciones tienen actividados ~nzimáticas diferentes debido 

a la variaci6n estacional. De aquí que cada preparaci6n se 

ensaya .independientemente, y luago las preparaciones de 

actividad similar se juntan y se guürdan a 40 en seco. 
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2. preparaci6n de los extractos enzimáticos. 

La preparaci6n de los extractos de plántulas de 

Pinus radiata se describe en la secci6n 3.1. 

2 .10 ~Fep""~~i6n d~ ex~~t2_ de flavedo da Citrus si~ 

nensis. 

La.s naranjas so pelaron luego de lavarse cui.dado 

samente con agua destilada y una escobilla. El flavedo se 

troz6 con tijeras y se homogeniz6 con un vo1urren de tamp6n 

Tris .nci O r 1 H pH 7.4 o fosfél.to de po t.as í o 0,1 1'1 pH 7.4 

igual a 1;5 veceg el peso del flavedoz la homogenizaci6n 

se lleve; a cabo por 5 minutos" interrurnpi6ndol9. cada 30 ae - 

qundos ~ e, 4 o en un homoqen í z ado r \ti7aring Blendor o en un 

Omni E·1ixer. El homogenizado ¿¡:I! obtenido se pas6 por 

gasa y se centrifug6 por 20 minutos a 30000xg. El extrac 

to tuvo un color rojizo y un pH de 6,6. La concentraci6n 

de proteínas fue de 2 n 3 mg/nl. 

2.2. Preparaci6n del extracto de pol~ot6nico de flavedo 

de Citrus sinensis. 

El 1'01"0 se hcrnogeniz6 por 5 minutos con un volu 

men de tampón igual a 15 veces el peso usado, en las mismas 

condiciones antGriores. Cuando el extracto se preparó sin 

intenci6n de purificar enzimas el tampón usado fue fosfato 

de potasio 0,1 !'1 pH 7.4 j en caso contrario, contenta ade 

mas glicerol al 10% (v/v) y DTT 0,1 mI'·1; es·ta diferencia no 
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afect6 la actividad específica de las enzimas estudiadas. 

El procedimiento restante fue id~ntico al descrito en 2.1. 

El extracto resultante fue de color amar í Ho verdoso y que- 

d6 a pH 6,6: la concentración de proteínD. fue de 0,7 rng/ml. 

La prenilsintetasa no es extraída cel polvo cet6nico por 

otros tampones r como su.ccinato 0,1 Zc1 pH 6, o Tris •. Hel 0,1 M 

pH 7,4¡ este efecto parece relativamente específico, ya que 

la concentraci6n de proteína de los extractos obtenidos 

usando estos tampon~s es la mismao 

3. Determinación de actividades enz im~:ticas. 

3.1. Determinaci6n de actividades prenilsintetásicas. 

El ~todo se basa en quü el sustrato 1_14c_1PP 
es estable en ácido 1 a v a t.empe r acur-a ambiente (84), mien 

tras que los productos d.e la reacci6n, 1_14C_GPp o 

1_14C_FPP; no 10 son d¿bido a su carácter a11lico (89). 

100000 cpm de V1 1- :lC--IPP por ml. (17 ,5 C/r:.101) se fncubaron 

p.n t~J03 c~niccs con tapa esmerilads con la cantidad de 
enzima que se indica en cada expe r írnen tc I en NgC12 10 mili, 

mercaptoetanel 10 n1..?,¡l y fosfato d8 potasio Opl H pH 7,4. 

Cuando se ensayaron preparaciones enzimáticas contaminadas 

con fosfatas~s# por ejemplo al extracto, se incluy6 tarn- 

bién A'rp a una. concent racrón final de 10 mn, Esta adici6n 

no afecta la actividad de la prenilsintetasa, pero dismi- 

nuye significativaInante la hic1r61isis de sustrato o producto 

(.~ataliza~.a por las fosfatasas end6genas. El medio de 



reacci6n con tuvo- adem~s DHAPP, 2l pll finnl, al determinar 

la actividad GPP sintetasil o GPP B,5 }lH final para determi 

nar la actividad FPP sintetasa. Estas concentraciones son 

saturantes. La hidr6lisis de los productos al1:1icos catali 

zada por metnl (86) es despreciable en estas condiciones. 

El tiempo del ens ayo fue de 15 minutos, salvo indica.ci6n 

contraria. 

El extracto contiene actividades fosfatásicas 

que hidrolizan los prenilpirofosfatosp sustrato y productos, 

a los a Lcoho l.ea durante La lncubación (87) o La actividad de 

estas enzimas es mucho mayor que la de cualquiera de las 

enzimas de la ruta biosintética cuando se ensaya en condi 

ciones 6ptime.s (88). Por lo tanto, luego de detener la 

reacci6n enfriando a O o r los e.l.coho l.es producidos por la 

actividad fosfatásica se extrajeron inmediatamente en 

1;5 ml da ~ter de petr6lao (40-600). Esta fracci6n se de 

nomina de ill!pidos Lfb res v , y I dependiendo del sistema bio 

l6gico y de las condiciones del ensayo, contiene alcoholes, 

aldehfdos e hidrocarburos (70, 71, 72). Esta ext.r accí ón 

de lípidos libres fue innecesaria en las etapas más avanza- 

das de la purificaci6n, y~ qUG éstas no conten1an fosfata~ 

sas. Luego se agreg6 Hel a la fase acuosa hasta alcanzar 

una concentraci6n final calculada de 1,2 H Y se incubó dU 

rante 10 minutos a 37°. En estas condiciones los produc 

tos alílicos formados en el curso de la reacci6n enzim~tica 
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son completamente hidrolizados, pero no el sustrato marca- 

do IPP (89). Los ülccholas r~ordenados resultantes se ex- 

trajeron como antes y una alícuota se cont6 en soluci6n de 

cenee Ll.eo , Esta fracción se denomina I:(ü!lica"¡~ ya que pro- 

viene de los pircfosfab.)s alílicos del mec.io de reacción. 

Las actividades GPP y PPP sintetásicas se expresan como la 

cantidad de producto al!lico formado en nanomoles por 15 

minutos. Una unidau d.e activiJ..::tJ es po'r le tanto 1 nrnol 

de GPP o FPP formado en 15 minutos, por ml da medio de en- 

sayo. 

Durante la hidrólisis catalizada por ácido se 

forma un carbocati6n primario (89), que se reorüena inmedia- 

tamente a un carb:)catión terciario, de modo que los alcoho- 

les formados en la f r acc.í.ón alílica son reoxdencdoa ~ 

dirnetilvinilcarbin01 en el caso del Df.1 .. l\.PP, O( -terpineol y 

linalool con NPP y GPP respectivamente, y 6-tranf!~nerolidol 

para 2-trans o 2-012:3 6-trans farnesil pirofosfato. Ya que 

los dos isóneros cis y tra~s farnesil pirofosfato dan el ...... - 
mismo producto reoréenado, la caracterizaci6n c.e los produc- 

tC)s formados requiere de un rn~b)óJ alternativo de Jetermina- 

ci6n de la activiJ.ac., la hidrólisis enzimti.tica. En este en- 

sayo, denomfrrado de "pzeno L fosfatos n, la incubaci6n se detie- 

ne enfriando, se extraen los lípidos libres si es neceaa- 

rio, y las enzimas se desnaturalizw' calentando a 1000 duran- 

te 3 minutos. Se enfría y se agrega tampón Tris.Hel 1 M 
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pH 8,3, hasta una concentraci6n final de 0,5 M. Luego se 

adicionan 5,2X10-2 unidaces de apirasa de papa y 0,15 uni- 

dades de fosfatas.a alcalina Je E. coli, y sO incuba a 37tl 

durante dos o m§.s horas; los alcoholes primarios as! for- 

roados se extraen con ~ter de petr6leo como antes. La frac- 

ci~n as! obtenida se üenomina ea prenolfosfatos. 

3.2. Determinaci6n de la actividad i~~~Eten~irofosfato 

1sornerásica. 

Esta dcterminaci6n se realiza del mismo modo que 

la de la prenilsintctasa pero omitiendo el sustrato al!li- 

eo GPP o Di..,1APP. El método se basa en la estabilidad del 

sustrato IPP en un medi-::) 5.cirlo I en contraposición con la 

labilidad del producto I el DHP._PP (84). La actividad enzi- 

mática se expresa del mismo modo que para la prenilsinteta- 

sa • 

3.3. Determinaci6n de las ac·tividades fosfatásicas. 

El ensayo de la prenilsintetasa durante la puri- 

ficaci6n se llev6 a cabo en tamp6n fosfato 0,1 H pH 7,4, 

que es un medio que deprime drásticament.e la actividad de 

las fosfatasas originalmente presentes en el extracto (SS). 

Por lo tanto¡ la determinaci6n de la radiactividad de la 

fracci6n l!pidos libres del ensayo de prenilsintctasa, no 

es un buen m~todo para la cuantificaci6n de estas activi 

dades fosfatásicas. De aquí que ara indispensable contar 

c." "L. ;; _.t .... '_ ..J 
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con un ensayo' rápid? y sensible para esta detem;L~a9j.9.n. 

Esto se, consig .i6 aprovechando una observacion de 

Chayet (11B), de que el FPP parecía ser mejor sustrLl- 

to que el GPP, y ~ste que el IPP, tal como lo indic~.~ 

la radiactividad de la fracci6n l1pidos libres ae las 
determinaciones de IPP isomerüsar y GPP Y FPP sintetasas. 

Tal come se mueshra en la Tabla 1, el FPP es hidrolizado 

d.e la fracción :U.pidos libres en los ensayos anteriores 

mucho más rápidamente que los otr0s prenilpirofosfatcs. 

Por lo tanto, la mayor contrihuci6n a la radiactividad 

está' dada por el farnesol t cnmo la cantidad de FPP 

formada en los ensayos de FPP sintetnsa es mayor que 

la .eformada en los de GPP sintetasa, y ~ffite mayor que 

'la generada en el ensayo de isomerasa '( cuando ambas 

enzimas estan juntas, por ejemplo, en el extracto) ¡ obvia- 

mente las actividades fosfatásicas apal':entes serán cam- 

biantes en el mismo orden. 

De aquí que para la determinaci~m de esta 

a~t~yidad se usara 1_3H-2-tr~ri6-6-trans-FPP (34,1 e/mel). 

La fracción enzimática se incubó con este sus trato duran- 

te, 15 minutos, usando una ccncentraci6n de proteína de 

l/lO de la utilizada en el ensayo de sintetasa. El resto 

de las condiciones fueron las mismas , excepto que el 

ATP se omiti6, ya que este compuesto es un inhibidor. La 

concentraci6n de sus trato fue de 5,3 w1, y la actividad, ,f,te 
, . \, ," " 

determinó contando una a11cuota de los 11pidQS libJ;es • 
•.. " 

-, 
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Tabla 1 

Efecto de la composici6n del medio de reacción sobre las 
actividades fosfatásicas del extracto de polvo cet6nico 
de flavedo de Citrus sinensis. 

!'\.c1:i.vidad especí fica 0"'1 los 
tC'.!1:!fines 

(nmoles/min/mg) 

Isopentenilpirofosfato 

Succinato Fosfato 
Ofl 1,; pH 6 0,1 l\;~ pi.l 7,4 • ¡ ~ ,:; , 

0,29 0,038 

3,37 1;54 

16;33 0$98 

Sustrato 

Gerani1pirofosfato 

Parnesi1 pirofosfato 

14 3 3" 1- C-IPP: o 1- I-l-GPP (1 e/mol), o 1- H-FPP se l.ncubaron 
en las condiciones descritas en el texto con 6,5 ~g de 
proteína de un extracto de polvo cet6nico, en los t.ampo> 
nes indicados más arriba. La concentración de los sus 
tratos fue 11:6, 12p2, Y 13,5 uT" para ¡PP; GPP y FPP. 
respectivamente. 



3.4 Determinaci6n de las actividades cicl~sicas. 

En este ensayo S~ utilizó lli1a prepnraci6n enzim~- 

tica de flavedo de CitruG limonum, que presenta una activi- 

dad biosint~tica de hidrocarburos mucho mayor qu~ cualquier 

otra deseri ta (70). La enzima se incubó con .~mC12 10 :mM, 
3 mercaptoeta,ol 10 m~, 144 pl~ l~ H-NPP (0/9 C/mol) por una 

hora a 37°; en to.mp6n '7.'ris.HCl 0,1 r4 pH 7,8. La fracción 

lípidos libres, de un vol~~¿n do 2 mI; se agitó durante 1 

minuto con aproximadamente 085 g de ácido sil!cicoy que re- 

tiene más del 99% de los nlcoholes producidos en la incuba- 

ci6n, pero no a los hidrocarburos (70). Luego la suspensión 

se centrifug6 y le radiactividad del sobrenadante, correspon- 

diente a los hidrocarburos, se determinó contando una a.licuo- 

ta adecuada. Los alcoholes ~dsorbidos en el ácido silícico 

se pueden e Lu í r con éter etílico PO). 

3.50 Determinaci6n de la transformación de ácido meve..16nico 

en preno1es. 

En e~tos experiment0sJ la cantidad dG enzima y el 

tamp6n que se indican en cada caso se Lncub ar on con 100000 

2 14 (/ ' a 250000cpm da - C-H.s-~1VA 17.5 e, mo l.) 9 ATP ..•.. 0 mI'·1 r l\lgCl2 

10 ma, ~ilnC12 10 mM. El tiempo de incubaci6n vari6 entre 30 

y 120 minutos, a 37°. El resto del procedimiento fue idGn- 

tico :al usado en la determinaci6n de la actividad prenilsin- 

tet~sica, (se~ción 3.1.). 



14 Se usó 2- C"~P..s",1'4VA como sustrato para la doter-- 

minaci6n de la actividad de la quinasa mevalónica y 

2-,14C-'PB'~P!'1VA sintei.:izado como se describe en la sección 

8.2 o!, como sustrato pare"! la o_ete:r-rninaci6n de la ',acti\ridad 

de la quí.nas e 5w·fosfomeva16nica.. Sn estos ensayos p Las 

cantidades de enz í.na y sustrato que se indican en cada ex'- 

nerimento se Lricub e ron en 7\~(,P 10 :rnf-'1? I~lgCl2 y MnC12 10 m.1'1.p 

me rcept.oet.ano I 20 mrl[ y Trio .aci O: 1 1,~ pH 7.4! I'.t 37° Q por 

tiempos vc.riablea entre 5 y 20 ní.nut.os Q según se iniiica en 

cada exp~rimento. La reacción se detuvo calentando él. 1000 

por 5 minutos o Luego del ca'lent.amí.ent;o Q se c.mtrifug6 du- 

rante 2 minutos o. 3000 r pm y una alícuota c..G1 aob renadan+e 

se aplicó en línea en p,'"I_?el r·7hé"tm·J.n ... ~ 1 , 

In análisis c:,e productos se llevé él cabo median- 

te una cromatografía ascendente usando n+b ut.ano l, ~ ácido 

f6rmico ~ agua=?? :' 10 ~ 13, o isopropanol: amonf aco ~ aqua=B ~ 1 ~ l. 

El primer solvente resuelve muy b í.on entre wn. y P~'lVAQ y 

el segundo r errt ro PMVl~ y PPHVA. Por lo tanto, el primer 

s í.at.ema se usd pera la det9rminnción de la actividad de la 

quí.nas a meve l ón í.ce, y el segundo para la de la fos foroeva"'- 

16nica. El procedimiento se describe en l~ sección 4.2. 
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3.7. Determinación de la actividad de la fosfolipasa C. 

Esta actividad se ensayó por dos métodos~ a) si 

guiendo el cambio de turbidez a 550 nm de una preparación 

cruda de lipoproteínas de yema de huevo (90), y b) determi 

nando la cantidad de fósforo ácido soluble liberado por la 

enzima (91)0 En este m6todo, que se usó para cuantificar 

exactamente la actividad enzimátic~¡ el sustrato fue fosfa 

tidilcolina pura de soya, preparada en el Laboratorio, se 

gdn la técnica descrita en la secci6n 6.1. 

La enzima, una preparación liofilizada de fosfoli 

pasa C de Clostridium vlelchii s se disolvió en agua o 

en Tris.Hel 10 m.H pH 7,<1, Y se guardó él -200 o En estas con 

diciones la actividad se mantuvo en un 50% luego de 2 meses. 

4. T~cnicas cromatográficas. 

4.1. Crornatografías gas-líquido. 

En este trabajo se utilizaron 2 tipos de fases li 

quidas en estas cromatografías~ silicona SE-30 y etil~n 

glicoladipato (EGA). La fase sólida fue Chromosorb W r 

lavado con ácido, tratado con hexe .. luetildisilazano, de malla 

60/80. Las fases líquidas se usaron en UJ.!a relo.ci6n p/p de 

2% (EGA) y 3% (SE-30) f el relleno se llevÓ a cabo disolvien 

do la fase liquida en cloroformo (SE-30) o e11 ace t.ona 

(EGA), Y suspendiendo el soporte s6lido en el mismo solven~ 

te. Este se evaporó a baja presión (0,1 torr) por 
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agitaci6n continua en un evaporador rotatorio. Se usaron 

columnas de acero o de cobre de O ,,64 cm de diámetro exce r-- 

no y de 3 m de largo. Las columnas se lavaron con las si- 

guiente secuencia de solvente antes del llenado~ agua, áci- 

do nítrico (en el caso de la co Lumn a de acero)? aqua , amo- 

niaco concentrado, aguay se secó perfectamente despu~s de 

un 111timo lavado con acetona. 

Las cromatografía.s S8 llevaron a cabo en un ins- 

trumento Varian 1800; la ·t8mp8ra.tura del inyector fue de 

2500 Y la del dí:.~tector de conductividad t~rmica, de 3000• 

El gas portador fue He~ cuyo flujo se ajustó entre 40 y 70 

ml/min., dGpendiendo de la separación particular. La ra- 

diactividad del eluído se reg-istr6 continuamente con un 

contador Geiger de fase gaseosa. usando butano comercial 

como gas de apagamiento. El voluro~n del detector Geiger 

fue de 80 mI, de modo que el ajuste de la velocidad de res- 

puesta d0l contador a una constante de tiempo de 5 segundos 

asegur6 una buena relación señal··ruido 1 aún con bajos nive- 

les de radiactividad. La t(;;mper,'ltura de este detector fue 

de 2500 Y el voltaje de trabajo se determinó rutinariamente 

como el punto medio de l !¡plateau", Para. esto se utiliz6 
60 un 0standar externo de Co. La conteJuinaci6n del equipo 

se eliminÓ reemplazando la columna cromatográfica por una 

vacf a e inyE:lctando varios ml de acetona yagua r en este or-- 

den. Cuando este procedimiento no dio resultados el 
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contador se desarm6 y se lav6 exhaustivamente con etanol. 

En os t.as condiciones se midieron con seguridad masas de 

portadores de unos 200 ug 'j réldiactividades correspondien 

tes a menos de 500 cpm en cada compuesto. 

Cuando se hiciGron colecciones integrales del 

eluído, este se hizo pasar a trav~s de un tubo en U sumer 

gido en una mezcla acetona-Co2 s61idov a ~75°. La recupe 

raci6n de radiactividad en este proceso vari6 entre 80 y 

100%. 

4.2. Cromatografías en papel. 

En estas cromatograf!as se uso papel vlliatman Nd l. 

La muestra se aplicó en forma de línGa, se sec6 y el papel 

se dej6 estabilizar por una hora en lél atmósfera de la cáma 

ra de cromatografía previamente saturada. Luego se s~~er~ 

gi6 en la soluciÓn croma.tográfica y se d~~j6 correr toda la 

noche a 4 o o Finalmente el papel se sec6 u. temperatura am 

biente, se cort6 transversalmente en tiras de 1 cr~que se 

cortaron a su vez por la mitad y se colocaron en frascos de 

centelleo (secci6n 12). Alternativ&~enteFse tiñeron con el 

reactivo descrito en cadu caso . 

4.3. Cromatograf!as en placa. 

En estos estudios la sílica gel se suspendió en 

un vo Lumen equivalente a 1,5 veces su peso en agua, o de 

soluciones de nitrato de plata al 3 o 12%. La suspensi6n 
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;e extendió Lnmedt at.ament;e sobre placas de vidrio de 20x2Q 

C1:1. o de 20x5 cm, p re ví.amontie desgrasadas con acetona, usan 

do un aplicador DesagiJ.~ las placas recu.biertas se dejaron 

secar Q~ rato a tem~eratura arobiente, o toda la noche si 

era~ placas argentadas, y se activar.on una hora a 110°. 

La muestra se aplicó en linea o en W1 punto, se ~ej6 secarf 

y se desarrol16 en la cámara cromatográfica a temperatura 

emb í.ent;e • 

4. ,!. Cromatografías en Se ph ade x , 

A continuación se describe la preparación de las 

co l umnas de Sephadex G-IOO ':l Sephadex S~150. La matriz r ma-' 

lla 40-120 ¡ se preparó hinchando el pr oduct;o en agua a ~ 6" 

según las instrucciones del fabricante (92). El gel, COn~ 

veni~ntemente desaireado por este procedimiento, se puso 

en ~~a colm,ma de vidrio mediante una bagueta larga. Des 

pués de llenar la columna, se estabiliz6 24 horasv se agre 

gó más gel y se estabi1izó mecánicamente p as endo agua b a 

jo una presi6n hidrostática similar a la utilizada durante 

la cromatografía. Luego del ernpacamiento cornplc-;)to, la co~ 

l~~a se cambió al tampón de e1uci6n haciendo pasar un 

volumen de tamp6n igual a 4~6 veces el volumen del lecho. 

Las columnas se utilizaron reiteradamente sin desarrnarlas , 

y se guardaron a 4° en zazida durante períodos largos, 

sin cambios en sus propiedades resolutivas. Las cro 

matograf1as se llevaron a cabo como se detalla en las 
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se pres!:mtan C0Tr.\O una f un c í ón 601 vo Lumen de L lecho y no 

del volumen real de e Luc í.ón e da L númc ro (]'3 f r e cc í.ón, ooloc- 

té:l.do ¡ 'ya que la primera fOr'1.:1 de exp rcs o r estos resultaa.os 

es mas adecuoda pera la discusión do est~s experimentos 

(92) • 

4.5. Prc~paraoi6n de co1ui'nnas de intercam.tJio. 

4.5.1. c~e co 1 umnas de DEJ.I.E ce+ 

lulosa y Dotmx 1. 

Los intercambiadorGs DE~~ Sephadex, DEAE Cclulo- 

s a v Dm-vex-l se prepn.:r.':trnn d<:~ cC1J.8:r:c'n o Las intrucciones del 

fabricante,(93, 94~ 95) ):~1.E-)di~.nteL:'l.vados cíclic0s con a.cj_do 

y baso, y luego se estabiliz~r,:"n con el tampón de elución. 

Par::;. cs t.o e L intercarnbii."00r se dejo 24 ho rns con un e xce so 

de 10 veces en volumen del tampón de e l.uc í.ón ii do U.11é.'. con- 

centración e_(3 1 r:-L. Lue qo se :r:lont6 on la co l.umn e, y el exoe- 

so a03 t.amoón concentrado :'18 Sc.CÓ p as ando un vo Lumeri del t.em- 

pón diluían r1ü eluciónv·i.gual él 6~'lO veces el volumen del 10- 

cho. Alb3rnativ,J.mente! la p r.í me r a e t apa de esté'.bilizélción 

con 01. ta.mpón concerrt r ado se llev6 a. cabo directamente en 

la co l.umna , h acf.endo pas ar u r 'l vo l.umen de tampón equf valente 

e. unos 5 vo Lümenea de columna, Las c!'omatografl:as so lle~ 

varon a cabo como se describe en los exper tment.os prescn- 

tñdos en Resultados. 
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purificación de fos folípic1os .. ...;._ __ . __ .. _.~. ._~ __ .,~ . ---.. _ ... ___.t:" _ 

IJ0. preparación d~1 La columna se llev6 a C0..b0 de 

acuerdo a. Rcuser (96) o Una cantidé.'\d adccuadr>.. de DEAE ce- 

Lu'íos a , lavada con ciclos de ácido y b ase según las íns- 

trucciones de L fabriccmte (94) 1 SG llev6 a la f()rma aceta- 

to por estabiliz.a.ción contra 5 volúmenes (1e ácido glacial ~ 

el ácido se eliminó Lavando exheusc r vamente con metano1 

en un fi1 trr:· r.te vi0ric de po ros í.dad mad.í as este se eliminó 

a su vez dojf1,nc''o el int8rci'1~biarj.or 24 ho r a» ;9,]. vacfo s ob r'e 

I<OH:' 15 grs ('1(~ 1(:~ pxeper ací.ón seco se resuspendieron en 

~,cir'l.o acético y se í\.~j ,"l.rnn impr~gn~r toda. 10 noche. Luego 

el interca.mbip'.Gor se c":)10c6 en un a co l umne de 2 (5 cms de 

Cl.iá.metro interno, para ciar una eLt.ur a ('1,8 20 cms n 

4.6. Crc·ma tografía de adsorción cm ácido silícico. 

Una cantif,a(~ adec"'lo.<~a dE.: ácido s í.Lf o í co (malla 

100) S0 puso en un V0.Sr) y SG 1a7ó ?ril11i~rO con tres volúme- 

hoz as a. 110 '> • El pr0('1ucto seco se auapenda ó en clorofor~' 

IDO V se montó en una co Lumn a (~e vidrio de 2 cm. de diáme- 

tro hasta una altura d(~ 25 cms , El adscrbente se retuvo 

en 1/:'1. co Lumn e con un t8:::.5n fe lana de vio.rio. Finalmen- 

te se lavó con un volumen de c Loxo fo rmo nesairea(~o que 

cnnten!a BHT al 0,01%, equivalente él. 3 volúmenes C'J~l :. 
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lechop inmediatamente nntes oe usar. 

5.1, 1:1ét~(1.('. mor'.! fi ca(1c de Clark. 

Este mét'j(10 65 una Ei.c)di:Eicación de la técnica 

('~escr!ta por Clnrk (97). Se basa en que 1'.')6 fosf01fpic1os p 

a aifarencia ~el c0lesterol y del resto de los lfpi~os 

neut ros , son b astran t.e solubles en éter etílico pero poco 

solublesen acetcnp-. 

Un ce reb ro Ct" vacune ocmpr ado en el matadero o 

de porcino (gentileza ,'.13 don JOS8 Hu.rg:~')zzin!) se conservé 

en hielo y se cor t.ó en trozos r")e a,,;>roximaclamente 50 gr ,7 

después de no más de 2 horas ::18 mue r t o el aname L, Un t ro- 

zo se us~ ~n la preparación y el resto se guar~6 congela- 

(,O a -20";, el almac~!').amiGnt~) en estas condiciones no afec- 

ta el estas0 ni 12. compos í.c í ón fosfolipíc:.ica, por un pe- 

rfo,:'to "".e algunos meses (8). El material se roil.ujo él. tro- 

Z03 pequeño~ con una tijero. y se molió por un minuto junto 

con 200 rol {le C.cetona. en un homoqen Lz ado.r \7aring BLerrdo r , 

El ho:moqeniz<2c:.o se filtré- bnj:J presión negativa en un vi- 

clrio poroso. LI". torté'. 

una "8Z m!.is. ]' ..• :1 t':,rté1. resultante se extrajo suspendí.én- 

f..ola en 200 ml, "".e é!ter libre ~0 per6xidos durante 5 

mí nut.cs con agi tt1.cié)n ocasional. S(3 filtró como antes b a- 

jo un flujo continuo de N2; Y la extracción (.3térea se 



v'Jbri6 a repetir del mismo modo , Los filtrados r colecta-" 

G.OB en frfo y bajo N 2 r se comb Ln ar'on y se concent.r aron en 

un evaporador r0te.torin '" menos de 2;) rr-L ~ estn solución 

se agreg6 s ob r e 200 m L é'cetr'lnf". fría. El precipitado se 

·:;ejt5 de can t ar una hor-a él t.j";" se fil tr6 po r pape I íJ\1fltl.tman 

NC 2 baje flujo de ~2 y el pro~ucto se guardó él. -20°. Tc- 

dos los sol verrce s U~<~,~:QS en e s t.a prepa.raci·"5n y en la 91- 

guiente se ('1i3s3.1rsD.ron nr8viar:lente con }~2 y to-.:10s cont1..1vie- 

ron BRT al 0:01% (p!v). Las extracciones se llevaron a ca- 

bo a temperatura er:úJien'te. 

La técni.ca Je Fclch (99) se bQS2. en la. ut í l.t z a- 

ci~n de una mezcla c.Lcr of'o rrao-rue't eno l (e/ril) 2: 1 {v/v} ~ que 

es un excelente sol vente ee lfpü:os. El prGcedimiento se 

11ev6 él cubo eO!'.1-') Sigue ~ 50 gr (le cerebro se hornoqen í.z a ron 

con lIt ("1,~ C/~J! 2:; l por 1 J:'in ut.o en un TfJaring Blendor. El 

homoqen.í z ado se filtró y le. tortC'l. S8 vo Iv í.ó e. ext r ae r con 

500 ml, r1el mí smo so l.ven+o , Al filtrac:'o comb í.n ado se r'lgre- 

ganm 1.50 m L ;-'1.8 me t.ario.L ~ agua 1 ~ 1 (p/v) r S(~ Z\gi té Y se eli- 

minó la fase superior aCUOSQ. La. fase inferior se ccnoerr- 

tr/) a sequGr!.ad mec.iantc UDs bon:).:'). ce alto vacfo o El liofi- 

la soluci0-n se virti6 sob ro 50 ml, ,:1e acetona. El precit)i- 

tad0 se c0lectó y gucrc-ló como 5·3 (~esc:d.be en la sección 
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6. Purifica.ción de fos~olípidos. 

Para Qurificar las fracciones crudas de fosfolí 

pidos obtenidas por cualquiera de los procedimientos ante 

riores se utilizaron dos técnicas de cromatografía en co 

lumna, y cromatografía en placa gruesa. La cromatografía 

en DEAE celulosa fue menos usada debido a los grandes vo 

lúmenes de solventes que es necesario utilizar. Todos los 

solventes usados contuvieron BHT al O ,01% Y se desa.irearon 

previamente con N20 

6.1. Purificaci6n de fosfolípidos por crornatografía an 

ácido silícico. 

A una co Lumn a de 2,5 po r 25 cm preparada como se 

describe en la secciórt 4.6.: se aplicaron 300 rng de fosfo 

lípidos crudos, disueltos en unos 20 ml de cloroformo, y 

se e1uy6 con 150 ml de este mismo solvente, este volumen 

se colect6.en Wla sola fracción, que contiene colesterol 

y lípidos neutros. Se continuó e Luvendo con una mez c l.a 

c Lo ro f oz'mo+me ti ano L 4 ~ 1 (v/v) de 150' m'l , que se colectó en 

tres fracciones de 50 ml. Luego se eluyó del mismo modo 

con cloroformo-metano1 3g1 (v/v) y finalmente con cloro~ 

fo rmo-rne t ano l 2:1. La cromatografia se realiz6 a una $0' 

brepresi6n de N2 de 0,1 a 0,3 atm., para asegurar un flu 

jo uniforme de 2-3 ml/min. Las fracciones se recogieron 

a 0°, bajo 1'12• 
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Los- prime'ros 5() ml de cloro.formo-rnetanol 4 ~ 1 

~ntuvieron e~ti~ad9G muy pequeñas de fosfolípido, pero 

en la ~egunda fracci6n colectada con est(~ solvente eluyó 

aproximadamente el 60% do la fosfatidiletanola.mina inicial, 

contaminada con nequeñas cantidades dü fosfatidilserina, 

como se pudo demostrar por cromatografía en placa. fina 

(secci6n 6.4.). La fracci6n 3~1 contuvo ~~jOS fosfolípi 

dos en aproximadamente La misma carrt Ldad , La fosfatidil 

colina fue eluírla de la columna con cloroformo-metanol 

2~lf cont~...minada con cantinadG8 oequeñas de otros fosfolí 

p í dos , cuv e nat.ur a Ioz a no fue adecuadamente demos'l:.radat el 

contaminante más j_myort~n·t~::: pareció SE',r esfingomielina. 

6.2. Purificaci6n de fosfol.ípü5!os pO~,cromélto9rafía en 

DEAE··celulosa ~.: .: _ 

Esta t6cnic~ se realizó de acuerdo a Rouser (96). 

La muestra (100,-200 mg,:;) s'?:: 2.01ic6 dí s ue Lt.a en cloroformo 

a una columna de DEAE celulosa prS9üriJ,d;1 como se descri.be 

en la sección 4.5. 2 ~ se Lavó con un vo Lumen d,~~ cloroformo 

equiva.lcnte a 9 veces el t·:::-,t~l de la columna para elimi 

nar los lípio.os neutr:Js. Luego se eluyó con un volumen 

similar de cloroformo metanol 9~l (v/v) con lo que sale 

la fosfatidilccl.;ina, contaminada con a Lq unos lípidos com 

plejos. La fosf¡'ltid:Uctanolamina es eluída del mismo mo~ 

do usando clorr)forIuo"metanol 7 ~3 (v/v) , Le. columna se 

continua lavand0 con solventes c1e polaridad crecienteg 
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C10:CCT{orfU('} -=-ot~.nol 1 ~ 1 ~ clolX.>formo-ácido a;c~t.ico 3: 1, áci- 

do ac~tico=mgtanol. COI",,", lA f oo-: 

fatidilserina íI no son elu.'ídos hasta el lavado con ácido 

acético. En todas las eluciones se colectaron volQ~enes 

de 350 mI, en frio y bajo N~. Las fracciones se concentra- . .,;. 

ron hasta un volumen de 20 rol y se ana Ld z axon mediante 

cromatografías en placa de Lq adn y tinci6n con reac·ti vos 

específicos (sección 6.4.). 

6.3. Purificaci6n de: fosfolfpidos por cromatografía en 

placa aruesa. 

Cuarenta mg de fosfolfpidoB crudos o semipurifi- 

cados por alguna de 109 procedimientos anteriores en co- 

Lumna , se aplicaron en líne;:;l a p Laoaa de 20x20 cm de síli- 

ca gel Gv de lv5 rn.T'!1 de espesor" preparada como se describe 

en la secci6n 4.3. Le. band2. que contenía los fosfolípidos 

de interés se identificó pcr su posición relativa luego 

0.0 revelar con un pulverizad0 de aguél." La fracci6n se ras- 

pó de la ?laca, el agua se eliminó al vacío (0~Ol torr)¡ 

y los f.osfolípidos se ext.rajeron 3 veces con volúmenes de 

5 rn.L de clorofornK)'-meta.nol 2 ~ 1 (v/v) ~ Las fracciones S.8 

juntaron y se concentraron a 3 mI. Luego se analizaron 

por cromatografía en placa delgada y tinci6n con reacti= 

vos espec!fic"Js (socción 6.4:.). El solvente usado en este 

proceso de purificación fue cloroformo=metanol~agua= 
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6.4.. An~lisis de fosfolípid:"Js. 

Los llnidcs se identificaron p0r cocromatografía 

con e s c andaz'e s en p Laoas celgév:ias de sílica gel y por t.í n 

ción con reactivos específicos o Las placas ,7 de O g 25 mm de 

espesor r se prepa.rarrm COPlO S8 describe en 1.1. sección 11.3.; 

la solución él8 fosfolípid.') se aplicó en un punto y la cro 

matografía se llevó a cabo a te~peratura ambiente. Los 

so Ivent.es us ados fueron cloroform'::l:;metanol'agua=65~25~;\ y 

cloroformo r met.ano L ~ ác í do ac6tico ~ agua=50 ~ 25 ~ 8 ~ !J,_ 

Los valores do 'Rf variaron en u ... '1. 10% y coi>:'\.cidie 

ron con los descritos en l~ literatura (100,101). Los fos 

fclípidos con grupos amino se revelaron con un pulverizado 

de ninhidrina (102), Y los que contienen un grupo cclina se 

revelarcm del misr:l.) modo con el reactiv:J de Draggendorf 

(103). COM0 n~a.ctiv0s de tinci6n general d¡..~ lípidos se USC1_ 

ron Rod amí.n a 6 B (102) n I2 p ap lLcado pulveriznndo sobre 

la placa una ao l.uc í ón rJJ3 12 en me t anc l al 10%. 

7. Síntesis de prenil pircfosfatos. 

A c0ntinuaci6n se describe la síntesis de i80- 

pentenil pirofosfato y farnesil pirofosfat0? tanto el 

m'1APP corno el GPP us adcs en este trabajo se sintetizaron 

del mismo mo do por L, Ch ayet , Se utilizó la técnica de 

Cramer (1011:), que usa dioxano difosfato como reactivo 

fosforilantc=;: y los prenoles como sustratos. 
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7.1. Purificc.ción de los alcoholes. 

7.1.1. Purificación de isopentenol. 

E¡:;te alcohol (3'-metil, 3-butenoll SB us ó direc 

tamente en la fosforilaci0n ya que el anSlisis por cromato' 

graffa de gases (co l.unna d(~ EGA f 30 o, el rF;sto e.e las con 

diciones descritas en la seccil')n 4.1.) 1 no mostr6 contami 

nacionosry el iS0pentcnol eluy6 de la cc>ll.lmna como un pi~ 

co 3iJ'~trico f cuya área correspondi6 él. La esperada teórica 

mente si toda la masa inyectado. fU0ra isopentenol. En las 

condiciones de La cxomat.oqr af f a p el mét(~do habrfa detecta 

do un n.í ve L de contaminación tan bajo como el 1%. 

7.1.2. Purifica.ción d~ 2"trans¡6~trans~farnescl. 

Diez ml de U!1a pr'epaz aca ón comercial (95% pura) 

que contieno los <1 d í.as t.e roóme ros del farnesol se esta.bili~ 

zaron durante 2 horas a una presión de 0,2 mm de Hg en el 

balón de una co'l umn a de nestilación de b anrIc anular rotato 

ria (Perkin~·El:mer 7 P1.odelo ¡'1FT-51). Se calentó s uavemerree 

has t a que la temperatura. de la cabez a de In co l.umna adia'lo)á 

tica. subi6 bruscamente él 910 f y se 0!UpeZI~ a recoger en es~' 

te momento usandc: una rclacion de reflujo de 200~17 se co 

lectaron 10 fracciones cuvos vo Iümencs flu.ctuaron entre 

0,5 Y 1 mt., hasta que la t.emper-at.ur a de la cabez a de la co 

lumna fu(~ de 91 Q • La frecuencia de rotación de la banda 

anu Ler se men+uvo en 20000 r pm durante todo el reflujo. 
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La destilaci6n duró 3 horas, y la presi6n se mantuv~ entre 

0,18 Y 0,2 mrn de Hg. 

LeS fracciones S,=3 analiza.ron por crcrnat0graf!a 

de gases en columnas de F~GA y de SE·-30· los a Lcoho Las se 

s í.Lí.Lar on antes (-18 invectar en esta última co l unna . El or- 

den de dor:;tilación fue el siguiento~ ~-cis farnesol, 

so l.. El p r Ime r e Lcohril, so ob t.uvo virtualmente puro en la 

primera fracci6n, las ~.:te)"Jás f.rélccir:mes contuvieron cant.í> 

c1.ades var Lao Lcs de 2 (' 3 farn.eS01es. La fraccién de mayor 

punco de ebul.Lí c í ón, que fue la utilizada en La síntesis f 

contenía 80% del is(\mero trans-tréms y 20% del isómero 

cis-trans. 

7.2. Pir0fosforilaci~n ~e aloJholes. 

En os t.a sfntesis se US:l dioxano difosfato como 

aqent.e fos fori lante, acecon.í tri lo corno sol vente y tricloro~ 

ace con í, trilo como cat.e l í z adcz , Lé\ reacci6n produce 105 

~steres mon~vpiro y trifQsf0rlla~os ue los alcoholes. 

El dic1x0.no é1ifosfnt0 se prepara me ac Lando 

f..icx¿..:mo y ácido ortofosf:~rico en una relaci6n molar 1: 1, 

filtra~do el precipitado en un~ atMósfera seca y r~movien- 

ñ0 el exceso de dioxano por liofilización. El producto 

así 0btenido se vuelve él. 0.isolver en df.oxnno , antes de usar, 

para regenerar. el dioxano d.ifosfa.tc' hidrolizado y se vuel- 

ve a liofilizar. El solvente orgánico se libró de 
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peróxir'3.os p as ándo Lo pnr un a columna de alt:.imina aetivada 

(148) , Y so (lesti16 sobre cribas moleculares. Todos los 

reacti vos 1..!3000S en la síntesis se (~estilan'm y secaron 

sobre cribas moleculares y se guar~aron en un desecador 

de vidtio sobre pentóxió) (113 fós for~" El mat.e r í e L lJ.e vf, 

~rio fUG igualmente secado calant~nQol0 a 120n durante 2 

horas y luego al.macenándc Io sob re el pentsxido c1e f6sforo. 

Estas precaucionos son nece se r í as debido a la extrema sus 

ceptibilidad r.1.C!1 dioxano rifnsfato a 13. hidr~lisis. 

El pr~nol purificado {0e9 mmoles},se mezc16 con 

0,81 mI de tricloroacetonitri10 y se agit6 violentamente 

durante media hora con una pequeña barra r.tagnética g en un 

ba.16n c'!e 50 ml de forma cón í.ca, cerraco. El élioxano oi' 
fosfato (018~ g): se disolvió en lliia mezcla de 0,84 m1 de 

tríetilamina. y 30 rnl de acetonitril"; esta solución se 

agreg6 s obxe la ao Luc í.ón qU<3 contenía el e Lcoho L durante 

-4 horas mediante un 0l1'buc.o Je decantación y se dej6 agi 

t.ando 10 horas más. La solución final fu;.:; de color amari- 

11:). El proceso se llevó a cabo C0n el sistem3. comp1etLl 

mente carradc c. temperatura Nnhiente. La reacción se de- 

tUV0 agregando 50 :mI de hic1róxidc ('1e amcn í.o 0,1 1:1. Luego g 

los componentes org5nic:)s del me+í,o de reacción se extra~ 

jeron :2 veces con 50 mI o.e ~ter et:í.1ico 1i.bre da poróxidos, 

y la fase etérea se Gxtre<.jo a su vez con dos porciones de 

50 ml de la soluci0n emon í.ace l., Las fases acuosas se 



juntaron ¡ y el éter fli:;u.('_;:lto se removié en un evaoor adoz 

rotat0rio G. nresiAn rec.ucü1c. (O ¡ 1 tc,rr). El prenil nirJ- 

R o 1. Bicsínt8'1i.3 rqc; iSc'0ontcnil nirofos f.i''1.b' o .. _---,"_ -- -_ .. _ ... _._. __ ._~----_ .. ~-_._-_._ .. _ .. - 
La sínte!3j.'5 (1.(-3 este comoucat;o se reaU.z6 ut í.Lí.-: 

trifugc.0.a él l00000xg, que contiene lé':::; (O)nZÍ"'n2.S qUG ci".tali'· 

z an La conversión ,113 5.c1('\.: !'12va.10nice, en IPP i C0n buen 

ren~imient0 (~O; 105). El suoro no tiene é'ctiviea~ IPP 

Lsomo rñs í.ca retGctc:bl,~ (~I). 1:::"\ que lo ~1.a.CQ ade cuadc 0a· 

r a la bi()sínto~ig 6¡~ IJ?P." va '1UO 8Slte pr00uctr·, no es trans- 

fnr:rnad.o -:cm DIUi.PP o De estG mod') '" ~8 puorle chtenor un ren"· 

c.imiento consül.eT'nl¡ln!J1Gnto suporior al r'fU1':' ~E:," logra us an- 

y:>rocedi:mient0 Do sü'o !'!clocué:(10mentG 0(~scri to por lo OUG 

no 80. eeté'ülará. ~.quí (115). 

Sro¡ use. C0I'10 s us t r at.o 3 -ns 211 e- ;\;NA¡ que ~e t.n- 

CU}-)O con une canticl.é1rX ad<:,"cuél.do. C"_3 s ue ro por 15 o 30 mí nu 

t . t 7V"'P ~. +;;: 0g:, J un r. con , . .i. o ."'.g 

bios de rlcti,viCl.ar: enzj_Ii.l.:1tica entrl? Las difercmtes 1?artir'as 

(~e suero Q o !'()r l10'u01105 0curridq; curante al a.ll':.acenamien- 

to? Y p·:lrñ. minimizar el efecto dp. Las fosfati:'.sas en(~6gG' 

ter!"\in~r 81 tiemp() optimo (}G L:'t ri~~cc:U)n. Esto se h í.z c 
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nedian te e:x':.'Ie :r:i.rnentos de. rru Ls oa de enz trna r a 370 ~ S~ llevó 

a caoo una ~rimera incu;Hlción" se r.letuV'O calentan0.o a 96'''' 9 

y 80 reni tió el mí.s mo proce90 3 veces !\,a.").. agregando enzi'" 

ma cada ,TeZ. El progTe~() de la r e acct.ón se siguió medf an- 

te cronatografía.s en ra';")01 (nropa.no1' amonf aco • ao ua=S ~ 1 ~ J. v 

ne cc.t ón 502) 1 V el IPP producto se ic1entif:i.c6 »o r cocro:rnato 

graf.ía con I1'P auténtico rar.15_éJcti VO. Este ans avo !'38 con" 

fir1"'l6 con c;nRaVOS hiológicos usando la me ac l.a 3·f,' :'1VJl. e 

IPP cono sustrato de la preni1sintetélsa 9u.rifica::lo'!I y por 

identifi.cRci6.'1 en el cro:fl.atógr."'lfo ~8 gasas, 0..81 alcohol 1i.,· 

Dorad.o de esta mezcla. luego a.e uno. hic1rólis:i.s con fos f a t a 

s a a Lca l t na V apiri'lSa.. Los resultados f uo ron coinciden- 

tes r excepto '1ue' lc_ mmtidad r:e r ad Lac t.í, Vir~_;:lc:'! recunere.dé' en 

m~mt9 2. La alta voL~tilü1af {i_(~l iGonentcnol r: 37 =, El xen 

Que se puoden conseguir ve.Lc ro s té'.n l')w?nos como 92%, el 

jnr en e.l procec.ir.."!.iento qUE:! USf1 las onzinas dG hígado do 

cerdo (106) o d.-:::~ un Lí.s ado 0.e Lev adur-a (107). 

obt~~nido Se ou r í ficó corno se 

describe en la sGcción 0. 
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8.2. Biosíntcsis a,~ 2 _14C-~ocforn~,YnlÓ~1.·CO ",1' .t.. .;,:} •• ,.:-.,. I ~ ••.••• _ ,_. ,o ~----------_._~- 

unida(18s de quin;:.":~ I'íeva.16nic.a de ~lí<;;"lro ~e c~r(~o, doria- 

ción ·:;k'l Dr o B ,. ~8vtífl, J (~n O; 5 ro.L (te uno solución de i\TP 

~'lg"'1 t:"". ~ '''"'r': "" F.~·r,.·1 ... \.,. 2 v.l ' " :.-.1. ~.:> -" .•. 

y se dotuvo ce Lerrt endo (} 96 ,) no r 3 minutos. Los :;?r00uc" 

tOR se ana'lí z en par cr'J:matr,grllfíé.'. en nr->pel (bu+anc L ~ ácido 

f6rmico agua=77'lO:13). rendiriento vArió entre 30 a 

90%" r aspec'to al?. cen t i dad in.icül.1 de 8UG·tré.'.tc utiliz,?_'')le: 

3- R· T·tV.;\" J..J2. ident.idad del product.o S8 vüri:l:ic6 no r t.r at.a- 

miento con apira50. di} P:lp'::' «r fosf~t~'st:' alcéllina r lo qua 

generó un nroc.ucto cuyo P"f en 1.:::. misma cromatoqrnf!:1 co- 

prenoles catalizada por enzi~as de Pinus. El P~WA no se 

purifi.có f va CIue noao tro-s no desetL~&i1:)s llGvar a cano un 

estudio exhcu>1ti vo (l.8 

to con el SUf3tr~to ??:·WA en 0.1 ennevo de esta. enz í.ma , no I .. 

pueden tenor un efc:-cto ñ(~let~re("); ya qu",: 

q an ') S(~ g;:ln(-~ra.n 0.urantG 1('l, incuhé'.ción con Ion extractos 

enzi!ntlticos. 
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se puede sepa.rar del s ue c z e t.o aU:t:'C!ntc la cro.matografía. 
1,1 

cuando se purifi.c6 1·= "e- IPP .. el l'1E~(~io de reacc.i6n se 11.3Vó 

('el mí srso mo(!() é.l ~O!) m.l en ·1:ris., ~{Cl .10 f.1fi., pero S(~ omj_tió 

la incuoación con pirofosfatasa. 

A con t í.nuací ón la. mucs.t r a se aplicó a. una co'Lum- 

na do 30:>d ~ 5 cms de DEAE Sephariex .{\ .. ~25 preparada y estahi~ 

lizc,da. en ta'Upón Trü'). .Hel 0101 .~~ pE e ¡ 3, como se c)()scribc 

en le. sección 4 e 5. f con un flujo 0.e ¿ür0c1;.~f30r de 27 rü/h ~ 

los proc:'uctos C..0 10. síntesis se e Luvc ron p r í mo ro con un vo- 

cho : Lue qo con (')1 mismr" vo Lunen ·0.8 b í.ca rbonat.o de amonio 

o g 1 1\1, Y fi.nal:-nente. con una gradientc Lí.ne e L cuyo volumen 

fu") igu0.1 a 10 vo Lümene s de col uran a, de lír.ütes 0,1 y 0,35 

r.1 en bicarbonato de o mon ío • .El p~I se man t.uvo e:;l las dos 

últimas o Luc í.onoa con IJ.lris. HCl 10 mJ\1 pH 8v3. 

se reticnGn o se reti·2.nen débilmento r come- 10s alcoholes no 

f.r.~"'fr."'.,r.-_;l.::>.il,.O.~. en 1"'8 s frrt .. -::>.-:-';r. ()r ...•. ;;ni,...:'\~ ,-.. eo"""'" el (~_.c.-!.·',."_·,.\n .. _ ,-:;J _~ ".,¡.,.... c.. r:: .. : ¡J ••••••• ~."',...:.J ..Ir. 1 •• ' \_ •. _ :,"} ••..••••• "_"",,,t ... :;:" f \.. l)~. I _ 

que se qene ra en 1:'l. b í.os Irrcos í s (10 IPP o los mon':)fosfa.tos 

y el ortofosfato ~8 las s1.nt";sis 

ros c Luycn a una f ue r'z a i6nico dn 012 H Y los sequndos 
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a O f 3 j\1. 

9.2. An.álisis o 

L0S pro,l.1.lct,">g así obtenidos se analizaron en una 

cromatogrñfía en papel¡ como se ~8scri~o en la secci6n 4.2., 

usando n-p ropano l arn.';'1íé:co· o.gu3.=3 ~ 1 < L Los sus t r at.os no 

:: In r.ig~2.ci1'5!~ 0.(;} los s usr.rat.os r.adiactivo5 so r19termi··- 

no COr!'!.O 90 ,1.cscrihc en la sección se o 2 o Luogo los sust r a- 

tos se trataron con f0sfata$él e l.ce Lfna y apircs,=" J pera dar 

los rOr.:lpectivos nlc0holos que 

fia de gases. Et 91 caso ~8 an51isis 18 loa sustratoA ra- 

r1L'1ctivos alílj_ccs (GPP r FPP) Re determinó a(1emfl,g su (1ebi-' 

da r~'::J sus t ra to en HCl IN po r 10 rrí.n • ~. 37" ~ i:;xtray~·mdo los 

alcoholes reor~enaCos con ~ter de pctr6l8c v contanrlo unA 

alícuota él:3 la fase orgá.nic¿::. El 'f.utirn0 criterio fUf3 su 

utJ..·li z ací on por enz í.nas ,'k::, no' ve cct.ón í.co t,c> f] :IVer1\"\ ('1,:> e _ -.. • _ , _ _ J...,., _(" . .,1 •.•• "''\~-... J:' ....Lo v ._. .• ~ .~. . •.. _ •..•...... ... . ... ,_..:;_. 

sincnsis. 

la e 
10,,11) ilét000 turhic"'_irnétrio') " 

!::st~~ m(átor1o se utiliz6 en los \O!xtractos y .:m 1"'13 

et:2.D~.g iniciales \~e purificación.. El extracto contiene co-- 

Lo rant.es 0ue interfieran con les E\t3t00.0S b~Sa(1.o3 en la ab- 

sorci6n ¿:!,e luz a.l UV 1 c::.si C080 cm las (!istintaB reaccionGs 

r.e proteínas (!tlG! se utilizan cor rí ent.ement;e para la 
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determinaci6n de su concentración (llC~ 111). 

En este mé t odo 2;5 ml, C1e TeA al 6% (p/\') se agre- 

garon sobre 2,,5 ""',1 0.0 una solución que corrt.Lerie la muestra 

y le turbid.ez se oonro aró con un blanco de agua en un co Lo+ 

rímetro Klett usa.ndo un filtro verde (112). El mgtodo Q¡!; 

lineal hasta llila cantidad de 3,0 mg finales de proteina y 

de ce ct;e hasta 0 J 1 :ng de nroteína por mues t r e , 

10 02. Hétodo de Low rv , ---------- __ . 

Este mét.odo se utilizó después de elü;1inar los 

componerices fen61icos no p ro ce í cos 0(:;]. extracto eu, La ... !,u:r.i- 

pr(milsinteté'.sa purificada cuyo contenido en pro- 
, 

teína S8 dsterrnin6 rio x el M&-I:odo turhidim(~trico: solo Gtsí 

son comparables las dGt(~rminaciones hechas con ambos méto- 

dos. 

11. Determinaci6n de fosfato. 

11.2. De t(./ITlj .. ~n~r!it)n ________ :........ .• ~.:J.: fósforo total 

'-::0 usó sI ~étodo (1.0 A.."l1E:S (l15). .7'-, un volumen de 

muestra no neyo r que O r 1 mL 88 0.gr8g.:'Ul ') 12. rol de Hg (NO,,) 2 
.5 

y lU8qo se calcin a h as t.> cen í z cs :~l"mc2.s. c;,~~ enfría y se 

a.gr'::;ga.n O f 3 m l de He]. l::J. ::,;.:.; ca t í cnt.e él 1":10"> durante 
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15 raí.nucos i se enfría y deterI'1ina ortofosfato como se des- 

cribe más crriba. 

12. Determinación dr3 rél.'.:Uéi.cti v í.dad, 

Lü;:; condiciones do cómput;o de Y.'."\('.iiJ.cti vidad por 

cerrt.e Lí.co se ajustaron con rnsnecto 0.1 volumen de: la ao Lu- 

ci6n de c(.mtell\:lc' 1 él. 12. concenc r ec í.ón del c(~nt0.1lea.dor so- 

de agregar:3e t: 1é1. solución d8 cent.o Ll.eo sin disminuir la 

eficiencia. 

utiliz6 t.o Lueno como solvento ;:n:-imario con 

e t.ano l, Gol 10% (v/v) r paxa. s o.Lub í.Lí.z ax mueat.rzis acuosas. 

Us ando 2! 5"·difi:~nilox,:'l.z(Ü (4, gil t) corno cont~.:;11ec.d0r prim:"l.- 

r í o ¡' se encontró que un!". concentración d(;, Q ,.1:?5 g/lt d:sl 

centollendor secundario (1.~-bis(2-(5-fGniloxazolil)-ben- 

en dos ml, do so l uc í.ón cc::-rtc:;1}.c::mtep 2;PJ:l luc~':iO de L'=! adi- 

I.,:;. eficiencia 

1 ., _.t...CL 

ñ.b;nuacién d.=; 105 pulsCls de V::)]:télje. cuando SE: contaron tj_- 

ras de papel o ou an do se determin6 la radiactividad de un a 

so Luc í ón dG éter do !?otrólG0 d8 vo l umen move-r que 0,5 ml, 



----- - ~--- - -- -- 

78 

el volumen de L~, s()luci,~n C:2 contelleo SQ él.umentó a 5 ml, 

para mantener la eficiencia del C0r'1puto. 

fue do 

La eficienci(1 de l, c6mput0 en estas condí cí.ones 
., ft 3 

8 "'s!, n,-,' ,,;;¡ -"¡O .l'·'~r' . "',..-:> 35~ - ~ I~! .) o ~n <..:._ ca.I::iO u....- "y '_,"- o piJ.~_ a '" Hn muestras 

no acuosas. La tc-'lmr:l8raturA, f ue 1? cl;l amo í.errce , El apaq a- 

. t " t .... t' . .•.. rm.en o 138 n,~' o rrro.no ru a.naz a ernenuo por el I,(h~tod() de raz{)n 
1,1 3 

""n 0...,.,..,;.,10<:: ('/>6·) t"1u'~ SoCo c"'l-ihr;;; us ando ---':("--"H or-I" r. r. _'P O ~'" e; .•.... ._.~.t._,.,1 _'- .l: f";!' I,,_;:: ;.. 1,:.... e .... .J.. .....•• r_) n~~ 1 .. ,.} 0_, '·_ •.••. 3·)"" x .r1 .•... t2 

como 8stándél.res 9 y ü('!Gton,:')_ como apegador. 

Las so Luc toncs acuosas S0 contaron en 10 ml, de 

esta solución, que admite f~cilmente hasta 10 pl de fase 

D.Ci.10Sap 'J en 10 m.l, eL.' aol.uc íón cerrt e l.Laant;e de Bray (147). 

La e f í c.í.eno.í a del córaout.o en esta solución fl~.$ ;¡ . ..,.¡ 
' .• f,o..;.;:,_ 85% s::.. 

el vo l.umen de agua agregadc no es rnavo.r que un ml , El pH 

á.cido y la a l.t e f ue rz a iónica dismj_nuy':lron dre.sticamente 

la e f Lo.í.en c.í a de L C()i71.put:C de ra,,~:L,'1ctivida:..:! de est3.S fa.ses 

aouos ea ~ por lo t¿-~nt0 > las muestras acuosas se neut re Lí.z a- 

r cn y/~ ~il~veron ~ntns ~e . •... ....- ..• ..•. - \. - .. ~.. .- ... contarl.?l.s. Se utilizó un conta- 

13. PreparCJ,ción (~(::: s us cens í.ones de fos:Eolípidos. 

Una cantida~ a1ecua~a de fosfol!pi20 disuolto en 

c Lo ro f ormc metanol 1 ~ 1 ~ so GVc\I)oró baje:: un.". corriente de 

rL.:; 1 lípic-:.o seco se agreg6 agua o t2.mpóa dssaircauos y 
¿ 

se s0nic6. Este pr0c'2so se realizó duxarrt;e 3~'¡~ minutos 

con un equipo Biosf)nik IIr (Bronwill) r a 20 Im(~rt , con la 



te tiempo (J.26, 127). T.J3 s uapens Lón tuvo un leve turbi.dez 

(~'550 menor que 0,05), que no é1.esapi1reci6 cuando el tienpo 

d·3 la sonr.cací.ón se aument;c hasta los 30 rtl.in. 'r0c1o el pzo- 

ceso se llevó a cwo en frío v bajo llna corriente c0ntinua . - 

de '1\"1 
L~ 2. La sonf cacf.én se llevó a cebo con intervalos de unos 

30 gegundos: a fin c1e·:r.antenei la temperatura en 4°. 



nATEI1IJ'._LES 

Los re?cti 'lOS que; se ine.ican c. con t í.nuaedón 

se obtuvieron de las fiIT1as neno'í.cnedas en cndz caso '. 

nerol y qsranio1; de Fritzche Brothers, Cc" New York, 

U87\" farnesol f cim.;:;ti1ali1a.1Gohol p de A1drich Chem.Cc.v 

'1 
y -H'-¡;JaBH4, de !'1i h:r aukee H us.?~ . .., 14 acido 2- -C--rnGvalónico 

ae'\l England ;~Juc18ar f Boston, USF_\; 

ceno, de Nuclear Chic~gor Illinois, USA 

ácido 6i11:c1co (100 mesh) f de HallinkrodtpSaint Louis, 

US.A- 

cr:Cbas mo Laou l ar es u de Union Carbi~le r US?\. 

Sephadex y sus derivados, de Pharm~cia Fine Chern.; 

Uppsala, Suecia~ 

DElill c~lulos2~ ee ~'Jhatman COo f Kent¡ Inglaterra) 

fosfatasa nlcal1na y fos fo Lí.pas a e, de '3ig'Mo C~ern. co , r 

proteínas est~nrl.ares 1 do rl,s.nn RqSGélrc'.1 Cc., Ne~..r York, 

USA~ 

El r8c;to de los reactivos y solventes usados 

se obtuvieron de di ver s as firm,:'!s f y fueron de la mayor 

pureza disponible, excepto el sulfato de amonio (p. 

usos bioquímicos) y el Íosfato de potasio n~noácido 

(purísimo), de Merck, Darmstadt, ~lemania. 
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R E S U L T A D O S y D I S e u s ION 

1. Efecto de fosfolípidos sobrf.3 __ ~.~c; __ enzimas que_~Ean.sfor 

rnan ácido r~al?nico en pren.oles._ 

1.1. El~cci~r.!-3()1 _:'Ua.to .•. idl ~io~§gico. 

Los pz-í.mo ros estudios (~G t-?ste ef~cto se realiza" 

ron con extractos enzimáticos de plántulas de Pinus radiqt(\ 

(79). resu1tado!.> se~ejantes se obtuvieron con un sistema 

similar dr~ flavedo de Citrus sinensis (~9). Por lo tanto, 

ambas preparaciones enz Lmátrí.c as pt'.r8cío.n adecuadas pura es'~ 

tudicr este problema. 

Las actividadGs enzimdticas do 10G extractos d~ 

flavGdo de Citrus mUGstran grandes variaciones 8stacionales 

por 10 que no t-~S p05i;)1<-; preparar extractos activos mas que 

dur ant;e la mi ta.d del año , ;::. e s t.e efecto se agrf2ga un '11 to 

grado de dispersión éehido a las dd fe renc.í.as individuales 

entre los frutos de un ní sno á:::-bol (118); 0,\'3 aquí que es 

Inuy difícil correl~cionnr cuantitativamente resultados ob 

tenidos de (listinta.s preparaciones pequeñas de flavedo u re 

quisito Gsencial en la exploraciÓn de mé t.o doa de puz í.fLon 

ci6n de enz í.mas , Estos prohlemél.s no existen en 31 Cfl.50 de 

las plli.ntulas de Pinus cu Lt.í.vedas en .31 Lebo r a+o r í.o , que 

son metab61ici:\mente muy homoqéneas , En cemo í o le. mas o. de 



material que se obtiene es muy pequeña~ cada plántula pesa 

unos 171) ,[,:Ky ~ mí.ent ras que el f Lavedo de una naranja pesa 

entra 10 a 20 g. Por e s+.as r aaone s '1 con el fin c19 aclarar 

algunos aSf;lectos del efecto 0,8 fosfol!?idos que no requerían 

de la purificaci6n de enzimas~ "38 en?le6 inicialmente el 

sistema enzimá.tico obtenido o.() Pinus &,'1.1iata. a· , .. ,,~n emno.rgo, 

la. nayorín. de los t::x:;erir'lontos f5(~ rr;)pi tiéron con el sí s ce- 

respu,nsta d.e a.~~"'J(,G sistemas si es que era necesario p.Lan í.f í> 

car nuevos ex,?erimentO:i en un sistGma basado en concJ.usio- 

nos ohtenidas con el otro. 

El ryrimer :0roble:r~tl f ue entonc'~s encontrar ccnd í.> 

ct onea que permitieran optimizar 13 germinación y el das a- 

rrollo de las p16ntulas 0(; '?inus Ro,diCi.ta I ya que e L rendi-· 

miento inicial ds las p Lan t ac í.one s fue muy pobre. CO:'l e a- 

te oQjetc s e ·;:;studiaron 51')10 los ef~,ctos c1,<:;l pH do I suelo y 

de la adición de sales ihdrgfüücas v va que >10 hD.bía domoa- 

trado que la adici6n do ho rmonas ,,7cg¡3to,ies no tenia efecto 

en. os eo niw~l dl) das ar ro Ll,o 6,~ Las pl?ntu1as (1221. .l\.s! se 
encontró que esta des,~rrollo es 6ntim.o a pH ,1 ~ a un ?H m~s 

flcido s las semillas mueren i a pH 5, pocas serr:illas son ví a- 

b189 l' ~~1 c re camí.ent.o es lento y se p roduoe Ul1~ extensa con- 

taminé',ci6n no r hongos que atacan a las n1.'1ntulas en e L cua- 

110 de la raíz. Ln ~dici6n de sales inorgánicas descritas 

en la li teraturél. corno esenciales (123) no tuvo ningún 



efecto en le. germinaci6n o en el desarrollo de las nlántu·- 

las. Por lo tanto, el DH c1nl ~~ .·:.;-:~.2· es he ünf.c a variable 

importante 17m e s t;e ?rOCGSO; bajo las condiciones utilizC1c1,3.s 

en esb~l estudio. 

:rJP~S prQ~araciones de enzima de las plánttllo_s r'..sí 

obtenidas f ue ron not.ab Leroerrt e hcmoqéne as respecto (\ 2.ctivi·· 

dndes enziroñticas y concentración de ~rotefna. 

; ..• 2.T~:fecto do. fosfolípj_dos en le. tram,forrnación do ~.cido --_. __ . __ . 
El enfoque 8xrv;rimontal de este ~rohle'11c. se has6 

en los criterios sue se describen él continuación: 1. En 

los primeros estudios (fi9 ~ 79) o L efecto de fosfol!r.ddos 

sobre el metabolismo de isoprenoid8s S8 determin6 casi 

siempre en 1,:'1 fr~.cción lfpidos li:1res; que es un índice d(:~ 

las actividades fosfat§sicas del 2xtracto, (ve r q,~to.;1os ~ ::.,,_ \'f."_, 

secci6n 3.1.) ~ los estudios dol efecto do fosfol!pidos 90- 

hro L:\9 f r acc í.onos a.l!licas y prenol fosfatos prod.ujeron 

resultac1o(} ~or.o cl~ros (133). Al mí.srio tienDO se demo5tr6 

que In activid.'10. dC! las fosfatasas del exiracto no era 

afectada por la adici6n da fosfolí9idoB (79), Y se consi- 

guió üvidenci.a cont.r ar í a él la nos í.b í.Lí.dad do que el efecto 

as los fosfol!nidos ocurrier~ en alguna atap~ de la secuen- 

c í.a entre !'~.VJl~ ,"1 IPP (124). Así el sitio de acci6n más pro- 

hable de los fosfolípidos parecían ser las reaccinnes post.a- 

rioras a la sfntesis de IPP, as decir, las catalizadas por 
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la IPl? isomer;1sn y la r_:¡r::mi1sintetasa. Ya. que los :nroduc-· 

tos ¿h~ 1<.'\. actn.vf.dad (le ,~stD.S enz í.mas son compuestos alíli- 

cos , pareció innorté'.nte dotermina.r de rutina el efecto d,:;: 

fosfolfpidos tanto sobre la f racot ón lí;')ülos Lfb re s como en 

la al!lica. 

2? 'La rleterminación de la transformación de aci- 

0.0 meve Lón í.co en preno18s RO b as e ",m 1.:1 ~':!xtracci0n (l.e estos 

alcoholes C0n 6ter d8 Detr6leo. Los rirofosfatos re~anen- 

tes en la faB'1 acuosa son tr['_nsf~)rmados en alcoholes por hi- 

1rólisis química e enz í.méc í ca , y extraídos del mf smo modo- 

los fo s fo l .!..i,...,.{..:IOS s on COl'!'.:_.·}U<01fl+- ••.. OS "'''''fi:Lrlicos muv hü~rof6~::·icos J. '" _ _, .1:' •••• ), ~~. .,.,_ u.... 1.<.40 _ 

( t · -" . 1 ..• .¿.. • concen r aoaon !!'!2C;:~._ar cr i, •... a es ..:I~ 1n-11 M (125)} l~ que ha- { 1 _ '. ••.•.••• \ •• P "..J ~ J.. 

ce p robab Le (j11.('= interfierzln con al pzooe so f i.s Lcoqufrnf co 

ñe la extrñcci6n y produzcan lli~ artifici~ en la extrnccióno 

Por esta razé:!1 se incluyó siempro un contr01 en el que los 

fosfolípidc::; se agregaron al medio c'e incubación des~ués de 

deten(2T." la r~acción ~ este control d.L'5 un n m\'~ñiea cuanti tati- 

va del efecto de l.-,s lr'li. :1oB en la partición de fases. 

Los experamentos se hicieron !vü)itualmsnte élgregan- 

do los fosfo11n.i0,cs al nedio C0!'10 une, 91lsryr.;nsién son í cada- 

las condiciones (1,8 L?l aon í cao'í ón se aj us t e rcn (;0 mc0.o de 01:>- 

tener ltl. mavo r l)iSp8rsión posible (126., 127). En ('Jtros E.~X- 

pe:d.>;!entos los f0sfolípidos so r",gregaron al ffieC'j'.O COID-:) una 

sc Luc í ón etért"::.:1_, en un volumen muy nequ'9ñ,n o ;',10 se obae rv=.- 
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l\. contn.nuaor ón 58 ;-:.rr.:senta un conjunto de e-xneri- 

mentos ('1'é)_bln 2 a '¡if!cbla 10) repr8sentati vos Ae calla efecto 

estuaiaci_o. Casi tofos es tos eXDerimentos se rüpi tieron con 

fosfolípidos crudos Y")\1rOS ;:8 '1istintas fuentes (cerebro de 

po r o.í.nc 0 vacune' ¡ g(~'yil Y en elgunos casos de flavefo ('le e- 
trus ainensis) y en ellos se utilizan los sisteMas enzimáti- 

cos ~e ~l~ntulas ~ú Pinus radiatn, flave~n de r1trus sinen- 

sis o de extractc ,J.e polvo cet6nico (le flcv2('!ü de Citrus, :11-, 

nensis. Lc,s reE,ul t,"'!~:lGS fueron cua Lí tativarlente similares e 

indcpen('Jientemente de L s í.s t.cme us ado , 

(79);, bajo cond í.c í.ones esencialn"cente ü~_énticas 1 se encont ró 

el mismo efecto te estimulación sobre la fri'!cci6n lípidos 

libres. De aouf qua se reali z eron G}l:'Jerü:"entos en Le s que 

las activü1a.ces fosfo:tásicc.s del ext.rr-ct.o se redujeron drás·~ 

ticanKmte (fnsfato 0,.1 T'':_, I<F Ofl/~: H) (60) 1 con el objeto de 

determinar el ef'3cto do fosfolípic1'JS 5610 sobre la rracci6n 

.:11ílicél.¡ os tGcir f el efecto de fosf(_,lípi.:los s ob ro la b í.o- 

síntesis de los pirofoafa,tos alílicos sin interfer;;ncia de 

las fOSfé'l.tnSé's. 

:Sn la Tabla 2 se muestra este efecto en la inc()r~ 

poraci6n ('_e ácido mevalf5nico cataliza¿~a por enz í.mas d¡:; Pintls 

radiata baje las condiciones (1.escri t.as antes. El experimen- 

to se Teél.lizC1 sobre un extracto de plántulns y sobre un 
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Efecto de foc;fatidiletanolarnin& en la t.r an s f'o rrtac Lón d¡,C) ácülo meva Lónt co en 
p:renoles por dos prepar.acionos enziI1áticas cc; nlántula.s ~8 Pinus ra0i~t~. 

na~i~rtivi6ad 00 orenolcs 

(cpm) 

PreparAción T:"raccj_on Control sin 
fosfolípidc 

Control d~ 
cztrRcci6n* 

A¿ i..ción dr; 
3.5 ng d0 
f08folip1Clo 

E~tracto T_;íI)ic.o~ 7? roz» 820 
1i':re<:: 

)\]3.11eo'3 1220 ·~2)2 312 

T·' • ~ 90 653 1J.35 : . .1'l')).(;!.QS 

1 ib Y.'O s 

A.lílicos 882 2351 380 

P:r0ci:oitaé!o 
de 80% de 
sc_tur¿:c:i.én 
con (NH 4) 28°1 

225000 cpm de 3··RS'·2-14e'-HVA se Lncu'xaron durante una hora con 1 ng da proteínas 
C8 cada pxepar ací ón enz trnát.Lce, en un volumen de 0,5 m L bajo las condiciones de s » 
cri tas on ~t:1teri2.1e5 y .'I1_étodos o El tampón f'ue fos fato de po t as í.o O r 1 r~ pH 7; 4, 
Y la solución contuvo :tU? 1,14 ri¡)''1 final. La fozfatidi18tanolnminc do cs rcb.ro de ca 
cuno se agregó como una so Luc í ón acuosa sonicada. 
*En este ensayo r la r'3acción se llev6 .J. cabo como en el primer control; pe ro se co 
ngrc;!g6 el fosfo1ípido inmediatamente ant.e s de de cene r la rc::;acci6n. '-.)1 

I 
I 
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precipitado de 90% de saturaci6n en sulfato de amonio, pre- 

parado a partir del mismo extracto. Los fosfolípidos alli~en- 

taron claramente la incorporación de radiactividad en la 

fracci6n lfpidos libres. Como el control de extracción por 

fosfol.ípido exhibe el mismo resultado, es claro que este 

efecto no resulta de una acción sobre las cnzimas durante 

la transformación del sustrato, sino que de un efecto en la 

partición fase acuosa/hcxano (colu~na l y 2 6e T?~la 2) . 

El efecto del fosfolipido es ~ucho mayor (680%) sobre la 

partición de radiactividad entre hoxano yagua que el po- 

sible efecto estimulante (71%) sobre la o las reacciones en- 

. "'t' (r'~ bl '1) 21ma 1cas ~a a ~ • Un rt~sultado cua.litativarnente simi~ 

lar se obt.uvo con la prl2:parac~6n cnzimática procipi tada con 

sulfato do a.monio. EstE'J efecto de L fosfol!pido sobre la 

partici6n fue poco reproducible, como es característico de 

este tipo de eauilibrio (128) • 

. 2\1 cornnar ar' la Lncor+or-aca ón 1e marCa en presen""' 

c í a de fos:folípi.r3.o con ].;;. de 10Eo1 con+ro Les r se obse rva una 

p rofunda inhi.hición ¿!,g la incorporaci6n 8n la f r acc í ón 

fl.lílica 0~1.e puede ser Ln t.e r nre t adc como un e fe ct;o relA.cio 

nado con las reaccr.ones enzi:rn.,st.icf;lS mismas; (TC:1hlf'. 2) u 

r.ri1~to en la fr¿:<cción. lípü10s libres como alíli-" 

cos el control d,~ extra.cci6n muestre. (me la ra'~.ié\ctiv.i0ad 

extrní02 en '¡'CY,"\DO por f03folírüdo, aunent.a signi ficati va" 

mente si se compara con el ensavo ('{U:3 no lleva lípido Q 

Bste efecto ar ro [a riud.a.s sobre le. vaLí.dez del r."!étodo de; 
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ens avo , ya que sugiere, '?n principio f que U:..'1a fracción Lm- 

c1ón enz:i.J"'ática SO!) arrastrados h acíe lo. fél.se orgt1nica 6610 

guient8s obse rvacaones apovan la vi':'.lidez (l.ü métoé1o ~ la ex', 

tra.cc:L6n íl~ 10F: e.Lcoho Las ~radiñ.cti V02 no es cuorrt í, tf:':ti ~.rr. 

en 103 ':D~pcri.'!"I,.:mtoR R tn arici.ón de '.f()sfolJ.pi(lo~ o ';610 an 

la s o Luc í.ón Gn ~.l~.Cl (151), ~'1todo este ÚJ.tiI:lo U~;"I(lo paz-a 

fase no pol::tr. Además" los experimentos sin fosfolipi(~os 

son rL:_produciblr::~~ ckntro t:10 un 15%, lo (YU3 89 bueno s í. se 

va l.ón í.co '?ln pzcno Los ~E" e~t§. 111idiendo sü,1ul té.neamente lo. !lC' 

ti virJ;:y'l de por lo i.'.',·:mos r .. o ,~nz lJ",'nS • E~tos 'lochoF: s uq í.o ren 

qr!."~ el rétodo i1_f~ ,"?:rU1i"'''/O os en sí cor r-t cco ~ nero qU0 la adi' 

c16n dH fosfolínirloA 1ntroducG altar?ciones qua no sn nua 

Pass 0 ~st~s li~itacionGs, los r8sult~do~ de la 

Tahla. 2 muc s t.rrm l}ue f con t rez í anerrte a los d.~to~ o.nteriores 

cería ocurrir uno. inhibici6n de algunA actividad. E:3te 
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úl ti!11o efecto fue poco rf::!proa.uciblG y dehe cons í.dexar se co .. 

no un a t~ndencia r.t\.9 cp.le COMO 1JY'. ~fccto d.-:-~finitivi'1_f.lente de= 

!IlostrRdoo 

Los experi,'!:!.entos como ¡¿l descrito en la Tabla -1 

no ";.Ienrtitían extr2.er oonclusiones respecto al origen v <'1.1 

ounto de la nos Lb Le inhibición uor fosfclí?io.os p va que el .•.. - _. _ •.. 

análisis del sistemc. ~e hace en cond í cf.one s df? r~giml~n es'~ 

tncionurio; la t~cnica emplead!::. solo mic1.8 los niveles da 

los proriuctos final::;:s de la secuencia. DA ¿Jqu! que se de- 

cidió Ql;terminar '21 '-':!:t<?oto de los fosfolípido~ en experi·~ 

ffiGntQS en condicionos o,e ve Loc í dad inicial y en pc.rticula.r 

sobre las prii'l.E:;r~s y Las tU ti_mñ.s enz t1"'lél,:; d_,-:1 12. socuenc í.e 

biosintí!5tic.:l.: quina,s;::,s meva l.ón í cas y IPP Ls ome r as a y p ren í I> 

tran"Jferasas. 

1.3. Efecto_de fosfolípidos sobre cruinasas m~vé11ónica y fos 

fomeva16nica. 

E:rl le.. ';' A.bla 3 se muestra el ,~fecto de fosfol.!pi'~ 

des e ob r-e la (lct:i vi den. de la priTl'lera enzima de la se cuen- 

cí e, la quinasa D'3vél.lónicc.. El. rn~li.<;.is dE! productos no 

requiere en este caso d~~ una partici6n de fases, sin') que 

se analizn (1ir~ctarnente le¡ fase acuosa por cromatogr/!".fía. 

en pCI?el., Con 8Stel, metódic~ no se espera f ni de hecho se 

c~s(:-~rva un efecto in:~spec!.fico del fos foll.pio.o. Sin em 

hargo fue neces('>rio praci?itar la mayor T.)art~ de los 1ípi,;<· 

dos .:'lgregaclos cillent2.ndo a 1000 a.urante 5 minutos en 
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Tabla 3 

Efecto de lecitina de soya en la actividad de quinasa meva- 
16nica de extractos de plantulas de Pinus radiata y flave 
do de Citrus sinensis. 

Actividad enzimática 
(Radiactividad en fosfomeva16nicoq (cpm) 

Extracto Control sin Control de Adic!ión de 
fosfolfpido extracci6n fosfolípido 

2,2 m!! 

Pinus radiata 10006 9891 9256 

Citrus sinensis 13276 17233 18276 

Or05 mg de proteína se incubaron durante 15 minutos con 
202000 cpm de 3~RS~2-14c·"r1VA en un volumen de 0,1 ml , El 
tampón fue 'rris. Hel pIi 7 § 4 ¡ 0,1 [1 final. El resto de las 
condiciones y la de ce rmí.nacaón de actividad se describen 
en I'~a t.er í.al.es y r.1~todos. 
La lecitina. de s oy a fue un a p re pe r-ac.Lón comercial no puri 
ficada que contiene alr(~d(~dor de un 30% de fosf~tidiJ_eta 
nolamina. La concentraci6n del lípido se expresa en f.un 
ci6n del contenido de fósforo. 
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oresenci:"l ~f-_! una cfmtié.é"d :'i.dlC';cuada de :;>roteínc (Smgj!'ll) 

:nara elimin.xtr r)nsibl.,¿,s artificios dGlbido n la migra.ci6n 

de les l!piclos SGlJr8 el papel. El metod0 alternativo 

dis":lonib1e" cr·')n~.tcgraff.a sobre J0"!eX ·formiato (23) r di6 

rcs ul.t ados poco confi.élb18s debidc a (~xtenso o,9ag51.Tl1j.(~nto 

r.turante el cómput.o de r:-:diacti vic1o.d (!,~ les e Luf.do s de 

la columna. El ;~;')toClo usual C2 enSév.m dG esta activi~ 

o.ad, qUe c.cJc~rldna. (;;1 :\DP formado !7'!eClia.nte re::l.cciones 

acopladas que generan '!::JJl"DH (16) J no se pue de utiliza.r ya 

que 01 9xtracto ~bsorbc infinitamente en el ultravioleta. 

ü. la concentración rcquerica pC.ra lo. de tie.rmí.n ao.í.ón de 

acti,ridad. La Tabla 3 muestra o Laz araerrt.a C;U~J no h,!'!y nin 

gún ef(~cto O,€; fosfol1pid0s en In quinasa meve Lóna ce de 

Pinus o Citrus. El mismo resulto.do se obzuvo en 01 ens a 

yo o,~l Gf~cto (},~ fosfolípidos sobre la en~irnc, siguiente 

da Le secuencia, la quinétsa fosf'"\mG'\1'é'l16nic!'1 (Te>.~l':l. 4) • 

Estos experimentos f ue ron comp Lo t ament;e reproducibles. 

Incic,entalmente r éstos rcsultrl<1c!; ilustran 60.0 

bre la ester8oseL::~ctividad de la quf.nas a fosfoITl2va16nica: 

el sustrato (l.,: esta enZir.1él es ~J. enant.iórn¡;;ro 3"R del ~ci~· 

do 5·Afosfcmevél16nico ~ yn que. la qu í.nas a rne'Ta16nica de hí· .. 

gadc, d~ cerdo us ada en la. biesí.ntesis de este sustrato os 

abao Lut.e ... mente específica por el 3-"R-~IVA. El hecho de cue 

le quinna fosfomevalónica de Pinus use el enantiñmero 

R obviamente no excl.uye que pueda utilizf'.r el isómero S. 
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Tabla 4 

Efecto de lecitina ~G soya en la actividad de la quinasa 
fosfomevalónica de un extracto de plántulas de Pinus 
radiata. 

Actividad enzimática 

Control 

Radiactividad 
en PP--gVA 

(cpm) 

4394 

% de transformaci6n 
del sustratQ 

13,7 

Control de extracción 4471 14,0 

Adici6n de 2v5 mg 
de lecitina do soya 5431 16,9 

0:5 mg de un precipitado d~ 80% de saturaci6n previamente 
d.í a Lí.z ado centro. Tris.Sel Ovl H1 pE 7,4 se incubaron 20 
minutos con 32000 cpm de 3-R-2-· 4C-Pi<WA; en un volumen de 
0,2 mI! el tamp6n del ensayo fus el mísmo de la diálisis. 
El lipidO; el mismo del experimento descrito en la Tabla 
3y se agreg6 como una !?uspens16n sonicada. El resto de 
las condiciones del ensayo y la determinación de activi 
dad se describen en I'1.nterin.les y Hétodos. 
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Sin eTI'lbargo, las enzimas ¿lel extracto de P. radiata !,ued.en 

transforIniJ.r solo el 50% de In raclio.ctividé',a. de la mezcla 

rac~mica comercial (1\::1 :3.ci'·'o meva16nico, en experimentos 

prolongados (82). P0r. lo tanto es posible que amo as quina- 

ses tengan le, mtsna eat.areoespecff tc.ídad por los enent í.óme- 

ros R. 

1_4. Ef~cto de fosfolí~idos sobre las actividañes isopen- 

tenilpirof.osfato isomer~sica v prenilsintet~sicd. --- _.~;-~,.-, 

cuando SEz: estud,if. el efecto de fosfol!pic1.os sobre 

la IPP iso~erasa y las activic:a.Cl.es ~ranilsintetá8icas, se 

encon+ró el mis .no tino (_\~ efecto que en los experimentos (:le 

transformé'.ci6n (~,e acido meve Lórrí.cc en é:1ílicos t e5 decir, 

resultados poco zepnoduc íb l es con un efecto gUl:; tionde c. 

ser inhibitorio. Lé' T.Jhla 5 :muestra un experimento en el 

que se ve claramente esta inhibición. 

Pare, ana LLz e.r estos resul tacos f es iJ::lportante eo- 
ner en cuent~, que durant,::; el ens ayo de 1.:1. is(")morc.sa se en- 

cucnt.ra que ;:r¡as de un 50% a.e 1(1 marca dc!l produc+c está 

aSClciacé", ¿'\ Los prencles da 10 y 15 átomos de C. Este efec·· 

tG result~ de le. raavo r ,'l,cti vidad prenil tri"!.nsferásica. f re'" 

Le t í.va (\ la do la iscmerasa? en el extracto, y de la mazca- 

ci6n ('_oble y triple 0.8 los prc)('.uctos (;:;. ClO y C15 si Sf.: 

usa IPP marccc0 CO~0 único sus trato (78). La ~ontribución 

~e la actividad prenil transferdsica hace dificil dist1n- 

guir cual de es t es enzimas es la afectad;:¡ por el 
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Tabla 5 

Efecto de fosfolípidos totales de cerebro de vacuno en la 
actividad de la IPP Lsorue r as a p y de GPP y FPP sintetasa.s 
de extractos de polvo cetónico de flavedo de Citrus sinen 
sis y plántu1as de Pinus radiata. 

Actividad específica 
(U/ml) .~ 

Control sin 
fosfolípidos 

Control de 
extracción 

Adici6n de 2 mg 
de fosfol:ípidos 
crudos de cere 
bro 

IPP iSOffit1rasa 
de Citrus 0,22 0,27 

GPP sintetasa 
de Citrus 0,,97 0,57 1 

FPP sintetasa 
de Citrus 1,36 0,89 

FPP sintetasa 
de Pinus 0 .• 51 

CltrUS s mens rs i l~JAC·~IPP (100000 cpm) g se Incubó 15 mí,n 
con 1 mg de protefna; en un volumen final de 1 ml, bajo 
las condiciones de s cz í.t as en ~'laterinles y M~todos. La de 
terminación 0.8 activi¿;;¡d se o.et:;.11a en el mismo capítulo. 
Pinus radiat,';i:' 1·~l4C·"IPP (20000 \ erro), se incubó 15 minutos 
con 0,4 mg de proteína de un precipitado do 80% de satura 
ci6n de au l.f at;o de amanio, en un volumen de 0,2 m l . El res- 
to de Las cond'í c í.onas y 01 ensayo de activid.ad se Clescriben 
en Hateriales y r·~étodos. 
El fosfolfpido se agregó cono una suspensi6n sonicada, a una 
concentraci6n fin~l de 2 mg/ml en cada caso. 
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fosfolípido en el ensavo de la isornerasa. 

Las a.ctividades CIO y C15 sintetásicas fueron in 

hab í das en aproximadamente la misma proporción u que es lo 

que se espera si es que arribas reacciones son catalizadas 

por la nisma proteína (42). 

La interpretaci6n más simple de éste con j untio de 

resultados es que la única enzima afectada por fosfolípi- 

dos es la prenilsintetasa, y que el efp.cto observado en la 

IPP isomerasa es un r8flejo de la inhibici6n de la primera 

enzima. La ausencia de efecto de fosfol.ípidos en las qui-· 

nas as meva16nicas I determinado tO.nto por experimentos de 

régimen estacionario (124) f como de velocidad inicial, su- 

gieren que el efecto inhibitorio de fosfolípidos en la 

transformaci6n de ácido meva16nico en compuestos al:ílicos 

se ejerce por lo tanto en el nivel de la prenilsintetasa. 

A fin de corroborar est·:l conclusión y estudiar el mecanf.a- 

mo de este af'¡3cto era imprescindible contar con una prepa- 

raci6n de enzima sustancialconte purificada, lo que se in~ 

tent6 como se describo mas adelante. 

1.5. Efecto de fosfolipidos sobre la actividad ciclásicn 

de Citrus Limonum. 

Los datos hasta aqu,Í presentados sugieren que. el 

efecto descrito de estirnulación por fosfolfnidos de la in~ 

corporaci6n de ácj_do meva16nico on los lípidos libres, as 

lID artificio de la técnica de extracción. Sin embargo, 
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estos -experimentos no rl9soél.rtan un efecto d~ fosfol.'Ípidos 

sobro los sistemas enzimáticos qUe sintetizan hf drooarburos 

monoterp~nicos en ?inus, ya que en oste sistema no más de 

un 0,05% de ~~A es transformado en hidrocarburos (82). Por 

lo tanto, la contribución da estos co~puestos a l~ radiac 

tividad dn la fracción l!pidos libres os tfu~ pequeña que 

dificilmentú !:,odr!a ap re cf ar'ae un efecto estiT.ulatorio r si 

es que lo hubi~rn. Por '2~ta raz6n se decidi6 utilizar un 

extracto de f10 .... :8(~C de Citrus lü~onum, que contiene una ao-: 

tividn.d c.í c Lás í.ca mucho mayo r (70). En la Tabln 6 se rauee+ 

tra la ausencia de efecto de fosfatidilcolina de soya sobre 

la ciclasa de Citrus .limonum' el mismo resultado se obtuvo 

al utilizar fosfatidiletanolamina de la mí sma fuente V fos'~ 

fol:ípidos totales de cerdbro de porcino sobre una prepara 

ci6n pe r c.í a'lrnen t.c purificada do le mis:ra enz tme , 

1.6. Bfecto dB fosfolipnsa e en le" transformaci6n da ácido 

rneva16nico en prenoles. 

Para comp Lat ar este estudio e r a ne ce s az í o librar 

la preparación enzimática de fosfolípidos 3ndógcnos, tratán 

do La con fosfolipasas, 8S·CO pOdría además poner en eviden 

cia un requerimiento absoluto de fosfol!picos. Pern esto 

se lltiliz6 fund.a~(~ntB.lrrtente f o s fo Lí.o asa c , aunque S¿ hici..e··~ 

ron algunos ex;?erinll~ntos con veneno de Cro·té'.lus "'c1r..manteus; 

que contiene varias actividades fosfolip~s1cas (130). 

Estos estudios plantearon inicic.lmente dos 
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Bfecto de Le ea tina de soya s obr e las actividades f osf atá" 
s í.cas y c í c Lás í.cas de un e xt.r act;o de f Lave do <30. Citrus 
linonumo 

Actividades enzirn&ticas 
(nJ'"'101e s /hor e.) 

EnSe"vo Control Control de A,c1ición de 
extracción 1ecitina 

1,2 nr.'I 

Fos f atas as~"f 60 7');3 69,2 

Ciclasas 6,34 6,77 6¡48 

110000 cp~. de 1- 3H-1\JPP se incubaron 30 raí,n con 1 rng de p ro-: 
teína en un volumen de 1 ml, o r:l extracto se prepar6 del 
mismo modo que el de flavedo de c. sinensisv excepto que 
el tampón fu~ '~risurlCl pI~ 7y8 Y contuvo :mercaotoetanol a 
una concentraci6n final r'J.e 10 mJ'i1. Las condiciones del en 
sayo ;' de la. c1,eterminación de pz'o duc co s so c8tallan en 
~1ateriaJes y ~·léto(1os o 

El fa:; folípido, Le c.í tina ch" soya corca r c.í a.L ~ se agregó como 
uno suspensión acuos a son ícadar la conoerrt r acd ón se oxpr-a 
s a en función del con ten í do de f6sforo" 
*Calculada a partir d~ la hidr61isis del NPP. 
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?roblema3~ el primero fue encontrar un metodo para inacti- 

var o separB.r la fOf3folipnsa. e de nuestras enz tmes antes 

del ensayo de 2\cti vidad. o El segundo b~nín r.:;lación con la 

mantenci6n de la actividad de estas ~nzi~a~ durante una pre- 

incuhaci6n a 37". 

Cu~nrlo se estudia el efecto d~ la fosfolipasn e 
sobre enz tmas micr()somales; el T'l~todo us.ual parñ eliminarlé'l 

ent.es del ensayo de act:i.vidñ.rl cons í.s eo en centrifugar el 

mec;id' de preincubación él. lOOOOOxg ~ así se recupe ran los 

roicrosom~s en la pp.llnf y la fosfolipasn queda en el sobre- 

nadarrce , Est,a !'J.6t·:)do no 8ra ap l.Lcab Le a. nue s c ro sistema 

ensimático no pe r t.Lcu Lado J de modo que pé'.rG inéJ.ctivar 1·'21 

fosfo1ipastl se apeovecnó su c2.r<lctcr de metaloenzima deperr- 

A' d Z +2 ,.'-ente .. e In (129). Usando un e, oreparaci6n e ruda de li~ 

porrot~ínas de yema d8 hUCiVO q se encontró que le enz í.ma es 

inmediatamente :i.no.ctiv<'1da por la ?_cición de o-fem.élntrGline. 

o p 1 mr,! final? y quo este efecto no es rev8rtido por 1,:1 adi·· 

:"1n+2 o ~ r que son naces a r í.os en 1 él. tr:,mcformaci6n 

de ¿r;,ciclo mev e.Lón í.co , El ED'i'A no inactiva a. 1;1 fo::;folipasa 

aun Lue qo (1.6 media ho r e en las ru smes condiciones. 

Por otra :narte era ne ces o r í.o sabor si los compo- 

nentes ,::gregados 0.1 medio, indispensahle; par a la act í.ví.dad 

1ipásic3. tenían afecoo sobre In transformaci6n de I'-WA. F~n 

la ':'?..bla 7 se muestra el efecto de ea +2, Zn +2 y o-fena.n 

trolina en la incorporación de 2,~14C-~1VA por un extracto 
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T~"'J1a 7 

+2 +2 . Efecto de ea v Zn v o-fenantro1~na en la incorporaci6n 
14 .. 

de 2~ C·~r1VA por extractos de p1ántu1as de Pinus_ Radiél.ta.. 

Porcentaje de incorporación re12.ti·~ 
vo al control 

Lípidos Libres 
A1ílicos 
Prenol f'os f atios 

ca+2# zn+2,* 0- fEman trolina '* 
2,3 m?,/I 2 mH 

100 41 ~5 48,2 

101 60,4 225,7 
40,5 81,3 

#Experimento 1; extracto Pinus ,_ 2 mg en O e 5 rol., incuba 
ción de 1:: ho r a , en bufer TrisCl 93 m!'1; pH 7,4 ~ 130000 cpm 
en RS - 2·~ 4c·~rNl\. El r8sto do las condiciones como se des' 
cribe en ]'1r'!tcri a Les y r1étodos. 
*Experimento 2~ oxtracto d~.Pinur,v 3,1 mg en 0,5 mI •. 1 
hora de in?u.baci6n.. ~. 14 
Tamp6n ~ Tr~sCl r 0,1 1"1 pH 7, a ~ 225000 cpm en RS·a2 - C="'lVA 

U :', V ~~:;-~~~;-\ 
~. :. c': ::,\ ,,-' ~! G':, c·, I L .': 1 E 

E j " . ,-\ C[i'ITP'",L 
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de Pinus. +2 Se ve que no hay efecto de ea 2 m!,1 en la Ln- 

corporaci6n de marca ni en la fracci6n l!pidos libres ni 

en la fracción alílica. La 0·~fenantrolina disminuy6 lige- 

ramente la incorporación en la fracci6n prenolfosfatos 

(IPP+mas pirofosfato:s alílicos) y el Zn+2 bloqueó la sínte- 

sis de IP~ ya que la caída en la incorporación de radiacti 

vidad en l!pidos libres y alílicos se debe a la disMinución 

de la incorporaci6n en la fracción prenol fosfatos¡ proba- 

blem.ente est<a cati6n interfiere en las primeras reacciones 

de la secuencia; que requieren J.1g +2 o 1-L.'1 +2. Esta inhibición 

de s ape re c í.ó al agregar un exceso de o·-fenantrolina. 

La actividad de transformaci6n de ácido mevalóni- 

co se pierd.e por completo aun luego de preincuhaciones tan 

cortas como 15 minutos en aus'.3ncia de fosfolipasa c. Este 

prohlema se resol vi6 agregando IW'A no marcado y '\TP al medio 

Aparentemente la enzima m~s lábil de la secuencia es la qui- 

nasa Ir'.Qval6nica. ya que no se consigui6 estabilizar el siste- 

roa en experimentos análogos ni al agregar P~WA ni IPP. No 

se hicieron intentos ad Lc í one Lee para. ac Lar ar este efecto 1 

y estos resultados se utilizaron directamente en los ex?e~ 

rimentos siguientes con fosfolipasa C. 

COl':!o se muestra en las Tablas 8,9 ',TlO 1 la fosfo- 

l1pas~ e no tuvo ningún ~fecto sobre la transformaci6n de 
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Efecto de fosfolipasa e v fosfol!oidos tot~les decerebro 
en la transformaci6n de 5.cido meva16nico en prenoles por 
un 8xtrllcto de pltlntulas de Pinus radio.ta. 

Condición Incorporaci6n de marca en prenoles 
(cpm) 

Control no preincubad~ 

Preincubad.o sin fosfolinasa ....•. --- 
Control 
C~ntrol de extracción 
Adici~n de fosfollpidos tota 
Les de cerebro, 2 mg/ml 
Preincubado con fosfolipasa e 
Control 
Control de extracci6n 
Adici6n de fosfolipidos tata- 
les de cerebro, 2 mg/ml 

L!pidos libres ,~.l!licos 

296 3220 

120 

128 

2356 
2228 

808 66 

131 

98 

2430 
2052 

76 2052 

o i 72 mg de fosf01ipasa e se Lncuc e.ron 30 minutos con 6 ~ 7 mg 
de p'rot(~1né'. d~ un extracto de p Lárrt.u Las de Pinus radiata. 
en un vo Lumen 'fihal é1t? 1 ,52 ml , él. 37° r en un mecía que con 
tenia Tris. Hel 10 mr-1 p!I 7? ,} P 5 I 2 ~1-1 ~'1Vl\ no mar cado I 10 rill'i 
j\1gC12 ~ 10 mr1 ¡.:rP y 10 mi'l me r capt.oe t ano l., Lé1. reacción se 
detuvo agr'2gando o~fené'.ntrolina hasta una concent.r ací.ón de 
O, 5 m~1 final r y al!cuotas de: al' 115 m.l S8 ensayaron en un ve» 
lumen fin2.l ne 1 ml~ por 1 h0ra.r con 270000 cpm de ácido 
meve l.ónf co raclii';'.cti vo p bajo las condiciones descritas en 
Hateriales y ~1etodo~3. 
La preparaci6n de fosfol.!pidos, obtenida de cerebro de Vr:\cu 
no u ae agreg6 al medio do ensayo corno s us pens Lón son í oade 
en rl'ris .HCl 10 ml1. pH 7/'1. 
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Tabla 9 

Efecto dé fosfolipasa e y fosfo1!pidos totales de cerebro 
sobre la quinasél meva16nica de un extracto de polvo cet6~ 
nico de flav~do de Citrus sinensis 

.Actividad enzim!tica 
(cpm en P_!'.1VI~) 

Condici6n Control Control de 
extracci6n 

7\dici6n de 
fosfolípidos 
1 mg/ml final 

Extracto pre1ncubado 
sin fosfolipasa e 1043 834 892 

Extracto pr9incubado 
con fosfolipasa e 1028 1123 806 

4,4 mg de proteína del extraeto se preincubaron con 5 mg 
de fosfolipasa e en un volumen de 5,5 mI durante 40 mino ( 
en las condiciones descritas en la ley\3nda de la Tabla 8. 
~lfcuotas de 0,05 mI se incubaron en un volumen final de 
0;1 mI con ácido mevalónico radiactivo, 20200 cpm finales. 
Las condiciones del ensayo y determinaci6n de actividad 
se describen en J'1ateriales y J:.-lt1todos. 
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Tabla 10 

Efecto de fosfolipasa e sobr~ las quinasas mavalónica y 
fosfomeva16nica de ~~ extracto de polvo cet6nico de fla 
vedo de Citrus sinensis 

Incorporación de marc~ en 

(cpm) 

Extracto no preincubado 
P~'VA 
7238 

PPHVA 
680 

Extracto no preincubado 
sin fosfolipas~ e 6023 658 

Extracto pr8inc~ado 
con fosfolipasa e 6110 755 

1,4 mg de proteína de extracto se incubaron 30 min con 
2 mg de fosfolipasa C, en un volumen de 2,5 rol, en las con 
diciones descritas en l:t leyenda de la Figura a, de éste 
se usó una alícuota de O f 06 ml para la de t.o rm Ln ao í.ón de ac' 
tividad, en un volumen de 0,1 !'1l, añadiendo 20200 cpm de 
ácido meve Lón í co radí act í.vo , ?iompo del ens ayo , 1S-min. 
La incubaci6n V la determinaci6n de actividad se realiza 
ron como se d'2scrib'3 en Haterialos v f,16todos. 
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~cido Ií1uvalóu1.cu (;.m 9renoleg ni sob re La actividad de Las 

quin~sas ~eva16nica y fosfomeva16nica. Estos resultados su 

gieren que esto sistema enzir.l.5.tico no es absolutamente de- 

pendiente de fosfolípidosq y que los fosfolípidoB origina 

lGS del extracto no intQrfic~r<;m en el efecto de los lípidos 

agregndos. 

Los experimentos con veneno de Crotalus adamantcus 

que S8 roalizan en condiciones esencialmente id~nticos, ex 

ccpto por la adici6n de albúmina de suero al final de la 

preincubocit'5n 1 arroj aron cuali télti vc.mente el mí.smo n:;sul ta'~ 

d.o qUB los experimentos anteriores. El veneno no se utili- 

z6 rutinarianento p ya que posee una potente actividad pro 

teásica estimulnda por ca+2 (131), lo qUG tiend~ a oscurecer 

los resultados. 

Un problema difícil de esclarecer fue si algún com 

ponente del extracto de Pinus o Citrus inhibe a la fosfoli- 

pasa C. En ex~erirnentos en que se utiliz6 como sustrato 

fosfatidilcolina' pura preparadü en el Laboratorio y la ac 

tividad fosfolip~sica se deteminó siguiendo la liberaci6n 

de fósforo ác í do so l ub Le (911; se encontró una profunda in·~ 

hibición de In reacci6n al agregar una alícuota de 3xtrncto, 

acompañada por una extensa floculaci6n d8 la suspensi6n do 

fosfolípidos. Ln d.ispersión de los l.!pidos es esencial pa 

ra la ~anifestaci~n de la actividad de la enzima (132) • 

. i\sí g no es posible determinar si la inhibici6n de la 
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;fosfolipasa fue un e.fecto dirécto sobre la activid.ad o un 

efecto indirecto so~re el estado fisicoquimico del sustra- 

t.o , los fos fol!pidos. Un mátodo más oorrecto para. determi •. 

nar la actividad d(;~ una fos'folipasa en el sistema enzim~ti~ 

eo en estudio QS seguir directament9 cambios en la composi 

ci6n lipíoica d.el sistema. Esto no se puede llevar a cabo 

en nuestro extracto enzimático so Lub Le de P. radiata, cuyo 

con cen í.do fosfol!pidico os ic1etcctabl(;; por el siguiente mé 

todo. Una preparaci6n corriente de extracto (30 mI, 60 mg 

de proteínc)" p se liofiliz6 para concentrarla y se extrajo 

con c10rofo:r'l"o"r.letanol 2 21· el extracto orgánico se conce .. m~· 

tr6 y ar;>licó en placas de sílice gel G, que so do~a.rrol1a- 
• .L • "'. ,., d . .•. b '1 t . 1 • ron y r..J.neroh con :..,(' .anana 00;:1.(') so ,'lencrl. H en 1~1l oz a a 0[, y 

htH1C que excluya ti las zoaoc í.onos cnzin5tic.:1s on si. Sin 

en.bnrgC", 

:i.nhibi tnrio (10 lOA :fosfe·l!rldcs rmsnya(~os sobre una de 

1::>.3 reacc í.ones ne In socuoncxe. Est .. "" ob6e:r.V';').ci~n neo lJ.ev6 



107 

Purificaci6n de nrenilsintetasa de Citrus sinensis • •• , __ • ._._ ••••• _ ._!'Io.~ ..• __ --. • • __ • ~ o. 

2.1. Obtenci6n del raterial biolÓqiCOa .....-_._. __ ._---=---- 

La purificaci6n de enz í.mas de fuentes veqe t aLes 

plantea serios proble~ac derivados de las características 

de estos sistemas, corno la variaci6n estacional C8 las ac- 

ti vf.dade s onzimáticas (116) ~ las baj as cantidades de; pro'- 

te.ín¿:l de le. célula vegstrü f In resisb:mcL"". me cán í ce ds la 

:nar,~(l rcalul.(',r p 'v la prGSCnci:l (1.1':: componentes coloreados 

desnaturali~ant~s ~n los 2xtractoR (117). 

~j(:; ,:'0-':1.1: 'fue 1.:-' priYlera me t e eri un nrOCGSO de pu- 

rificaci6n es ccnaequf r UnE!. Íllent',::; c':e enz í.ma hor,1.og{5noc. v 

la (:;stnci.6n dt; mayo r D.cti vidad. gn.:::1 caso d •.. ~ 12. p rorrí.Ls í.n = 

t.e t aaa de Citrus sinonsis; el período activo está errt.r-e ju'~ 

nio y septie~br8 en Chi18 (11B). 

Este p rob Lerre 158 resolvió con 12. pn-:.:poxaci6n de 

un polvo cet6nico (\:; f Lave do de Citrus_ sinensis (118), que 

es comp Le t.amcn t.e estnble h as t a por dos .años . el contGnid:) 

do colorantes de esta preparc,ción esté. not.ab Lemerrt e dismi- 

nuf~.o respecto n1 s í s t.ema originc::l ya que ;)uena parte so SO-' 

Luo í.Lí.z » (,,m 1,J_ ace+on a y en el 6ter etílico de la p repar a- 

ción del polvo. ':'odas las enzimas invo1ucradai3 Gn lo trans- 

formaci6n de á.cido me ve Lón i.co en Y)rc~n()les se conservan en 

el p ro ce ao , ::"é\ prenil s í.nt.e t as e se extrae de L polvo 

homoqend aando en tfl:rlpón fosfnto de potasio O s 1 r1, pH 7 I 4 ~ 
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pa.re ce existir un ciGrto grado de eSp.Qcificidad en la ex 

tracci6n por fosfc.to, ya que otros tampones, corno succf nat,o 

0,1 ;1'1 pa 6 o Tri_s. aci 0,1 j''.. nH 7,4, produc\:m extractos con 

bajas nctividades 8spec!ficas. 

2.2. Eqt~~1Jil:..izé'lción 0~ le .. r!:.¡;:Ln~l?_intetc,sa. 

El extracto en fosfato O i' 1 .ti pi! 7;4 es bastante 

inestable, ya que generalmente pi8rd~~ 1"1 mitad d.e la act.í.v í> 

dac. en unas 24 ho r as , lo que impone una aeve ra limitación a 

109 estudios en 01 ext ract.o , En los estuñios preliminares 

de purificación di=?' esta :actividad (7B) f se h ab f a encont.r a- 

do Cíue 1.3. prenilsintetc.sa era \"~st?.bilizada duzan+e un frac 

cionmuiento con sulfato de amonio si el extra.cto contenía 'gli 

cerol 10%, 40 !.!l.f.l, EDTA v DTT 0,1 !!l/'l (78). Sin embargo estas 

adiciones no modifican la inactiv~ci6n durante el almacena .. - 

mí.eneo en solución ni cuendo el extracto sc? gUl'.rda conqe La 

do. De aquí que fuera imnerativo intentar la estabiliza~ 

ci6n d.e la enzima en el extracto. Como se v,¡; en el experi 

mento mostrarlo en la Figura 14, la actividad dec~e rápida 

ment~ si el extracto; obtenido en t~mp6n fosfato pB 7,4, se 

d.iali~c contra e I mismo ta!"!p6n. En camb.í.o la ve Lood dad de 

in activación es significativamente menor cuando el extracto 

se dializa contra succinoto 0,1 H pH (, I o cu .. ando se dii"liza 

contra suocinato pB 6 Y se redializa contra tan1pón de fosfa 

to pH 7,4. La interpretaci6n más simple de este result~do 

es que la diálisis él pH ácido permite remover un Lnaot.í.van+e 
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Figura. 1.1, 

Efecto de diá1isis ü distintos pH en la estabilidad 0..(-,'3 

La p ren Ll.e í.rrce t.as a db tUL extracto al_) polvo cetonico de 

flavedo de Citrus sinensis 

Dos vo Lümeries 0..e 9 ral, de un extracto de polvo cetónico 

pre'l;>é':.rado corno se describe en !'vlélteriales y r.!~todos I se 

dializüron contra 1 lt de tampón succinato 50 m~1 pE 6, 

una de 12.8 fracciones dié.l.lizad~s se gU".rd6 r V 1;) otra se 

redializó contra. fosf3.to 0,1 i"I, pH 7,4:. Otro vo Lumen 

acUciona.l del mismo extracto, 8 ml , se dializ6 contra 

fosfato 091 H pH 7 ,'}, sin ditllisis previa contra el t am- 

pón succinato. ." Todos los tampones contuvieron r~DT1~ 2 m.~1 

En las frácciones as! obtenidas se detsr:r.linc':'l.ron las ac~ 

tividnc1es FPP sintetasc.. e I?P Laome r e.sa r le. actividad d-e 

la primera se obtuvo restanélo la contribuci6n de la se- 

qurida , 11U:~ f ue, ca~i de s p re od ab Le en las condiciones de L 

ensayo. 6-6: extracto d.iaU.zado contra succinato,o-o 

extrncto dinlizado contra fosfato f 't7-\! extracto dia~' 

lizado contra succinato y fosfato. 
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de bajo peso molecu1.ar~ esto no ocurre a pH 7~4. Se ve 

tambi~n en la Figura 14 que las dos fracciones de extracto 

dializadn contra fosfato, idénticas salvo por la diálisis 

previa de una de ellas a pH ácido, muestran distintas eo 

tividades especificas iniciales; lo que sugiere que el 

inactivante es también un inhibidor. 

Los I'igrnento~ del ext.r acco no son los r(,3sponsa 

bles de es t,e inactivaci6n r¡§pida, ya que el espectro de 

absorci6n del ext ractio no se altera ni la soluci6n de diá·' 

lisis tiene absorbancia medible entre 260 y 320 nm. 

Cualquiera s e a el inactivo.nte y el mecanismo que 

permite Sil eliminaci6n a pH 6, la suposici6n m~.s simple 

respectop a la interacci6n del inactivante con el siste 

ma es que esta .es 00 carácter polar ya que su remoción se 

logra baj ando el pH en solo 1 ff4 un í.dadas , Por 10 tanto y 

cualquier tratamiento que interfiera con este tipo de inte· 

racciones debería aumentar la estabilidad de 13. prenilsin 

tetasa. Como se ve en Tabla 11 L' la estabilidad de la pre~· 

nilsintetasn üumenta luego de un fraccionamionto en sulfato 

to de amonao , Lo. alta concentraci6n de sal durante este 

proceso podría interferir directa o indirectamente en la 

in teracci6n ine.cti vante-prote1na. 

L,~ e:",;télbilidad de; la prenilsintetasa depende t.em 

bi~n de sus caré\cter!.sticas ~ la GPP t.r ans ñe r as a de h1gad0 

de cerdo es inactivada por reactivos do ~ioles (50); 



Tabla 11 111 

Estabilidad de una preparnción de prenilsintetasa purifi 
cada por dos fraccionamientos sucesivos con s u l f atio de 
a.monio. 

Tiempo 
e Imaceneru en+o 

(días) 

Activid~d residual 

(%) 

o 100 

4 

7 96 

65 12 

La enzima, prepnrada por dos precipitaciones sucesivas con 
sulfüto de amonio Gntre 15 y 65% de saturación, como Ge 
describe en el texto, se almacen6 a 4° en fosfato 0,1 M, 
pH 7,4, EDTl\_ 2 mH, DTT O r 1 rrtr''i., a un a concentraci6n de pro 
tefnas de 2 mg/mlo 
El ensayo de actividé'.d se llevó a cabn como se describe 
en r.te.teriales y l1étodc8. 
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esto permite cantpJ:'f..mder el efecto D'rT y EDTA en nuestra en 

zima (78), ya que esta se inactiva rápidamente en cualquie-· 

ra de los estados de purificación, en ausencia de estos com 

compuestos. Un efecto similar se ha descrito recientemen 

te para. la sinteta.sa de hígado de ave (51). 

La adición de glicerol a L extracto (10%, ··.:!/v) 

pemite obtener excelentes rendimientos en los fracciona~' 

mientos con sulfato de amonioe Se ha descrito un efecto 

estabilizante de glicerol en varios enzimas (119, 120, 121) 

pero este alcohol no mej ";r6 la. estabilidad. de la sintetasa 

durante el almacenamiento. La esta?ilidad de la enzima no 

mejora en ninguno de los estados de pureza descritos en es 

ta '1'esis cuando la preparación enzimática se congela. Sin 

embargo? si la solución de enzima congelada se deseca por 

liofilizaci6n se obtiene una preparaci6n indefinidru~ente 

estable, aun para el caso del extracto. 

~.3. ~0scri~~~~~'0cnnral ~n' l~ ~urific~ci~n. 

L."l nurificaci.6n dp las t:l.ctividado5 :")rpnilsinte- 

cebo on J."'.~ ~i..cru;tGnt0~ ct~~)u:3: 

A. Pra.ccionaniento r'). -::-::rc::t- (",:,,"' :1ulfr.t- r: .. , .:\~r·ni,-: 0n- 

tre los liMites de 15 y 65% de saturaciÓn. 

B. Fraccionamiento con sulfato de a~onio de la preparaci6n 

as! obtenida entre los mis~os l!mites. 

C. Cromatograf!a en Sephadex G-100. 
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D. Cromatogr~f!a en DEAE Sephadex o DEAE celulosa. 

E. Cromatografía en Sephadex G-lSO. 

2.4. Primer früccionamiento en sulfato de amonio. 

El extracto dt3 polvo cet6nico, preparado en 0,1 !1 

fosfato pH 7,4, glicerol 10%, UfT 0,1 mJl.1, al que se agreg6 

después de la extracci6n BDTA hasta una concentraci6n final 

de 45 mJ,~, so fraccion6 entre 45 y 65% dSl s at.ur acf ón en sul- 

fato de amonio. Para esto, se agreg6 sulfato de amon í,c s6 ... 

lido hasta alcanzar una concentraci6n equivalente él.. 45% de 

s acuz aca.ón s la sal se m:~li6 previamente s610 hasta eliminar 

los gru."'los. La precipi tuci6n se llevó a cabo en cáme re 

fria, con ngitaci6n suave (60 él BO rpm) con una hélice ele 

vidrio r y durante 20 a 25 minutcs. Lllego se dej6 e~)tabi- 

lizar con agitación dUrante 15 minutos E1.~.S y la suspens tón 

se centrifug6 a l5000xgxlO minutos. La pella se eliminó y 

el scbranac1ante se llev6 del mí.smo modo él. 65% de s at.ur-ac íón , 

LD. purificaci6n fue de 1;5 a 3 veces y al roncJ.imiento vari6 

entre BO·-120t? para la nctivic1ad FPP sintetásica~ el rendi- 

miento para la GPP sintetasa fue usuél.lménté. 20 .:1 30% mayor. 

El renc.imiento fue alto :;·~lo ohservando estrictamente las 

condiciones (13scritas. Aparentemente hay un efecto especi·- 

fico de glicerol en la protección de la actividüd ¿t\rn.:;.te: 

"',:1:3 <1.e: la ~~1.1:r.if.:i.cacj.1"l.n. Una· interpretaci6n (li'i'! este efecto 

es que el glicerc::'ll !U',xlifica las interaccionGs protefna 
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colorante durante el fraccionarniento~ estas interacciones 

podri~~ ser drásticamente alteradas en un medio de alta 

fuerzC'. i6nica ,. segú...'1 se infiere del compartam.iento de una 

fracci6n de enzima sometida. a este tratamiento en una co 

lumna de Sephad8x G-IOO, comparada con una fracci6n no tra~ 

tada (secci6n2.6). Esta preparación de enzima contuvo una 

cantidad. apreciable del color original. 

2. 5. Segundo fraccionamiento en sulfato de amon fo , 

La pella obtenidc_ en la precipitaci6n anterior se 

disolvió en fosfato de potasio 0,1 H, pH 714~ ED'fA 40 zru.st, 

DTT O i 1 mM, glicerol 10%;, en un volumen tal que la concerr 

traci6n de protGinél fu(:~ de 2~3 rng/ml. El pFi de ea t a so Lu 

ci6n vari6 entre 7 y 7,2 o So repiti6 (;1 f reccí.onerní.ent;o con 

sulfato de anoru,o I 0.121 mí.srno modo. 

Este proceso fue menos reproducible que el anterior, 

ya que una fracci6n vari.:lblc do:; la act.Lv í.dad prenilsintett\-· 

s í ce se distribuy6 ent re Las pe l l.as O y 45% Y ,15 a 65% de 

saturaci6n. Aparentemente esto resulta de una combinaci6n 

de e fe ct.os de la concene rac í.ón de :1rob~!n(ls y dei pH. Cuan 

do la concentraci6n d(~ ;::>roteína inicial fue de 6 a 9 mg/rnl, 

el pH rosut t anco de la so l.uc í.ón fue menor que 7 f p.robeb Le 

ment<':! dehido a '-'rue en esta.a condiciones los compuestos tlci 

ños originales del exe r acco están té'J1,,"ien en mayor concan 

traci6n. Hasta el 50% de 1 él. actividad pront Ls í.nt.et.és í.ce 

precipi t6 en el fraccion~.miento de O ~ 45% d.(~ saturaci6n 
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en al.ea concen+ract.én de proteína y b ejo pH. En oamb í.o 

cuando la concentraci6n inicial de proteína se ajust6 en 

tre 2 a 3 mg/ral no más ~"'e1 20% <le la. actividad se encontr6 

en eSa fracci6n. Esta actividnd perdida en ln primera pre 

cipitaci6n parece ncept.üble si se consid.era el alto rendi 

miento del proceso y 1;... l!li:Mi:tacY~·n parcial do ln !?P 190- 

mnrasn Y. las" fosf."!.tasns: el rendiniento '!,1.r:US 0.nt..rc 80 a 

1(\r}S& y 1~ purifica.ci~n entre 3 ".t! T VE:C0:'l, 

2.6. Cromatogr~fía en SephaéV:::x G~·lOO. 

Lél pella oht.en í de en el último fra.ccionamiento 

se d.isolvió en un vo l.umen r11niT'1o de tampón fosfato 1) r 1 N, 

pH 7? 4 p glicerol al 10% (v/v) , D'l'T 0,1 mH, y 40 mVi BDTA. 

Esta soluci6n (30-60 r:tg/ml) se 3op1ic6 a una co1umnc de 

Sephadex G-1aO~ preequilibrad¿;, en fosfato 0,1 n , pH 7,4¡ 

EDTA 2 m~l y O g 1 rnl',~ DTT; Y se eluvó con el mismo tamp6n. 

En algunos experimentos se utiliz6 un tJ.r:tp6n succcinato 

pH 6, que contuvo EDTA y DTT d. la mí.sma ccncent.r ac í.ón i1n= 

·terior, lo que no introdujo alteraciones ni en el rendi"" 

miento o la purificación enzimática, ni en el patr6n gene 

ral de c:luci6n. 

Como se ve en la Figura 15f toda 1¿:_ proteína 

eluy6 de la columna en un solo ancho pico separándose de 

los componentes coloreados do la. muestra (determinados por 

ll.310 en la Figura 15). El pico de pr ot.e fn ae no se puede 

resolver; independientGmente de cualquier factor como 
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Figura 15 

Cromatografia en Sephadex G··100 

2;9 m1 (46,1) mg de la 20.. pella 45-65% de su1fato de 

amonior se aplicaron a una columna de 108 cm3 (diámetro 

1 cm) p Gstabilizada en succinnto de potasio 0,1 H, pH 6, 

EDTA 2 wl'i y D'r'I' O g 05 m~L Las fracciones fueron de I ml y 

el flujo se ajustó a 7 mI/horc.o En el e Luf do S(~ determi- 

nó ].'''280 (-- ), A310 (x--)(), y actividad FPP sintetá- 

sica (o - - - .. o) como se describe en T/[ateriales y t1étoaos. 
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re1aci6n volumen de la mUGstra/volumen de la columna, geo-' 

mctrí,:l de la columna, flujo o tampón usado. 'rodo.s las e e- 

tividades enzim~ticas que se han ensayado en el eluído, 

prenilsintetasa, IPP isomerasa (29), fosfatasas (78) (de 

terininad.as por radiactividad en l!pidos libres), y l-··3H-GPP 

fosfatasa (88)! se reparten a todo lo ancho del pico sin 

separac.i6n signific~tiva. Este comportamiento se mantiene 

0.1 r sc rome't.oqz-af Le r en la misma C01Ul-:U'la la f r acc í.ón de pro 

teína (78). Por 10 t.ent.o , en est~; s Ls t.ema prevalece un 

al to grado de interacci6n proteína~·proteína. 

Estu etC'.!?a se usó rutinariamente para librar a 

la prepar~ci6n enzimática de los componentes co1oreadosv 

que interfieren en la cromatograffa de intercnmbio s í.qu í err- 

te. La condici6n para lograr este objetivo es la presen- 

c í a (1,:; s u Lfat.o do. ernon í.o en la riuos t r a . .si se cromat.oo r a- 

fía un ext.r act;o no rrecipi tado o un precipitado previa.men- 

te dializado no hay sapor:9.ci6n de prot2ína y color. El 

rendimiento de la etapD. fue c};;¡ un 80% r sin pur í f t cací.ón f si 

ea que esta se refiera n In ~ctividad enzi~5tica total re- 

cobrada en el proceso •. pero la purificación os virtualmen- 

te comp l.e t.a s í 1:1. actividad espGcífica se refiere él. In corr 

cantraci6n c.e co Lorant.as u expxos ados por su übsorbancia a 

310 nmo 
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:r.::l o Luf do de 9rotdín2. de la c romat.oq r af f a an tie-: 

rior se concentró por ultrafil tración en un equipo !-iL'lÜCOn 

( .. _ , p"n 30) lUf3úlD rc"l.na t : .t- P o por liofilizi'l.ción, y se estaDilizó por 

d.iálisis en fosfato OrOl o Ou015 J'f nE 't ;«, D'l'T 'Jpl 1"1.'1, EDTA 

2 mIl. :"u·ago se e.plicó a una C01U!'1..11.J. de Dl~.A.E Sepha.dex o 

celulosa prG(?t1ui.l:i.])radn en ::::1 n í smo t.anpón , y se 

eluy6 inn<3di2,tc.rr~ente con una grñ.dientel:[.ne,:ü de fosfato 

entre las concentraciones de 0,01 a 0,1 M, o 0;015 n 0,15 ~. 

1'.:1 vo Lumen total de la q r ad.í.errt e 7.Uf..l igual a 6 volúmenes 

del leche. 

La mevo r parto ék:,: la proteína (95%) ~ incluyendo 

la actividad fosfi'l.t~sica residual, o Luye en e L volumen 

¡'vacíol' do la co Lumn a f sin re+encxse , mí.ent.rers que la pre- 

n í.Ls Lrrt.e t as a es eluída cuerido la concent.r ac í.ón calculado. 

Estas cromnt\)gro.fías 8,:: '~n5é1.y.::lron primero en DElili 

Sephadex (Figura 16).? aunque la purifica.ci6n obtenida osci- 

16 entre 30 a 50 vacas reS?8cto al extracto inicial, el 

rendimiento f:l(~ 801('\ de un 10%. E~-)tn valor se pudo au.-:nen- 

ter hc.sta un 30% cuando la cromatClgrafía so llev6 c. cabo 

en presencia del sustrato alí1ico GPP, (lue estabili.za a la 

prenilsintetasa en soluci6n~ en estas condiciones la acti- 

ví.dnd se distribuyó en un número muy grandr2 de fracciones 

(Figura 17) I de tal modo aua una fracci6n importante de la 
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Figura 16 

Cromatografía en DE1~ Sephadex 

15,1 m1 del e1uído selecto de la columna de Sephadex 

G=100 se esti'lbilizaron por diálisis en fosfato 30 rrJl 

3 na de 39 cm (diámetro de 1115 cm) Y la concentraci6n de 

fosfato se aumentó linealmente h as t a 150 mr1c el vo Lumen 

de la gradiente fue de 200 mI. Se colectaron fracciones 

de 4 ml~ a un flujo de 33 mI/hora. En el elufdo se de- 

tcrm;r10'" ,\ (o c) y ac t í vf.dad ;:¡tPD s t nt.o t ás a ca "" ,..... L-~280 's, --_., G •.•..•..• u, .. J.. -... . -- '- "".1. 

(o -- o) p como se describe en el texto. 

Purificaci6n~ 32 V9cesv rendimiento~ 6,4%, respecto al 
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actividad c0croM.;,.togrñ.fial'i,a con la actividad IPP isomerá- 

s í ce , que eluye un poco de9pü~s (':'ab1a 12) •. La inactiva·· 

ción eti 'rltmcr al" usar 'DEAE celulosa, en la Tabla 13 se 

muestra una ccmpaxaoí.ón erre re dos expe r.í.nerrcos explorato 

ríos con ambos interca!nL')iac).)res. Estos resultados sugie 

ren que la nrenilsintetnsa. se inactivarfa irreversiblemen'~ 

te ~.1 unirse a la matriz de L DEZ\E Se-r-Iladex ,yo. que la p~rdi 

da de actividco no se debe a La remoción de un act.í.vadoz 

o a la des t rucct ón de una (~structura cuaternaria activa, 

según 8:2 demostró en experinentos de recombinaci6n cJ("~ las 

fracci~nes elu1¿~g. El patr6n de eluci6n en las columnas 

de DEAE celulosa fue id~ntico al de las de DEA.E Se ph adox., 

Cuando la mues t r a no se libr6 por completo de 

colorantes en la cromatograf!a anterior v una fracci6n impor- 

tante de la actividad eluyó con el pico principal de proteí,· 

na (Figura 17); este artificio se debe prob0blemente a que 

las sustancins coloread2s modifican la interacci6n de la 

prenilsintetnsa con 10.5 demás proteín . as , La mayor parte 

del color se retiane en la co1~~na de intercambio. Esta 

interacci6n es tan intensa que los pigmentos no se pued8n 

remover Lavando lo. columna ni con NaOH O, 1 r.-1, ni con fosfa 

to 1 i'1 pH 7 ¡4, o succinato 1 .H pH 6 (8a). 5610 un solven 

te de fuerza i6nica muy alta, como el sulfoto de amonio sa- 

turado (eproxi.r-ademence 5,2 H, 

per estas interacciones '(83). 

=35 M) f es capaz de rom- 
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'rabla 12 

Distribución de IPP isomerasa y FPP sintetasa en elu.ídos 
selectos de una cromatograffa en :JE.AE Sehhadex 

Actividad específica 
(u/mg) 

Fracci6n IPP isoffi0rasa FPP sintetasa 

1 

II o 1,06 

111 1,15 

L.3_S act.ividades se ensayaron corno se describe en T:1ateria 
les y ]\1~todos, sn un tiempo de 15 mino Las fracciones se 
obtuvieron ds la croroatografía en DEBE Sephadex mostrada 
en la Figura 17. 
En el cálculo de la actividad de la sintetasa se restó la 
contribución de la isoffi8rasa. 
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Tabla 13 

Comparación de la recu?eración de actividad FPP sint~tásica 
en c.romat.oqr af f as en DI::JI..:E Sephadex y DEA.E Ce Lu Lo s a , 

Acti vidad en .1\.cti v í.d ad rG- 
la muestra cupcr2da en 

el eluido ac 
tivo 

Porcentaje 
r,", cupe r ado 

(U) 

a DEF..E~·Sephc,dex - 
(~aMpón de eluci6n 
con GPP) 

D.,.,. .• r.· e 1 1 h .DAt.~. e u OSé'.. 
(Elución sin GPP) 

0184 29,3 

15,8 102,5 

a , 5. G ml. de una preparaci6n ,13 p ren í.Ls í.nt.e t.asa purificada 
por cromatografía en DEAE-Sephadex, en fosfato ° ,,03Iti pH 7,4, 
EDT.A. 2 mJ_\-1'f DTT ofl mN, GPP 1,9 u"1 se aplicaron a una co Lurn 
na de 10, 3xO e 9 C!~ 2stabi1izadé1 en (:;1 mismo to..mp6n. ~1e '81u 
yó con 10 ml, (1121 mf sno t.ampón y Luaqo con 15 1'11 de fosfato 
O e 1 H pH 7 9 Il, EDTA 2 ml'i, D'l'T ') i 1 :ra!'1, GPP 1 q 9 uH. F1u.jo = 
1,25 rnl/min.~ se colectaron 23 fracciones de lsl mI. las 
fracciones 12 ::t 20 se juntaron y concen t re ron Lnmed.í at.amen - 
te en un equipo Araicon (memb r ane Pi1-30). El conjunto de 
frC!ccioncs 1 ;J. 11 no tuvo actividad FPP. sintetásica. No se 
r ecoo ró actividad al eluir la co Lumn a con fosfato 1 I,1 pH 
7 v -1. 
b , 0,6 r:::l d.e un c Luf do de S3phadex (;,·100, en foaf e+o 17 ml'vlf 
pH 7 f4! BDTA O: 3 m!"! S8 ap í í.cez-on 0. una columna de DEAE ea 
lulosa estabilizadn con fosfato 10 m~l pH 7 f4 q EDTA 2mr.lr DTT 
0,1 ;riJo!. Se cluyó con 1:] rol (1:3 fosfato 10 lO1.~1r fosfato 0,1 lXi 
y fosfato 1 ~·:o Estos tampones contienen además EDTT\. 2 m~1 
y DTT 0;1 ~~. Se colectaron fracciones de 10 ml. Flujos = 
1 ml/min. Sólo el eluído de O il q fue activo. LD.s (;.:i_mp;D.sin 
ncc ('.,:-:-; esta coIurme fu('x-rln 1(19 MiRr..ns c.e l~ nnteri'"'r. 
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Figura 17 

cromatografía en D}~l'..E Sephadex en un tamp6n que contiene 

geranil pirofos fato 2 v 5 }l71 

3~ mg de proteína en un volumen de 11 mi, se aplicaron 

1 -....... 3 a una co umna 0.8 .).) cm (diánGtro Op9 cm) 7 estabilizada 

en tampón fosfato 0,01 rvl pH 7,4, EDTP~ 2 mJ:Vi, D'rT 0,1 ron, 

GPP 2,5 mutt , La croraatografía se cl.8sñ.rrolló aplicando 

una grac1iente lineal (vol. total de 200 ml.) hasta O e 15 ~,! 

fosfato .. el resto de los componentes a conoen t r ac tén . 

constante. Se colectaron fracciones de 7 mI a un flujo 

de O .17 mI/mino En el eluído se determinó 1\.280 (-- 

y actividad FPP sintetásica (0- O) o La actividad en~ 

zimática que cocromatograffa con el pico principal 0.<; 

p rotie fna es un 2rtificio l~'~ las condiciones o la mue s t r a 

no fue totalmente desprovista de colorantes untes de 

aplicarla él la colw~na (ver texto) . 

Los números romanos indican las f'r acc í.onos que se me z+ 

claron para l~ determinación de actividad mostrada en 

la T<lJl:Jla 12 .e 
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2.8. ~romatografía en Sephadex G~150. 

El análisis de la preparaci6n enzimática oo ccn í. 

da en la cromatografía anterior por elcctroÍoresis en ge 

les de pOliacrilamida reveló la presencia de dos proteínas 

principales contaminadas con otras tres bandas ~uy débiles. 

El hecho de que estas proteínas coc romat.oq r af fen en la co .. 

Lunna de intorcGl.Y,:Ldc-· sugier8 que ellas ti6nen una carga ne 

gativa más o illenos equivalente a pH 7,~? por 10 tunto,la 

separación durante la electroforesis debería. resultar de 

una diferencia en tamaño más que en cnrga.. Esta hipótesis 

se puso él prueba en un a co Lumn a de S'2);>hadox G~150r que tie 

ne un rango de resolución d(~ PI\1 mayor que la forma G-100 

(.)2) ¡ ya que el P11 de La prenilsintetasa es de 86000 en 

otros sistemas (42; 43). 

Con este f í.n el eluído act í.vo de la cromatog:r.J."· 

fía de Lnt.e rcamb í,o se concentr6 :!or liofilizaci6n: 32 di 

sol vi6 en 1 ml, de aqua y se .::plicó en un a co Lumn a ds 

Sephadex G~150 rde 79xO:8 era, Isa co Lumna se estabilizó 

pzev í am • snt;e en fOEfato 0,1 .~'1J sin agregar los ?rot~3ctores 

y la cromatografía se desarrolló usando un flujo dE-:: 2;6 ml, 

mI/hora. Como se ve en la Figura 19, aparecen dos fani 

lias de proteínas limpiamente separadas en el elufdo. LrI 

pren.í Ls í.nt.et.ase se distribuy6 en dos picos levemente ade-: 

lantados al primer pico de proteínas. Estas fracciones 

enzi~~ticas son idénticas en cuanto a la proporción de 
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Figura In- 
Cromato9rnffa en Scphadex G-150 

2,81 rng de proJceína purificada por una cromatografía en 
...• 

DEAE celulosa se aplicaron a unñ col~~a de ~O cmJ (diá- 

metro 0,8 cm) y ':::!stabilizada en fosfato 0;2 ~1 pH 7,4. Vo- 

lQ~en de las fracciones, O¡5~ ml¡ flujo! 2FS mI/hora. En 

el cluído se determin6 A28G (---) y actividad FPP sin- 

tetás í ce (O· - - -O), como se describe en !>1é'.teriules y I"Iéto- 

dos. 
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productos cis y trans que genera.n ~ y respecto a la vo Lo ct dad --' 
de desnaturalizaci6n t6rmica. 2-\sí, esta disociación de act í,., 

va dados se podría deber simplemente a un equilibrio de aso-: 

ciaci6n proteína-proteína, y no a dos distintas prenilsinte- 

tasas. El rendimiento de esta cromatografía'fue de un 50%, 

y la pu:r;-ificé'.ci6n de 70 a 100 veces, respecto al extracto. 

2.g• Evaluaci6n de la rut~ ~G purificaci6n. 

2 .9.1. Eliminación de la.~9ti viélad isopenten~~ pirofos fato 

isomer~sica. 

Como se mU8stra en la Tabla 14, la actividad IPP 

Lsomez as a se recobrl3 en tL."1 1110% luego del primer fracciona- 

miento con su Lf at;o de amonio. Este valor osciló entre SO y 

140% Y lél purificación entre 1,5 y 3 veces. Sin embargop du- 

rante la segunda precipitación est..:;! actividad SE: reeujo con- 

sistcntemente a un 20",-30% de la actividad inicial, sumando 

la actividad remanente en las pellas de 45 y 65% de satura- 

ci6n. No hlli~O actividad en el sobrenadante. Este hecho su~ 

giere que la enzima es irreversiblemente inact.i vada cuando 

el pH inicinl del fraccionamiento est! alrededor de 7, ya 

que no hay ninguna otra diferencia con el primer fracciona- 

miento fuera de la composici6n proteica. 

La actividad IPP isomerásica remanente en el segun- 

do fraccionamiento de 65% de saturaci6n cocromatografi6 con 

la prenilsintetasa durante la cromatograffa en Sephadex G-IOO, 
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Tabla 14 

Distribuci6n de la activida~ IPP isomerasa en las primeras 
f r e ..... cciones cee la purificación 

Fracci6n Vol. Prot. Act.es~ l:.ct. total Recupe Purif. 
total 1)ecíf. ración 

(m l \ (mg) (U/mg) (U) % (veces) "-.lo I 

ExtrC'.cto 155 119 O v 19 22;6 1 

la. frac. 24q5 49 0,65 31,8 140,7 3,4 45~65% 

2a. frac. 4.;7 6r9 0,21 1,45 6 A 1;1 O-~5% 
,,,,, 

20.. frac. 1,5 18,5 0;3 555 2495 1,6 45-65% 

E1ufdo se- 
lecto Seph~"-~13 12,5 O~52 7.25 32,1 3,05 
dex G~1100 
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pero se retuvo más en la cromatografía de interca'llbio ¡ de 

modo que se pudo sopar e r oficientcJr.'1_onte do la prenilsinte·· 

tasa Dar la eluci6n con la gradiente line~l de fosfato. Por 

lo tanto, la acti vid<ld asome rtis t.ca fue tan baj 2. en las frac~ 

ciones de prenilsintetasa obtenidas f í.n=Lmerrt e de la co l.um 

n a de Sephac1ex G=150 u quo no se la dGtectó por ens avo di 

recto de 2.lfl:Lcos ni por análisis de productos en el crema 

t6grafo 02 gases. 

2.9.2. Elimin~ci6n de las fosfatDsas. 

El segundo fracciona.miento con sulfato de amo 

nio sirvió para eliminar casi toda la actividad fosfat~si 

Cé) rCO'1iO se ve en la 'rabIa 15~' alrededor de un. 10% de la 

acti vidad inicial r o 3% de; la del ;~xtract(;; acompeñó a la 

prenilsintetasa en 12 pella ~5-65% de satur~ci6n. DsI mis 

:1.10 modo que para 1.:1 dis-tribución de la sint'0!t¿:sa e se ob= 

servó un c i er to grado de dispersión en la distribución de 

esté: acti v í.dad entre ambas oe Ll.n s o Aparentemente p igual 

que cntes110s factores fundcmentales en la distribución 

son la concent.r ac í.ón de ?rOb3ínas y el pH. p.,. 'Ot:'lj a concen 

tración de p:r-oteínc:s y :rE mayo r que 7, la fosf."1tasa. (deter 

minada usando IPP o FPP como sus tratos) I ca.e cél.si cuanti 

tativamente en la pella de 45% de saturación. 

La actividad fosfatásica remanente se pudo sepa 

rar completamente de la prenilsintetasa durante la 
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Distribución de la actividad l-\I-'FPP fosfatasa en las" 
primeras ~racciones de la purificcción. 

Vol. Prot. .?\cto 8S ..... Act. toto.1 RGcUpe Purif. 
total pecif. racióñ 

(Ml) (mg) (U/mg) (U) % (veces) 

Extracto 500 535 12v~ 6634 1 

la. frac. /1 }'I 183 O O O O 0-45% ,: ~~~ 

la. frac. 28 v.l 215 18,9 ~O64: 1;5 45-65% Gl,3 

2a. frac. 6 112 17 r ti 19,:18 29,1 lq4 O-t15% 

2ao frac. 2 19 10,2 194 45-65% 2,9 0,8 
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cromatogaafíc. de intercam.bio (Figura 1m I determinada usan- 

do IPP o FPP como sustratos. 

2,9.3. Eliminaci6n de los colorantes del extracto. 

En la Figura 15 se muestra el retra.sc del color 

respecto a las proteínas en La cromar.oqr añf a en Sephadex 

G-IOO. Virtualmente todo el co Lor »ueda ser separado de 

la proteína bajo c0ndicisnes cromatográficas adecuadas. 

Esta zeao.Luci.ón solo se produce cuando la muestra proviene 

de una p re c.í.p í taof ón con sulfato de amon í o y se ha aplicado 

él la co Iumn a , en consecuencia¡ en un solvente de alta f ue r-« 

za i6nica. Si se omite l~ etapa de precipitaci6n el color 

y In ?roteína e Luyeri en el nu smo volumen. 

En la Figura 20 se muestran Los espectros de ab-: 

sorci6n UV del ex+r ac+o p e l.uf do de ;::>roteínc. y eluído de co·· 

lor de la columna de Se:>hadex. Se ve oue .'\áx=280 nm en el ~ m 

ext.r act.o : (~ste máximo no se d(~be a los crom6foros de las 

proteínas yo. que en esta determinación del espectro u el ex- 

tracto se diluyó hnsta una concentraci6n de pr~teína de 

O,O¿ !'11}/nl.I:l ItlÍsm) máximo apB.rece en el e Luf do de pigmento 

de la cc.Lumria de S.3Dhadex G-IOO? qU8 no ti¿me proteínas, 

determinada flor ,sl método turbidir..étrico a la máxima sensi- 

bilidad (alreded;,)r de a,l mg/ml). Por lo ·tanto la absoz+ 

ci6n del extract<::> en el UV resulta de la a)sorci6n de 10s 

pigmentos y no de la proteína, cuya. contribución es casi 
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Figur~ 19 

Eluci6n de la activiclad fo~fatásic~ en une co Lurena (:l~ 
int~r.cé'\!"hio 

76.A. mg '.1e p:r.ot8fna se aplicaron a una co Lumna de DBi",B C(~-- 

Lu Lo s a e.A l. 5x21'~ cm " 0'UG se ~0s:.:,_rrolló U3f':1nCO una grr>,dien= 

tG tot2.1 dr:, 280 !,11 ... CO:ITlO so mue s t na on la FiquT.'ñ, 

~ntrG los lín-:i tos d8 10 a 150 !:' .. H fosf~to! el resto (le 

las condiciones como se describe en i\1~ater.i::ües y ~~étodog. 

En el eluído de aeterr.:linó 1'~280 (e -- o ) : Y actividClo fos- 

f"'.t~3ica (c···~ e) como se f12scribe en ;\lctr3riales y ~'éto- 

dos. Gradiente de fosfato-- 
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.,... -l.gura 

~)sorción UV del extracto y de las ~racciones obtenidas en 
la cromatograf!a en Sephadex G-lOO. 

Se muestra el espectro de absorción entre 240 y 360 nro 

par~~ A. extracto diluído 50 veces! concentraci6n de pro= 

te:ína en la cubeta, 0102 mg/ml. 

B. Eluído de proteín~ de la C01U1Thia de Sephadex G-lOOj 

concentración de proteína en la cn~eta9 OiS mg/ml. 

c. Eluído de pigmento de la columna de sephadcx G'-lJO I 

diluido 20 veces en la cubeta, la fracción original no 

contiene proteínas. 

La concentraci6n de proteínas de cada Muestra se dete~in6 

por el m~todo turbidi~~tricoo 
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despreciable. 

En cambio, el elu!do de proteína de la colwa~a 

de Sephadex G-lOO, muestra el típico espectro de proteínas, 

con un m~ximc en la regi6n de 280 nm y un mínimo en 250 nm. 

En principio; la separaci6n de los pigrnentos de 

la proteína podría resu1'tc..r de (1.0e; efectos, como se discute 

él continuación. La interacción ant re estos compuestos po·· 

dría. ser de car áctie r poLa r J p rob ab Lemerrt;e i6nica, como lo 

indic~. el hecho que le. resoluci6n requiere de o Lt a fuerzo. 

iónico. en el solvente en quo se d,isuel"'3 la muestra, antes 

de 13. np1icé',ción p az a la cromatografíav además los pigmen 

tos se retienen fucrte!'1onte en columnas de intercambio, 

mientras que ces í toda la proteína. e Luye s í,n retenerse f ba 

jo las condiciones usaeas en este trabajo. Esto sugiere 

que la carga de los co Io rent.es es fu\:;rtemente negativa a 

pH 7" 4, mientras que la de las p rrrt.e f nas podría ser posi ti 

va, In inter~cci6n colorante-DB13 Sephadex (o celulosa) es 

i6nica : p'lede ser re=novido de La co Lumna por una soluci6n 

s at.urnda de su Lf at;o de amonio, pero 110 por urea 4 VI (83). 

De este roodof el primer factor involucrado en la separaci6n 

de proteínas en la columna de S.aphadex podría ser la ruptu 

ra de interncciones i6picas por 81 sulfato de amoni6 del 

medio. El segundo factor se puede deduc.í r de La obs e r va 

ci6n del patr6n de eluci6n de la crO!'1<ltogrc.fía mostrado en 

la Fiqura 15. Se W~ que los pigmentos o Luyon olaramonte 
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despu~s de un vol~4e columna, lo que indica interacción 

entre ellos y la matriz de dextrano del Sephadex (152). Se 

ha descrito a los flo.vonoides como compuestos capaces de 

formar puentes de H con macromoléculas (111), por ejemplo. 

proteinas: esta ccpacidü.c podría explicar la débil reten 

ción de los colorantes en la colu~1a de Sephadex. 

Por lo tanto, la resoluci6n entre proteína y co- 

lorantes se conseguiríc combinando la ruptura inicial de la 

interücción proteína"o'colorantes con el desarrollo a trav~s 

de toda la cromatografía de una interacci6n colorantes-dex~ 

trcmo. Esta hip6tesis es formalmente similar al esquema de 

la cromatografia de "intervenci6n:; 1 de Kierkegaard (153). 

La sepnrc.ción comnl.at.a de ameos component.es requiere de co-« 

lumnas muy largas bajo las condiciones cescritas en esta 

Tesis, sin embargo, si 13. hip6tesis p Lant.e ada más arribe. 

es cor re ct.e , podr.:(a ser P?s.i;:'le r8so1ver comp Le t.amentie en 

tre ambos en oo'l.umnas 'peryueñas us andc au l.fatio de amonio en 

el tamp6n de est~Dilizaci6n y eluci6n, que actuar1a como 

un "Lnt.e rvent.or " de acuerdo al esquema de I<ierkegaaro. 

Fuera de lél aplicación para el extracto de pol 

vo cet6nicoy la secuencia precipit~cién con sulfato de 

alnonio~"crbmatografí(1 ·.en Sep!1o.dex G=lOO se he. usado exitc 

s amentie en el L~horatorio para la separaci,JI)n de proteína 

y color en extractos de flaveco de c. sinensis (79) 1 fla 

Vera de C. limonum (29), y de plántulas de P. radiata. 



Todos estos extractos- 1:rl.enen "tmo ee-1M' diferente! ~o que su- 

giere qUQ eontieAeft distintos pi~entos. Por lo tanto, el 

método nodr:i.a ser ap1;.cable a un amp l.Lo rango 63 sistemas 

crudos vegetales; por lo que ?oar:i.a sumarse a la lista de 

tratamientos -1e!';cr.itos nar a la separaci.ón r.e proteína v pig'- 

mentos en sistemas vegetales (111); s í.n l3rnbargo 1 el procedi-~ 

miento aquí cescrito narece mucho ~ás suave v eficiente que 

estas )"1et6rH.cas 1 suponiendo qu.~ la enzina de interés s ooo r+ 

te una precipitación so.lina y una cromatografía en S-3phac1ex. 

Evaluación dA la Durificaci6n de la sintetasa. 

El desarrollo d~~ la ruta dA purificac.i6n aquí ore·- 

sentado (Ta.'I:-)la 1 F.) e~tuvo como l í.cado por 1~ inostahilidad de 

la enzima en solución, en todos los niveles de la our í f í.ca- 

ción¡ y por la ¿h::sn¡:'turalizé:'.ción de la enz Lma durante lél. 

te S8 pierd0 aproxil"'\ad1')-'lent'3 Al :30% 1(~ la aot.fv í.dad inicial. 

Debioo a Las limitaciones en la cantidar1 e.e material ~r~ par- 

tio", disocniblf-'l v o l[;l~ di_ficuJ.t:ades ny-6ctic·ry.s mvotucradas 

en su obtenci6n " no es posible dt:s~rrolVlr un p rooe so des- 

tinaro n con<:eguir la pu r.í.f í.c ac í.ón sustancial de une enzima 

de flavedo dn Citrus" si el rendi:r".iento ~enzi;";1?tico del proce- 

dimiento GlS po'bre. Por esta razón so gastó mucho tiempo y 

trab~jo en la exploraci6n de las condiciones adecuadas para 

aumentar el rendimiento de la cromatografía de intercambio 



Tabla 16 

~eSUQen de un proceso de purificaci6n de preni1sintetasa . 

Frac. Vol. .. Conc. Prot. Act.esp. Act.tota1 Rend. Purif. Raz6n* 
Prot. total (U/rng) (U) (%) (veces) C1o/C15 

(m].) (mg/min) (mg) 

Extracto 1990 1,3 2587 1,08 2794 100 2,1 

la. frac. 430 2,42 1040,6 2,45 2549 91 2,26 1,49 45-65% 

2a.frac. . lL6,8 60 808 3,44 2779 99,4 3,18 1,44 45-65% 

E1uído 
Seph. 1.8,3 38,6 706,4 8,11 5728 205 7,4 1,39 
G-100 

E1uído _... 
Selecto 1,9 0,45 8,6 55,9 481 17 51,7 1,44 
DEAE ce1. 

Combinac. 
eluídos 
activos 2,56 .: 0,08 0,2 77,71 1,55 0,6 71,7 
Seph. 

, G-150 

* Se refiere a la raz6n de actividades específicas de GPP y FPP sintetasas. 
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en DEAE ~epha~exJ esto no se pudo conseguir, como se des- 

cribe ~umariamente en la sección 2.7. de este Capitulo. 

emb ar co , cuando dis:rmsi1"'\os de DE.'\E ce Lu l.os a , encorrt ra- 

mes que el r8:ndiMiento de esta cromatografía podía aumen- 

tar !!;irrnificativé'.monte. 

Por otro lado, la cromatogra.fí.'! siguiente en 

protect.ores DTT Y ED'!.'A.. El rendimiento enzim~tico de est~. 

etapa; r:'dati va a 1~. arrt.e.r í.o r , fup. de 50% ~ este valor po- 

drí:'l aumenbaz en nresencin del reductor v 21 COTl'lplejé',nte. 

Es probable que le adición de GPP :11 ta9r6n (te eluci6n 

~u~ente aun más 1" re cupexac tón Q<:1 acti Vi.00.d en esta etapa ~ 

sin embargo; ast¡::;: sustrato üodríél. alterar el patr6n de o Lu- 

cf.ón , como ocurre en la. cromatogra.fía de interc,<unhio. 

i\unqu(~ l~s cro!tv':\togra.fias en DEAE celulosa y 

Sepha.dex (;-150 no se ~xplor?xol" '2xhaur-;tivaI"Y~nte, ss Pll0,de 

al afinar 81 det~!l0 de las condiciones. 

un a fr¿'\.cc1.ón ,1osprovist;;l. de Los cont.a ...• "tlin/'\.ntes 8'1?;Ü1aticos 

(IPP Lsome raaa y fosfat.,:,!;<1.s) 1 y los no nrotie í.cos , que en 

obtener un= preDc"''.raci6n enzimáti_ca homoqdne e , se dedic6 

comperé!tiva.rnente poco tiempo al análisis d~ la composici6n 

o roce í.ce 0.Q 11.:5 d.istintas f rncc.íones oo r electrofl:)rG~is 
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en gel. Además, nos pt1reci6 r:1ás importante la exploraci6n 

de las dos prenilsintetas~s estcreoespecífice.s en leo. pre- 

paraci6n purificadé'.f 1U-:1 célrG.ct~riz2r dr1finitivamente su es- 

tado o.e pu rez a, I.or:; estudios de elactroforesis se comp l t> 

caron por la extensa. Lnect.Lvac í ón de la anz í.ma durante el 

:orocedir.1iento· se re cob re nenos del 1% d~ la actividad ini- 

cial lUGg0 de la elcctrnfóresis " pB gc9~ esto ¿lificulta la 

asignación ••. :'!..-. .•.. ', -:' Las brm(las de proteínas como laCa) ?re- 

n.í Ls t.nt.e t.e.a a (s ) o El prim81" e1uído activo de la cromatogra= 

fía en Sephadex G~150 no contiene r.1~S de 3 prote!nasf si es 

que una de estos 8s:;>ecies co r res oonde a la prenilsintetasa, 

10 c;ue no se pudo determinar con absoluta ce.r't.e aa , 

3· Purificación dé 2-cis-fnrnosil pirofesfato sintetas8. _. ....-._._--_._-- -_ ...••... ----_._-- 
El 2fecto inhibitorio do los fosfolípidos s(ilire la 

In act.í, vidarl pr::;nilsintet~.sica en ext r act.os de P. radiata o 

de po l, vo cat.ónt co di:? f Lave do d¡~ c. ~.in .. sns í.s , ~) .. )t1r!éI inter- 

pretarse alter:'1cti.v.vl8nte a 1,"\ inhi~ici6n dir¡~cta de la en- 

zir:1a, cono un~ ,;:stinulación dHl metnbolismo del PPP; pnr 

ejemplo Ii n.Ul'1entandr: 1::::. v31Jcid<"lc de; la transf0rmr'\ci6n de 

farnesol en aldehfdn5 sesquiterpénicos (72, 73) o Como es- 

tos últiro0s corapues tos cpe recen en la fracci6n l!pidos 

libres, se llevó a caDo un ru~álisis por cromatografía en 

fase gC'.seosa d'3 los p roduct.os de la reacción en esta frac-~ 

cd ón : ñS! se encontr6 un p í.co de radi<lctivida~ que co cxo-: 

matcgrafl.~ con 2'~ci5~~farnesol auténtico (Figur9. 21). La 
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Figura 21 

Biosíntesis de 2-cis,6-trans v 2-trans, 6-trans~farnesol 
por un extracto r~olvo cet6nico c'!.e flavedo de Citrus " , 
sinensis. 

Op3 mg de un extracto de polvo cetónico se incu~aron por 

tiempos variaQles (ver ~igura 22) con IPP radiactivo 

(145000) cpm) , bajo las condiciones deseri tas en r'~ateria~ 

les y ~~étodos p excepto que el taml?6n del ensayo fue suc- 

cinato d.e patas io O ,1 r.~, en un vol umen final de l ml , 

La enzima se dializó previamente contra el mis~o tampón. 

A lo tiempos indicados en la Figura 22, la reacc16n se 

c1.etuvo enfriando 1 ~.1 los alcoholes se extrajeron como S8 

deseri~1e en !lateriales y H~todos. 

:t:;. ea/la fracci6n Lf p.í dos lihres se agregaron 200 ug (le =: 

cis y trans farnesol v 2-·cis r G-tral1s y 2-trans f ~-trans 

farnesol, se concentró a unos 200 p.l; a ,?re~i6n rer!ucida 

(O 11 torr) e y la fraccH5D. concen t r ada se s 11116 usando 

20 ul C.9 }-\j.s·· (triJ:l1etj_lqi.lj_l)-acetar"tida~ el producto sili.·- 

lado se inyectó al cr oraatióqz af'o , Se usé una co Iumna CG 

SE~,30 J a 155 el' isotérmico ~ el flujo de He se ajustó a 

40 ml/min. Bl resto re las cond í c í.onas de anS.lir;is se 

describen en Hateriales y ~·g5todos. 

Ia cromatograma mostrado corresponde a un tiempo de Lnou- 

b ac í ón de 30 minutos (ver 1~"j.gura 22) ,EJ. trazado superior es 

d porfil de ra(liactivic1ad del e Iuf do , cFsal.~-f"'-rnp.sal, 

tFsal~trp..ns-farnesé!-l;cF y tF, cis y trans-f0.rnf'sol. 
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en 1972 2n estA Laharatorio (71): y ~~9 t2r~~ se demn~tr6 

:10r 

(72,73). 

dos no tuvo ef3cto en la cUstrihución de p roduct.os , 

Estor.; r2sultad.os nos 11'~vr:rcn a investigar la sín'2 

tesis de al~.eh1.dos st;;squiter"énic0s en el extracto da po Lvo 

cet6nico. El extracto fresco de f Le.ve do D~3 nar-an j a forma 

aldehl.¿os en i"'uscmcia 

1 ...,,,, rl f { , d"·_. ~ "o.,..n+ c. presencJ.a enl..logena \.~e es te co ac cc r o ••• a a .J_c~on c~,:;, L'I¿UJ 

al Tl1édiü c.e ens ayo acelera 1& tr2.Hsfornación 0G 2,-trans' 

f arrie so L en ald8hi¿~o-:-s. En cambio e en el extracto de po Lvo 

de formación de aldo.hj_rlos sesqui teI'?{~nicos i conconu tante'- 

mente r:¡t's lenta. 

que la r::'2cci6n entre IPP y GPP se 0.ej6 :?r·-:)ceCí.::?r dur~nte ." 

un a hora en ,:'!usenci(~ de UJ.\D + a.gregacJ.~" en tG.!'q0n s ucc í n at.o 

hora. se agri~gé el co ñector , 'ral cor-o S8 V2 en le 
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Fiqura 23. la. síntesis de trans~farne.,al sólo se evidencia 
~. --- 

después de la a.dici6n ("1.e N~ V el c.í s-vf a.rnes a L aparece des" 

puén de la fo rmao í.ón de su is6m.ero f exact.anerit;e corno se h a- 

hia cescrito an+es (71). :3in eJ'"lhargo, el 2-cis·'farnesol 

aparece muy temprél.no en el curse ¡~(~ la reaccí.ón , antes de 

la ad.t c.í.ón de !..E'.¡:;+ e independientemente de una formación 

(~.etectable de los a Ldehá dos , L!stos hechos sugerían que el 

diaster36mero cf.s se for;:-¡a,:'a no por un necan í ano da Lsome- 

rización tra.ns~cis f sino que Dar condens ac í.ón ,1irecta de 

GPP con IPP. Por lo tanto, s,; llevó a C0.00 un expe r í.ment.o 

de condens ac í.ón 0·.3 corta durac í.én , y luego de extraer los 

lípidos libres (h1 Lncubado e hi0ro!i.zo.r los ;?irofosfatos 

rema.nentes con f'os f at.as a alcalina \1 ap í r-as a v se anal t zaron 

los a Lcoho Le s ryrirna.rios así formados. :.sI e Lu I do del e roma- 

t6grafo de q as as mos t ró radiactívida0. asoc í.ada a 2 "ci~--·far" 

nesol v 2-tr~'13.= farnesol (Figura 23.). Es muy difícil inter-· 

"'retC!.r este resultado :;>or. una hi.p6tesir:; Cn18 exc Luva la f.or- 

mación de 2<=cis'"FPP; es decir; «ue no implique una reacci6n 

(le condensación rirecta catalizacla por una nrent Ls trrtet asa, 

de isomerización trans~~_iJ_ mediada por los respectivos al·· 

c.ohídos (72) f se re~;_tió el experimento en presencia de .ant.- 

Ld.n a . este compue s co forma un a base ds Schiff con el 

2-,tra!1s~-f.arnesé1l, b Loque ando la transfomaci6n de este al- 

d~hldo en el i56m~ro 2~cis (72), e impidiendo a.s! la 



142 

Figura 22 

Biosíntesis de farn,esoles y f arne s e.Le s nor un extracto de 
polvo cetónico de flavedo d¿ Citrus sinansiso 

S8 estudió la formación de aldehídos incUjando varios tu- 

bos tnl como se dr2scribe an La Layenda de la Figura 2l~ 

la reélcción se detuvo dos de ¿:llas a la medie hora y 

esto in3tante¡ y se dejO proced¿r durante dos horas m~s. 

El análisis d8 caca fracci6n se detalla en la Figura 21. 

• radiactividae nGocia~a a tr~nA-farnesol 

r; ra(~iactivi(},ñ.(1 aAociadR u. cis-f2.rnesol 

• radiactividad aBocin~a ~ ciA-f~rn~aal 
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Figura 23 

Biosíntesis de 2~cis ,6-trans~'farnesil pirofosfato 

o f 65 rng de proteína de un ~=xtrncto de polvo cet6nico de 
14 Citrus sinensis se incubaron 30 minut.os con l~ C-IPPg 

Cl3LOOO cpm) en un volumen de 1 ml , bajo Las condiciones 

descri tas en r!íateriales y T"{étoco:; g excepto que el tamp6n 

fue succinato 0,1 ¡·í pH 6. El extracto se dializ6 previa- 

mente contra el mismo tamp6n. La fra.cción lípidos libres 

se extrajo y en la fase acuosu se realizó el análisis de 

prenol fosfatos 1 como se describe en Materiales y ~"1~todos. 

La nueva fracción et,~rea se concerrt ró e .:?resH$n reducida 

(O e 1 torr) luego de agregar ~OO ug de 2 -c í,s y 2-·trans"-far- 

néso1 como portadores; l~ fracción concentrada se 511i16 y 

analiz6 como se describe en la leyenda de la Figura 2'~ 
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formación del cis farnesol mediada por este mecanismo. Co- 

mo ~e F.IU83tra en la Figura 24! la g'~neraci6n r'.e cis·"FPP 

por un extr0cto do polvo cet6nico :}:r'OC80,i6 ind8pendiente'" 

mente de la presencia (1.12 an LLf.n a en 21 I':1eo.io de reacción. 

Estos hallazgos demue s c r an que este sistema de polvo cetó- 

nico es capaz de formar el dia<:;tereómero 2-cis del farne'~ 

sil pirofo:3fato. 

La síntesis re este compuesto podr f a , en princi~~ 

pior resultar de tres mecanismos inc1ependientes~ 

l. De la actividad de una ciD-prenilsinteta~a 

que forma 2-cis-::;'P? condensando IPP con GPP. 

2. De la acti v.i_cl.ad d·"" une. i~or.~:'3rasa Cé'n4!~ de 

tran-sforrar el 2--trans-F'PP en su isó::::lero 2'~cis. 

3. De una activirJ.ad nrenilsintl~tásica no especí= 

fica respecto al producto (34) I que condense IPP y SPP para 

dar ambos isó!'1eros. 

i"ln 80 h í.zo n í.nqún intento por df.s ce rn.í r- ent.ro es- 

tas pcsibilidade~ en el extracto:; ya qn<:=: la disponibilidad. 

de una ruta. de purt ñt cccfón y de una pr:..~?araci6n de enzima 

purificada debc rf a en principio exc Luí r a l.qunas de las alter- 

En la Figur~ 25 se rouestra la distribuci6n de 

productos 08 los alu!dos activos obteni~o5 de la colu~~a 

de Sephadex G~15,,). Se ve que ambas s Ln t.e t.Lz an :o~PP e GPP, Y 

ambos di.::lstere6rneros d.el FPP en una razón !_ré'ns/Cis de 
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Figura 2l 

Efecto de ana.Lí.na B TI'Ji en la biosíntesis de 2~cis v6- 

trans-farnesil ~irofosfato 

0;011 mg de una preparación de enzima purificada por cro~ 

matografía en DEAE Sephadex se incubaron con 1_l4C-_IPP 

(90300 cprn) 1 por 30 reinutos, ~n un vol~~en de 0,5 mI. 

El resto de las cond í o íonas se d(~scribe en ~1ateria1es y 

r.1étodos, excepto qu,; a uno de los t.uoos se agregó &'1i1i- 

na a uno. concentración final de 8 raH. El análisis se 

llevó a cabo como se indica en la Figura 230 
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Biosintesis ~e neril pirofosfato, 2-cis-farnesil pirofos 
fato e geranil pirc):f.osfato y 2~trans'~f(lrns!;il pirofosfatlJ P 
por 10. preparación enzimáticél pu.r.í.f.í oada, 

15 uc de las fracciones enz rnát í.ce. pur í.f í.cade: por croma- , ~ 

tografía I?n Sephé'dsx ':;~150 f se Lncub ar on con IPP r adf ao- 

ti vo f bajo Las condiciones doscri tél~l en ;"Iateriales 'l '·~é~ 

+odos , excepto por la 0misi6n r10 J',.TP Y por e L uso da un 

v í.dado s C10' y C, r:: si.nt8L::~.sQ.S us ando tlY¡]\PI> y GPP, respec'~ .•. ,- 

100 C' s V los pirotosfatos S8 llev0 ~. cabo un G.nálisis (1.8 

prenol fosfatos, cono se describe Em F-lateri3.10s y Hétodns. 

Los e Lccho Le s así producidos se extrajer-:m con éter d.8 

petróleo ¡; las fracciones en que se de t e rmí.nó actividad 

"0 -40 no no.L g'''' ..... a1:1J·''' ?'-"l'S fw~.:- ~." ....•.. 1. •••..•• \..', '- ••••..•• _ ••. ·r .... ¡7 •••• ~_ 

y 2 -t r ana+f e rnes c L. una alícuot2. aflecu1.di'l. S8 concerrt r-S 

a unos 2~O pl, In fracci6n concentr~da se invect6 al cro~ 

rn0.t6']rE~f0 o se usó una eo 11,;[!'Qn c. (12 y:'Ir-"J'I· 
3- 110 ,) rrm~ se lle~ ~'" ,~:, r f 

vó a 165') lusgo (]{;~ ln 81uci6n de geraniol; 81 flujo de Fin 

fU9 d,.j 4') r~l/)'1in. 31 análisis 0.C~ la sínt?sis r1.8 C15 se 

llev6 él. cabo e.el mí.sr-o modo J per-::l us ando sólo los sesaui~ 

teroGnoles como porté'.~f)reSu e inyectand0 iJ. 1650 en una 

co l.umna de SE," 30 '; la fracción concent.rade 58 sililó erit.es 

de la inyección como se describe en la Figura 21. 
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1'," oroductos obtenidos us ando 1,::,. fracci6n enzi~~.tica de 

menor vo Lumcn el," ¡~lucié-n de la columna d~ Se,?had8x G-150, 

B" nrr::ductos obtonic0s us anrto lo. f re.cc í.ón 0.8 !'o,V0r vo Lu- 

I'len de eluc:i.ón de la. misma co Lurrrie • 

:tI g nerol ~ trans-far~' 

I : sín.tesis (le C10 prenil pirofosfatos; A, usa.nd.o L~ 

fracción enz ír ... r;.tic~ de mayor PH ("1.8 la <::01 umnn 0.0 Bephndex 

G-150; D ,ídem, pero usando La fracc:U'n 0.8 mono.r Pr-~ aparc::ntE' 

I1 ; síntosis ~e c~_ rrenil nirofosfntos¡ 
l " _ . _.; I~ Y B, igUéll 

que 0.ntes. 



aproximüdament~ 1,5. Estos datos apoyan la hipótesis de 

que arrvae fracciones de la. columna de Sepl1adex G--150 no son 

más 011~ distintas formas de agregación de amb as enz írnas 

(sección 2.8.) . 

La r azón de productos t_rans/9..~_~ se ha alterado 

drásticamente respecto a la del extracto 9 corno se ve al 

comparar con el :?atr6n de 1?roc:uctos obtenido en el extrac~A 

to I (Figura 21), lo que es muy c.ifícil d<~ expli.car si ex í a- 

te una sola sintetasa inf3s'!')ecífica n~specto al producto. 

As i la f o rmao.í.ón c1(~ Los (105 diastere6:raeros cis y trans po+ 

dria deberse a la ex í scer.c í.a de ~os enz í.mas : t10S pr,~nilsin··- 

tetasas o una -tranSfeY3.sa más una isonera.sa. 

7i fin de descartar definitivru;tente la tercera 

posibilidad se {1j_::::eñ6 un exper:Lmento de estabilidé\c tarmi- 

ca se 2eterninaron lé'.S conda cd one s de tie"'1pCl v temperatura 

y conccnt.r aca ón de prot<~í.nA. en qu,:~ se p:Lf'..!rñ.'3 3.1n:ó0.edor de L 

50% do 1", acti v í.dad tot~l. mí:~c1ida. :!C>T. « L o ns ayo 0.8 pr oduc- 

tos ¿cido- 1:1bi18s (T¿ólc. 17) 

10G Droductos forrn::1.dos en el 

ensavo usual. COJ!lO SQ ve en la Figura 26 p L~. acr í, v Ldad 

cis sint8t:".sa., T!'udic1c 90r la f'ozraac Lón de NPP y de 2 -c í s 

detectan corno productos {le reacci6n. En cond.í c í.onos (18 

diforente concen t rcc í ón d\y'proteína O diferentes 

J 
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Tabla 17 

Inactivaci6n t~rmica de le.. actividad farnesilpirofosfato 
sintetasicao 

Acti v í dad residual 

E1uído 1* Eluído 2* 

¡'~o Efecto do la temperatura 

Preinctwación de 5 mino a 
53" 

100 100 

93 83 
82,.6 82 

9p6 7,1 

" SR" 

63'-' 

B. Cinética de in activación 
a 60 o 
Preincu'bación. :'.de O m í,n o 

.' 2 
'1 '·0 5 
~~ ;¡ 10 .: 

100 100 

83,5 74 

72,,6 59,3 

5273 46,2 

Condiciones de la nre í.ncubací ón <. GPP g" 5 u~~ r ~'ÍgC12 f fosfato 
O vI m!"; pH 7,4, DTT 012 mI''l. En el experimento B se hizo 
8610 una preincubaci6n por c adc p:r.ep¡=;_ré'.ci6n enz í.mét.t ca , y 
se fueron sacando 2-.1ícuotas a los tiernpos indicados sobre 
tubos nreenfri.J.doso El nnsayo S8 llevó a cabo como se des 
cribe en "lateriales V f'léton.os. 
* E1uído 1 ~ corresponde al eluído activo de mayor Pi:l eparen 
te de la columna de Seph:é1dex G~150~ Gl eluído 2 es el segun= 
do pico de actividad. 
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FigurtJ. 26 

InactivC'.ci6n tér:rd.ca 0.e la ca s-vs í.nt.e t as a , 

ESt8 exnerimento se llevó a ca~t'" preincubélndo la pre!"la'~ 

':! un tiempo 0.2 10 m í.n , p.::ro mu L tiplicando Los vo Lúme-: 

nos po r ~, v o.Gt.Gr:ninan0.0 la actividé'G. 8X"lctC'rrent:3 como 

~G rlescrihe en la Figura 17. El análisis se llev6 a ca- 

be COMO S0 ñescri.be en la Figura 25. 
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:?iguré' 27 

- En estñ ~.eter)'ninación se utiliz6 la !.ir~p2.ración de enz í - 

ma ohtenü~,l. cm In. cr omat.oo r-e f f a C)(~ int:::rcambü' --n:Lñnic(). 
l· ••• ::'\ act.a Vl(í(l.(l 88 

.:_-: cctj_vidnc! Dl"'APP tréln.sfer?~sic5 

l ~ctivirlad CFP tr~nRfor~sica 
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?igur~ 28 

Deterrninnci6n del peso mo Le cu Lar' i'H)fI.rente 0.e Las fraccio 
nes de p ren í.Ls í nt.et.as a obtonidas nor crot:'1~togr.~fía en 
SG";:)h2.0"'?X (}·J.50. 

r.~ COh1mn(1 S~ calihr6 usando '( -glohl1liné''c i! a l.búmí.n a de 

suero f ovo eLbümí.na y quamot.r-Lps Ln a (2 rng de cada una) , 

ouo se c rom=rt.oc r af í ar-on m la mí sma co Lumnz de Sepha.o8x 

G-150 bajo condiciones idéntic(1s ~ l~s usadas en 1" pu- 

rificaci6n ~e las si~tetasas (Figura 18) . 

1, ovoalbÚMi:la 

2, se.ro2\lbllmina humana 

3, 'f +q.Lobu Lí.rra 

I, elu1C!.o activo 0.e riayo r vo Lumen oe eluci6n (Figura 10) 



Vol. 

eluci6n 

(ml) 30 

35 

25 

4,4 4,6 4,8 5,0 5,2 

lag P}1 
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de inactivación de las sintetasas cis y trans, junto con 

un efecto in(letermina(~() de la concentración de prro t.e fria o 

El pz í.rae r argllDento es apov ado por la forma de la cinética 

de inacti vac í.dn- esta es s í.empr-e mas ránid.a al comienzo del 

proceso (Figura 29) r v ¿urante la inactivaci6n rApi1a la 

actividad cis sintetasa desa?arece Dor co~pleto (Figura 26). 

Ademásp esta misma actividad se ?ierde ~or com?leto cuando 

la :?repa.ración purificada de enz íma se qua r da en soluci6n 

ca~bio la actividad trang 

se :rr.antiene en u"! 80% 3D 01 n:liST".0 nerfodo g en las mismas 

condiciones. En ausencia de G¡?P, ·:;n e: ..•. mbio ~ amb as i'ctivi·' 

dades 0.ec¿'t,3TI o. O en UD. ·:?!~.r d,::' s eman as , Estos h.acho s , c:ue 

Sl'~ aprovecharon paxa aumen t e r In e s t.eb í.Lí.dad de la enz í.ma 

en soluci6n ~ demuestran que el (;PP 28 capaz de ,:::'}taQ:tlj.~ar 

ambas enzimas, '/ que la cis sintetasa es intrínsecamente 

menos est2.ble que su 1101""610-:;2. trans. 

5. Efecto de tos folí9ir20s so-"re In. ac t í vi de. a. p'r!~nilsintc-- 

t.asa , 

En la. 'I'a":'Jle 19 se ffil}.8strf\ el efecto de fosfatidil- 

colina comercial de soyaf qUe contiene alrededor de 30% ce 
fos f at.Ldf Le t ano Lam í.n a , sobre una preparación de prenilsin-- 

te'tasa proveniente de una co Lumn a (k~ Sephadex (;-2150. Esta 

prepLlración no tien(~ ·J.ctividad fosfo!üdrolásica de IPP ni 

de ~pp- de aquí 'fU~, cono se ve en el control, no hay incor- 

poraci6n en la fr~cci6n lípidos librds. Sin embargo, se ve 
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Figura 29 

E!cctú de 10'S ~llgtxetc>r. .:":,-111-1"'nn C:1 '!.a inact:tvaci6n tér 
pica de la~ sintetas~s. 

o J)3 rng e.e enz í.me I'n.rificada por cronatoqraf.ír). ""!) DEJ',E 

sonhadax se Lnoub azon a Los tiempos de la Figura,. c. 50 o r 

en fos feto 1), 1 ~~ r.)E 7~. <1,:¡ ~1gC12 7, 5 i:'~'!, en presenci 2. de 

GPP 19 J..ll'~. (o ""","-e) r DlIl;lPP 5395 j2.1 (L)··--b) I a en auson- 

cL~ >:1.8 8StOP sus t.r at.os (o --O): Y 1,':1. activi0.ad S8 de'· 

terminó c.8soués ,"\ 37"" en las condt c tonas 08scritñ.s sn 

!:1ateriales '! T.1.dtodos r exc¡;-::::::>to por la omisión c1-2 ':lTP. 
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Efpct~ ~8 lecitin~ 
purifica(1_:.'_ 

..• rv: 

~llst.:>::'.::.t-:::' e 7)r81~uctr: 
Em líriC:'s' li1Jrt:'>R* 

A.ctivid"'d 
Y'lr('::!1ilsin 
tetásica 

(nT1clr-s) (U/ng) 

Contr0] de oxtracci6n 

Pl(!.iC~8(:=:,11. (}c' J_:' c L tj_Ylr', 
lmg/nl 

P ':H) 
" , J:J_ lDl 

r~l c~nr;0~.t~' '~.e cct.i '7ir.~.r1 S(~ :.]_t'·~v~~ ::: c?J,:)¿' r'v-.r 1 r; n.in. on 
cnnc.i~irm:::c; ('psc:riY:2.G 0:'" Y·/fo.teTi,-"lo!:', :.' J>!nto('.í:'S, u[;"1.nc}.o 

lns 
3 r:. 'v 

uq (~". (~:1~i"",'1. ~urific:J/1i:'. 
La leci t.in¡:~. sr: susf\0.I:l.f:U") por f'.cmic,=:r.j_1!,~ ,:::r.~-!:c~, (".~.~ ::lc:r,,¡- 
0~rla al rsai~ ~8 Ar"~y~. 
:~Co.lcuJ.,~(~n :1 n~!:"tir <10 1'1 rCl{1i::ctiviJ1·'1.t ('" l::l. fraccinn 
lí:rir:-~('·s li~~r(-?'; ~.(: S~ :\:-~("·~:.~~r:! (-::}~I;:!_~es.~r CCT-~! ~c·ti vi(lñ.{~. 
f(··sf·"1t;~siC'!rt yr: 'PI(j ("'r"{t,:_ ""'r(~~~r0c~~0r:. l!(; (~:)''3ir·"1 0Gt)1 (~.(,}sprr: 
"'"isi:3. .:".{~ (~S tt~.::; ~ c~:i .. 'Ji(" ~-'./! C .. 'J. 
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aue la G_dici6n (:'(.) fosfol.l>:ü0os cnten o des?u¡gs a'a la incu'-' 

~~s·te n:::sul tf1.do f1J.(~rza a cono.l n.t r cine los ::oGfo1 f'oidos j)U'~'" 

den tTr:.~.';~ortw.r :r>r,:;,nilDirofo8 fa t.on (las únicas es:pecü~s r a- 

c:.iactiv~s en solución) !1.Cl.ci~. 1:;, f.'1se orgánicLc do iwy tL"'1 

8f~cto s í.qn í f í.ce.trí va sobre 18. actividad p r.nní Ls í.n t.e t.ás Lc e p 

~0terrnined~ ?or la incornoraci6n en ~lílicoB. Este resul'- 

tado inc.ica. m.l0 no hay efecto d.c fOAfolí:oir1os soo re la nr,,-~" 

n í.Ls Lntie t.as e . v que los '.:!L.:ctos ohgervndos eri el extrncto 

Lrrvo Luc r a a Lo ún o t ro corroonon t.e . 

::.?n (:;-:rts ,:?xnsrin:mto ;:;s preincu'- 

dos ,:1 1.:: onz í.roa 0. pesa.r d,:;l nroc'2SO a~::! oux.í f í cac.tón , ]'l. 

UG2d~ ~ar2 d8tGr la ~cci6n de esta Gltirna enzima. Ocurre 

ci6n come r c t a.L de f08f()li~é~S?,. 
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Tabla 20 

Efecto de fosfolipasa e y Lec í t í.na de soya sobre la acti- 
vidad de la prenilsintetasa purificada 

Condici6n nmo Les de~' 
sus trato o 
o:c:)ductc en 
l!pidr:-,s libres * 

,~cti vi dad prenil~int.etásica 

(u/mg) 

Enzima no prein 
C'ü'b"ada con fos 
follpasa e 
Control 
Control de 
extracci6n 
AdiciGn de leciti 
na de soya¡ 
4 mg/r.ü 

o 
98,8 

0,18 103,8 

Enzima preincuba~ 
di con fosfolipa 
Si'l e 
Contr,:')l 
Control de 
extr¿1CCÜ)n 85,t! 

_~dici6n 0<::; 
Lac í t.Lna 
de SOyélp 4 mg/ml 

0,18 93,8 

En cada ens avo f 3,6 ug d(~ eriz Lma se preinCllbaron con 1 mg 
de f os fo Lí.pas a e en un vo Lumen de O ¡22 ml , durante 15 mino F 

a 37 o! en t.ampón s ucc í.na+o 50 m!/I pH 6 I J f me r-c apt.oe t ano L 
10 m~'ly Gl?P 9 85 ~lr'1. La n"acci6n s,~ detuve con $}-fenantro- 
1ina (Tahla 8) 7 Y la acti_vidE:.d se determinó como se descri 
be en r'i1teri2l\;s y I:4étodos. 
*Ver Tabla 1.~). 



162 

6· 

'1'0.1 corno lo s ucx e re el ex?,erimento anterior: los 

fosfolípid.os Ron canaces de transferir nrenilrirof.osfatos 

Sin embar-co f 

'l'¡:;..}11a 21,' S0 8!1,,)é'''(:) 21. ef'ecto dE, l'~c.i t.ina de Boya cono r c í e L 

SO')r8 la. partici6¡1 fase aouos ayrsc Lvant;e apo Lar d.!';! los tr0'; 

pirofosfatoR IPP, GPP Y F?P~ en conaiciond~ asencia18Gnte 

ÜY~nticQ.s c. Las utilizaoaG en Lo s ,J:'1sa .• 'os. 

~aciR 01 ~8dio a~olar. ~8tG ~Gsultado refu6T~a la concl~ 

log ~8 In T~bl~ 2 (,",,-, "~ 

sin or·-:1:).'":!"go, la :rl".C:.iD.Cti vio.ad. de la f r aoca ón 11:pi(103 
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Tabla. 21 

Efecto de lecitina de SOy5 8n la. partición agua¡11Gxano 
de prenil ?irofosfatos. 

Transferencia Q la 
:easG apo Le.r 

Sua t r a t.o 
(pmnles/nm01 de sus trato) 

Crntrrl "58 lccitina. 

Isopentenil pirofosfato 

Geranil pirofosfatc o 3,4 

Farnesil pirofosfato o 'l o 
~' .... 

Un mol de l·~H\C~IPP p o 1~3E~F:i?P! o 10 T\lTíO.LGS d·::; 1"~3H'~GPP 
(l C/mol) r se me z c l.aron con una s o Luc i.ón de fosfato 0,1 
DE 7 '1 11",.("1 1 tI ,.,.,"-" 1 '1 "'U'" "e ::Ic,···=r',é, 1 rao ('1''> 1 e c ít í 'la M", •. ¡ ~ I '-".::1"'-'-2 .•.. ··0 .o.L'¡ r .•. ::.. -:1 ~ ,:;. - c~..i~ """j~ -- "".J .'_ .- - •• ! •. ¿,- 
soya comercial pn:')vi2.i',erte s on í.c ad a , ilftr.;·ta completar un 
vo Lumen (1,(; 1 ml. g La so l.ucí.ón S8 e):~·t:r.."a.jo in!!1(~r1.i..ata..r:1,en·te 
a ter:rperaturé', aI:ü.;L?:nte con 1.' ') :r.:-,1 e}r,:: étc,r <:18 petróleo, y 
se de t.e rraí.nó la radiad:i.vidaCl. ~:'} UD·? a Lf cuo+a , En todos 
los casos se llGVÓ a cabo un. E~n::;ay:J con t ro L idéntico" s a L« 
va por la omisiÓn del fosf~lipidc. 
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libres aument.ó notablemente en presencia de fosfolípidos. 

Estos resultados demuestra.n que el efecto estimulante des 

crito por George···;Jascimento y colaboradores (79), no se 

(lehp. é'l. una accí.on de los fos folípidos sobre las enz í.nas 

que cat.a Lf z an la conve.r s í.on de t.'fV!', en prenoles ~ s í no a la 

t.r ans fe renc í a del fo.rnes.i.l pirofosfato generado en la Ln-: 

cubacion hacia la fase orgánical durante la deterroinacion 

C!.(-'! 1.':1 act i vidad 



CAP1.TULO Ir! 

CONCLUSIONES 

lGS 
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e o N e L u S ION E S 

forman áci~::¡.o mevalóni.co en prenoles. -~--- . __ .... _ .. _-- .. _ ~.- ~.'-' ...••. ~-- _-_ - 
La ~ro;:->osicibn de la existenci."J de un efecto de 

fosfol!pido'3 en la transformad_6n de ácido meval6nico en 

prenoles, cat.a Lt aada por enz rmas vegetales ~ tuvo origen en 

d.os clases de eviClencia e~pér.imental ~ primero, un aumento 

en la cantidad de :_1renoles en presencia (le fosfolípi0os p 

determinado por la ra~iactividad de la fracción lfpidos li- 

b re s ~ y segundo~ en la apa rent;c espacificidad de este e ñe c- 

to respecto a la estructu~a cel fosfolípido (30u 7) o Por 

lo tanto, Gst(~ tréóa.jo se planeó inicialmente como una so- 

cuencia de dos etapas flln--:a.nontaL:~s:' encontrar p r í me r'o la 

o las eriz í.mas activadas r us ando los fos folípidos descritos 

como estiMulantes e investigar G0spués los r~qu3ri~iento~ 

estructurales del fosfolíoido us ando el s Ls cen-a enzirnático 

purificado, 

Con este objeto, se usaron '-lozclas totales d.e 

fosfolípiCtos pro't7::-:;nh.mtes de ce rob ro de vacuno g porcino y 

soya en el estu¿i.0 r1.el efocto activante de fosfolípü2os 

on la transfor!l'laci6n de ácido mevé'.16nico en pr:;!noles. :\1 

mí.emo tio!"l?o S9 u"l:ili::?:ó fos fatidiletanolar:1ina p 
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fosfatidilcolina"y en algunos casos fosfatidilserina to- 

dos purificados las mismas fuentes. Uno de lo~ siste~ 

mas enzirnaticos utilj_zados fue un oo Lvo cet6nlco de flave- 

do de Citrus sinensisp en cuya prenaración se han 81imina- 

do una gran cantidad de los lípidos neutros y polares en- 

d6genos, d •. ;')bi(~,o al tratamiento con acetona. y ~ter. 13n es·- 

te s í s ceraa , por lo 'canto F cualquier .-::fecto o.G fosfolípidos 

deberío hebe rae observado mucho más limpiamente que en el 

extracto de Po radinta o el de flavedo fresco de c. si-, 

n8115i9. 

Sin embargo, los resultad03 demuestran categóri~ 

cament.e que no hay un e fe c eo 8stimulatorio de La transfor'· 

mación de ~cido meve.Lén í co en p.reno Le s , Lndependr errce : del 

sistema enzimático y del fosfol!pido usado. Esta conclu- 

siónv ~a~ada en unos 40 experiMsntos de incorporación es 
marca de 2~·14(>.r\'IVA en p reno l es , fluye el:; la comparación en- 

tre los ens ayo s en que S8 int(mt6 detern;inar el efecto del 

f.osfolípido. y los con t ro Lea en que S8 d~terrün6 el efecto 

d,," estos compuestos e n la l:o",::t6dica de errs ayo en sí. El 

e fe ct.o descrito por George"Nascir,kmto (79) !h3 debe e. un 

artifico de la técnica, causado por la transfer3ncia del 

farnosil pirofosfato haci.." la fase orgánica por los fosfo- 

l!pidos, y posiblemente f por un a interferencia de estos 

co~puestos en la unión de farnesol él las proteínas del 

ext.r act.o : Beytía y co l.ebor ado res (60) demostraron que una 
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c~nt1d~d oign~Eicativa de farnesol proveniente de 2_l4C_MVA 

perman8ce unido a ~~a fracci6n de proteína de extractos de 

plántulas de P. radi<".ta v aun deSDl.lés de varias precipitacio 

nes con sulfato ce amonio y sw)secuente cromatografía en 

Sephadex G~lOO. El famesol unido no se extrae con éter 

de petróleo~ pero sí con butanol (60); de este modo: un 

efecto ffsico~uímico adicional del fosfolí?ido puede con~tB 

tir en la trans ferencia ¿el farnesol unido c. proteínas hacia 

lo. fase orgánica en la determina.ción de actividad. 

Por otra parte, la es~ecificidad estructur~l en el 

requerimiento c18 :tos folípir'o puede oxp l Loar-sc sobre la base 

de.: la. p rob ab l,e influencia do la e!3tructura del fosfolípido 

en su intero.cción con farnesil pirofosfato. Tal como se ve 

en la Tabla 21,8ólo el farnesi1 pirofosfato es transferido 

por lecitina de soya haci~ la fase orgánica, en tanto que 

IPP y GPP pe rrnane cen en la fas\:::! acuosa. Esta diferencia 

surge obviamente de la ccJ/bnn. hidrof6bica más largé', del FPP ~ 

se ha calculado que la adici6n de un metileno a una cadena 

alquflica disminuye la Gnergíc libre de transferencia desde 

agua. 0. una fa.se apo Ler en unas O, B Rcal/mol (153) o Clara 

mente u 1(\ interacci6n FPP~fosfolípido resultará de la com-' 

binaci6n de 0.0S interacciones, una polar, y otra hidrof6bi 

oa , Es evidente de los datos de la. Tabla 2 1 qlll~ ésta últi 

ma es la determinante ¡ ya que el grupo polar es el raí.smo en 

el IPP~ 'GPP Y FI'P. Por lo tanto I la capacidad del ·lípido 
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a d~sarrollar interacciones hidrofóbicas también es un fac- 

tor importél.nt'3. Esta capacidad se expresa en los valores 

de la concentración micelar crítica (cmc) pe.ra moléculas 

anfifilicas: por ejemplo? se sabe que el valor de este pa- 

rametro es mucho Menor cuando la longitud de las cadenas 

hidrofóbicas sllstituyentes en el grupo polar aumenta (154) 

lo que implica que la interacci6n hidrofóbica se ha hecho 

conccmitantenente mayor~ nnálogarnente, la cmc de la 

dipalrnitoilfosfatidilcolina aumenta en cinco 6rdenes de 

magni tud cuando este parámetro se determina para su Lí ao- 

fosf~tido~ es decir, para el mismo fosfolípido con un aci10 

menos (125). 

Por lo tanto; se puede esperar que la interacci6n 

FPP-fosfol!pido será mucho menor en el caso de un lisofos- 

fátieo o en el caso de fosfolípido de cadena corta,que 

cuando se utilice un fosfol!pic1o de cadena lC".rga{' ''3n el 

trabajo anterior se encontró que ni la dipalmitoilfosfnti- 

diletanolamina (C16) (79) ,7 ni fosfatidiletunolamina bacte 

rial, fundamentalmente C16 (30)1ni lisofosfatidiletanola 

mina (79),ten!an efecto estimulante aparente en la trans- 

fo~aci6n de ~cido mevalónico en. prenoles. En ca~ryio este 

efecto se veía claramente al ut.ilizar fos fól1pidos de ce re - 

bro, que contienen un buen porce!1taje de fosfolípid.os de 

cadena larga (162) o 
¡ 
I 

En oposición a la ausencia de efecto enzimático 
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de los fos~ol!p~~~s medido sobre la ~racci6n l~pidos libres, 

se encontr6 uná inhihición variable de la catálisis de la 

transforrnaci6n de §.ciClo meva16nico en prenoles en la frac 

ci6n alflica. La dispersión intrínseca de estos expe ramen 

tos introduce cierto grado de incerteza en la interpreta 

ción de estos experimentos: de aquí que este efecto dabe err 

tenderse como una tendencia. 

En el extracto se identific6 a la preni1sin·teta 

sa como la enzima inhibida por fosfo1ípidos, pero cuando 

estos estudios se repitieron sobre la enzima purificada no 

se pudo demostrar ningún cambio en la actividad enzimútica. 

Este hecho puede interprotarse suponiendo que el eft3cto in 

hibi torio ¿k~ los fos folípido5 en el extracto invo1ucra ai-3'd:n 

·l)cyo componente del sistema f por ejemplo, los co l o rent.es , 

ya que no hay r aaón o.lguna por la que la o reru.Ls tnt.et cae 

haya perdido una ca~2.cidad específica de ser inhibid:t ,?or 

fosfolf.pido~ durante 81 proceso d~ purificación. A nuestro 

conocimiento" nunca se ha des cr í t.o un (~fecto de esta clase 

para Las ena í.mas que interactúan con fo s fo Lf p Ldoa , 

Por 10 tanto, la exp1icaci6n de los datos de in 

hibición se podría eX91icar suponiendo que el fosfo1ipido 

refuerza une. interncci6n enz í.ma+Lnh Ib.i do r , Hé:ly una serie 

de datos indirectos qn8 apoyan esta hipótesis~ por ejemplo, 

existe una f ue r t.e interé'.cción prote.ínn-proteína~colorante, 

que se manifiesta en la imposibilidad de s epe.r e.r Los duz-en tie 
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una cromatografía en Sephadex G-IOO, en ausencia de una con 

centraci6n salina iniciéll adecuadü.. Por otro lado, cuando 

el extracto SG somece c. una diálisis a pH ácido ¡¡ se remue 

ve un inhibidor .• y 1:'1 estabilidad de la enzima aumenta sig 

nificativarnente. r·t1ás aün f cuando se determina la activi 

dad cis-.·sintetásica después c1G la cromatograffa en Sepha· 

dex G-IOO, se encuentra un aumento significativo en esta 

actividad~ esto sugiere que los componentes coloreados del 

extracto; que se separan durante esta cromatografía, inhi 

ben fuertemente la actividad cis. Por lo tanto, no es im 

probable que la inhibici6n de la prenilsintetasa causada 

por fosfolípidos se base en una modificación de la interac 

ci6n sintetasa-inhibidor. 

Un aspecto interesante de estos estudios 10 cons 

tituye la transferencia. de L farnesil pirofosfato hacia una 

fase apolar por fosfol!pidos. In vi ve ¡ r:;sto podría expro 

s ar se como una tendencia de osce sus t.r at;o a dirigirse o. es 

porrt áne ament;e a \L11 sistema de fosfolipidos. Esta mayor hi 

drofobicidaa del FPP, ~n contraposici6n con los intermedia 

rios que lo preceñen en In biosíntesis, podría aclarar el 

que las enzimas involucradas en la. síntesis de FPP no estén 

aparentemente asociadas a ningún siste~a de membranas, en 

tanto que las enzimas que condensan ElP}? o GGPP por su ex 

tremo polar o las que manejan sustratos isoprénicos de ma 

yor PH se encuentran siempre asociadas a membranas. 
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Por ejemplo v la es cuareno sintetasCl. 1 un oomp La- 

jo formado por dos anz í.mas que trñ.nfonTIan dos mJléculé'.s 

de farnesil piro:f.Gsfato en cscualcno, ~l precursor direc- 

t.e do todos Los tri terpenos 1 ;28 nu croaome I (155) o Igual- 

mente microsomal es el sistema análogo que transforl"na a·~- 

ranilgBranilpirofosfat0 en fitoenc, en la biosíntosis de 

caroteno~(156) . Las enz ímas involucradas en el metabolis·- 

fé'tn c;intetas<:. (tiA) " La Cr.:S Ls oo rerrí I quiné':F:' (157) !-:;r'n _,. 

., .... 
SC..LUC.1.on acuosa. 

en la eusenca e (1,,] ú8tergenteS. ~16.3 ,:lún;. ~ .. ,: acue zdo al es·' 

res, v re tornenóc ."ü Ln t.ez í.o.r ¡-'.2 1.:;. célula nar? S8r r;~fos·- 

forilados (153) o 

De est~} modo r se puede cons í.rte re r a Las enzir1f1s de la :Oir:,-· 

sínt.esi:~ (,'1;" les Lsop reno.í.dos corno f·~):t:-r.~an(10 (los C0!11Dü.rti!':l_2n~ 

entre 
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ambos. Esta pos í caón clave pO(lría tal vez explicar ~crqil€ 

el primero dB estos compue s t.os es el ünrco regulador cono= 

2. Pnri ficación c'J.e acti vi.dades nrenilsintetásicas de c. --~----------------------------~------- 
sinensiso 

Los estudios descritos en esta Tesis establec~n 

una ruta para aislar la. o los prenilsintetasas f a.UG aunque 

no conduce a una purifícaci6n total f produce una prepara- 

ción dG enzir:"a corep Le t anen+e desnrovis·ta de los cont.emfnan- 

tes no p.ro t.e í.cos y enz í.mat t cos r¡:ue Ln t.e r f Le r-an '~n el e.s t.u- 

dio de estas enzimas p como la IPP Ls ome r as e ,r las fosfata~ 

Gas. Sobre la base (1121 oompo r-t.aru entio dE: la enzima en DEAE 

ce l.ufos a amorfo." es nroba~)l~ qU8 una cr onat.oqr-af í a en DEAE 
-c- 

celulosa microgranular aumen t.e la purificaci6n y eventual- 

men+e resuelva entre ~is y trans pr .. an í.Ls í.ntie t.as as , Una t6c- 

nica adicional, o coa.p Lem .. ent.ar í.a J podría consistir 0J.). la 

utilización de: una cxomat.oqr af La de filtración iónica en 

DEAE S>;!pha.d¡;x. :-':;n e stie tipo de cz'oma'coq r a f.f a , en qUG no 

hay ab ao r c.í ón neta sobre la !:"atriz, que 8S mucho !!la.2 rápida 

y gU-3 concentra. la nuestra (159) 1 uno debería esr.K~rar ren- 

d.í.mí.errt.os rauy superiores al usual t1.C 10% obtenido por la 

t.5cnica d_,:,! a(~:30rci6n cor-r í.enco en 9El\.E Sephadex. 

Otra e t apa de puri ficaci6n adicional consistiría 

en una cromatogré1fia en SepharORéls l""odificar1o_s v que cont í e- 

nen r es t.duoa alquilicos c:1~} longitud variable (160)' esto se 
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basa en une de las caracterfsticas conocidas de las p rena L- 

síntetasas d·] hígado de mamíferos y de z ape Ll,o ~ la existen- 

c í a de un surco hidrofóbico ~~'J.3 acomoda la cadena hídrofó- 

b í ca del sustrato alílj_co. En principio, la utilización 

de es t.as tecnica.s debería permitir s epe r ax las acti vid.ades 

~is y tl.:"(".n~.J dando con esto un a prueba irrefutable de la 

existencia de am.b2s actividéldes y permitiend.o su astudio 

indepen~iente. Dentro de los objetivos propuestos en esta 

investign.ci6n no S'3 contc17l:,>l.::r!a el intentar una purifica'~ 

ción ab s o Luc a , sino denostrar la existencia de dos :.>renil-- 

transfer¿:sas estereose18ctivél3 en cuanto e. la con!:ormación 

de los sus t t cuyent.es en torno al enlace C2~·C3; pero con 1.:1 

misma estereoespecifici¿ad en cuanto a la quiralidcc del 

prot6n e Lí.mí.nado de C .... o 
¿ 

Para realizar estudios directos de sitio activo 

sería ne ce-s ar í.o e curru l.a r o.lg\L"1oS r.~iligrar103 C"!_2 p ron í Lt r-ena- 

f8rasas pu r a , ?ero esto ob j o+Lvc parece ext.remadament;e e.i- 
ficil de e.Lcanz az p y~ '11.:'0 piJ.ra. tDner la z az oneb l,e cant.Ldad 

inicial de 200 g de proteínG cruda de, par t.í dc I en un solo 

..::t 'c"6 . 'Í 3 t 1 rl nroceso V.e pura J.~C3C~ n , se requar í r i .. fui. unas . one Be.as 

de frutos co~o ~~terial de partida ?ñra . .. ce.i 

polvo cetónico. 
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3. Cis orenilsintetasa 08 Citrus sinensis. 

L'1 a?ar1ci6ri <1e1 diastere6mero 2-cis rtel GPP O 

del 2-trans=FPP no es un artificio de la técnic~ analítica, 

y2. que se puede O')tc'1c:r un ;?r8parado e'1ziI"ñtico deapzov í.s - 

to lie 1.::1 act.Lv í dad c í.s , y está. demostrado qUé la recrórn.atc·~ 

grafia del efluente no indica ningún caIT~io en las pro¿or- 

ciones relativas de c í s v trans ._-" farnesol (71). Por otro 

lado r o L patrón C~2 distri~ución es id~ntico tnnto en co- 

Lumnas 0.>2 SE"'~30 como d~ etilé::1glicolv.dipato. 

Por lo tanto los resultados presentados en esta 

'?esis del11U8stran por Drinera V-dZ la purificación d~ un a en- 

z Lma capaz de s í.nt et.Lz e r !lPP v 2-cü;. (i··trans-FPP . 
.. ~-' '-- 

Del mt.srno nodo qU8 lc.s f:'1xnesilpirofoBfato sinte~' 

te.sas descritas en la literatura, que g2ner-3Tl GPP y tr'!l1S 

,." .•.• D t .;...." ~. -' , . t ,,,,. tI" í !::::'.t r es _a act i.va oac c~s pr';::nl..¡.'31n e e as a ea C2. a .i z a a a s n~ 

tesis de ne r í I ?irofosÍato (elO); a partir de IPP y mu-U?p r 

v la d(~ ciE.~farn0silpirofosfat'J (C,I:) a pa.rtir de IPP y .•...• 
GPP. El oroducto NPP no es sus+r aco 8n la fCJrmación 0.,:; C1S 

por esta pr\~:?aración de enz í.r-a , la que 5010 utiliza <1PP p 

del 'Mismo modo que las trans farnesil pirofosfat.o sintetaso.s. 

Si la enzima fuera capaz de usar el NPP como sustrato, for- 

maría 2··'cis¡6"~cis-FP? por 10 t.an+o , la corno í.nac.í.ón de acti- -- ~~ 

vi1.añes cis y trans Rintetizaría 2=trans ¡5-trans~FPP,2 -c í.s , ------- -- --.- - 
tt:. -t.r ana- t;'T,)P 
\.. _..::.:___ ,.,;_ ; y 2-éis f 6-c1s ~FPP, a nartir ¿e IPP v DNt?-\.PP. -- --- . 

:í5ste t11ti:r.¡o no ha sido detectado como nroducto 
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natural ~n Citrus, ~ero sí en iemillas de algodón (64). 

Si :"'''1 supone que las trah3ferasas c í s v trans es 

tán ~iljetas a control i::1(!epondicntE: podrían; existir dos r u 

ta~ '11et"l1-,f)licas sepétradas f una que va a trov~'3 f1e los clá~ 

31cOB intermediarios trans y r.:n •. v~ culmina en la s!ntc!Jis dq 

carotenoidcs (C40' y escualeno (e30), v otra que culmina en 

la b í.os frrces í.s 08 nono+orr-enoe o :8'''. ef9cto ~ la cis sinteta= 

lo quo bcurrG con la enzi:::n.8 trans~ est~ producto de CI~ no 

es sus trato para una nueva condcns ac í.ón r en camb í.o v el sus 

trato GPP es T2P;.ña1'T.lente utilizado por la p ren í.Ls.Lntietias a 

trans', se 1ispone do evidencie (118) que sugir.3re que La Km 

de la reacción cat~lizél.da po r la enz íma trans para DJ'WP ~ 

es mucho mnyor l"'Tue para GPPr esto conduce neceSé:1ri2.rnente a 

un DejO nivel do r~gimen estacionario del al!lico tra.ns de 

'"::101 que es lo que se observa (";:11 el patrón de productos 

cuanco se usan IPP y ru~~p como sustratos (7B). ~or le 

té:'.n.to el GPP nro0uc.ido por la enz í.r-a trans es ráoidél.!llentQ 

Cl.reno.do h ao.í a terpenos ~.8 mayor Pr-~" mientré's que el NPP se 

(lirigiría oxc Lus f vamerrto él. la 'biosíntl'1sis (le monotcrpenos. 

Este i-!Y\oedimento cinético podría ta.l VGZ ex;:üicar 

por0.ur} rt través de la evoluci6n se desarrollaron dos 8i6- 

+oraas enzi!'1átic08 0'118" us ando del;; sustratos distintos, GPP 

Y UPP f s on capaces 08 gi::-;nerar los mismos hidrocarburos mo 

noterp6nicos en Citrus. Si en la generación de 
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hid.rodarbl1roS monoterp<5nicos se hubiera utilizado exclusi- 

V('I.T'(lente al GPP la bi0síntesis oe monoterpenos podría haber 

estfl.G.o sujeta por drenaje a una grave limitaci6n de pre- 

cursor. 

Si el locus celular do Las s í.rrce t aeas cis v 

trans fuera diferente 1 la síntesis de 2-cis-FPP por la, f,m- 

zi.mél cis p.rob ab Lemcnt.e procet10ría a un a ve Locf dad rtuv pe- 

queña r ya que e1 sus t r at.o a.lílico rcquer í.dc , SPP, serfé', sin- 

tetizado y utilizado en otra ,?arte. Estll linitaci6n podría 

ser el or í qcn (~Gl s í.s cena {.:J.e a some r í.aacaón trans~cis ds 

farnesoles descrito en este Laboz atio r í.o '(72). y en el de 

Overt0n (73). Aunque no est~ cl,:,ro cual es el de<;tinc ne- 

tab61íco r1e los intermediarios de esta secuencia 6xido~ r(J~" 

ductiva~ es posih1e qUG ella constituya. la primera etapa 

en Iél secuencia de reélcci0::18n crue conducen é\ la biQsínte~ 

s í s (l,e la !1orr:¡cna v<.=~g,:é!t:'.l i acido aos cf.s.í.co (122). El Ln- 

torP.1Go,ir:.rio QUíJ11icawontc necesr-.r.icl es 81 2-cis~·farn8sal, 
. -- 

que puede se r oxi0~.f.c al ácido 2'~cis··f arnesoa co r ct.c , , po-- 

ra generar fj.na.lI'1.ente ácido ab s c.f s í co (122). La síntesis 

(1c1 aldehído 9 por io t.ant;o , deber!a est.ar sujeta a un 0.f:!li- 

cado contrel, lo CP.l{, s(;)rí", difícil de conseguir po.r ll.s r a- 

zonas soñe.Ladas antes, si el precursor dirIJcto de Cl~ fuera ,- ~ 

el 2-'cis i' y no el 2$-trans'·T:"PP. 

Seg6n estas hinAtesis, entonces, la enzi~a cis 

58 8ncñrg?ríc ~e proporcionár sustrnto para 1~ síntesis do 
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monot.e rpenos p en tanto aue la enzirtra trans se intercala.- 

ría en La biosíntesis Ct2 e30,! e 40 " de sesquiterpenos, co 

mo el ácido abscísico. 

Lfl oualida{'l. ;,1.8 los sistenñS enzir~.1ticos c í.s y 

tra:';1s se expresa en el !~echo d(~ rrue la síntesis (l~ 105 in- 

'térmediaril")s cis no SG' detGct.'" regularMente, tanto en es- 

t _. d . . ., ..:1 '" 14: e ~'I"(.7\ 1 ucn.os ,.0 r.nco rpor-ac í on ne rce o.e,¡;.- _-- .. v'.'~ en pr8no es, co~" 

mo en Las condonaac í.ones :J.ir(~ctas de IPP con DI'~"\PP C) GPP 

(73), catalizadas por extractos de flavedo fresco de fru- 

tos obtenidos a L azar en el mez cado , 

Aunque TIn hav estudios s ob r e la regulaeión ñe. la 

actividad cis sintet~sica 1 está establecido quo la activi- 

da!1 trD,ns de f Lavedo dI') c. sí.nerrs Ls está sujetn a una fuer- 

te variación estacional (118) ~ lo mí smo ocurre con la ci- 

clasa de Co lim"nl.F~ (83). En Co nepo} las actividades FPP 

v f;GPP sintetásicas son regulé"f1,as ínc.8pencUentemente (16). 

Po r 10 t.an t.o , es :"""1Y ?ro:.)able qU'3 uno de los factores in- 

vol.uczados en 1('1, Lncepec.í dad de det€cté'\r consistentGlTIente 

esta actividad en :frut0s obtenidos eL az ar , radique en una 

regulación independiente -:)} 1~ ?'ctividad trans. 

Nosotros ob'3ervamos un fuerte aumento en la rela- 

ci6n trans/cis en la fracción anzimática obtenida de In 

cromatogr~fía en :,eph~dex ~-lOO¡ respecto a la del extrac- 

te. REtél es la: primara J?r(~paración de la ruta de purifica~ 

cil)n que no contiene color'antes. Por lo tanto v es posible 
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que otra dificultad en la demostración d8 esta actividad 

consista en una fuerte inhibición por los COMPonentes n'.J 

pl:-oteicos del ox+rac+o . DG aquí que la preparación de un 

polvo cet0nico capaz e,9 reno\rer le. mavor' oar+e de 0.stos 

compues cos , hace de e s t r fuerlte de enz í.mas el mat.e r.í al, de 

elección par~ la oem0stracioD consistente de estñ activi- 

dé'.0, o 

l':-lec."'lm1.·,<:!,·,M .. , .. i'I. ,.A,r-_,,, 1., .. ::'1,. ("';0 ""ren· iir.::int"'+-<~~."" ~ ~ • ~-'- ,> • J.. _ _ .~ _.. " .•..• _ '-'L. 

Tal como se :',cp,ostró en asta LfuJoratorio, La bio- 

síntesis de NPP y 2~~cis. 6-trans FPP procede con e1i!':'linación --" _. .. 
del prot6n 2~'prQ p -:1131 IPP (34) o C'::'!TIi) explicación 80 estos 

r0sultadosp los ~utores propusieron dos necanismns para la 

síntesis de isóneros cí.s . Uno de estos meoan í.s-aos se b as a 

en suponer una actividad esb2reoespecíficél. que pr()dUC8 di- 

r.-;cta"'1ente ~l cis Lsonr ena L Dirof0s:<':at0. 'nientras aue en el --- _. , .... ~ 

otro el carboc3.ti~n terciarii) internediario sufriría una 

rotaci(')n alrededor del en Lace 2 r 1 ncr2. generar una estr'.lc-· 

tllra en la qu~ el gru:oo -C~20POP y (Ü s ubs t.Lt.uyent;e De.yer 

si:npc::rj.plaD.aT o i"'.sí e s t.a úl tir.12. hi)')~tes Ls p Lan-: 

Les e s t ud í.os r.;alizac.(')s sobre la estructura del 

si tio active) do trans prs!'lilsintetasas indican que tOd.él la 

zona de 10. proteina que une al IPP y él la r::;gión C1"'C t.! del 

sus t rat.o alílico es o.Lt.amarrt.e específica.. Si estas 
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conclusiones se extrapolan a la qeneración de NPP o cis 

F'PP, la segunda hip6tesis, que requiere lL'1 s t í.o activo re 

Latií.vanerrte "sue l.co 1 parece improbable. Parece Más impro 

bable aun si se considera que si éste fuera el mecanismo, 

la taz6n de productos cis/trans estaría deterninada sólo 

por la rotaci6n alred.e¿or (~el enlace 2,3. Por 10 tanto 

la disttibución relativa de productos cis y trans no esta 

ría definida por una propiedad intrínseca de la enzima, si 

no que por u..'1 8fecto físico independiente de los requeri 

mientos metab6licosq como es la rotación de un enlace du~ 

z an+e una trayectoria de ren.cción" Por lo tanto I la velo 

cidad r8lati va (10 formac.ión de los is6meros cis y trana 

depend(Jría de las condiciones físicoquir'1icé',s en f'.ue se en 

saya la enz í.na e y no {"18 f act.o rcs t~les como la estación o 

el m~todo de pr8pñraci6n.. ;\fuestro sistema enzimv_tico no 

cu,':'t::!10 con n í.nqun a de e s t as cond.í.c Lcnos , Finalmente, no 

hay r a nuestro ccnoo.íraí.ent.o ,: ;::-,videncia alguna en la li tera 

tura do una enzima que ge!18re indiferentemente t sóme roe 

cis y trans. 

LA.S únicas dif.enmci·:;¡_s que e:s r!ecesario postular 

respecto a la estructura del sitio activa de la cis prenil 

sintetasü relGtiva a la de la trans prenilsintetasa es el 

tré'\slarJo del sitio de unión del pirof'lsfáto a una posici6n 

8 in:)Griplanar y un oequeño camb í.o en la regiÓn que acomoda 

al metilc 3. 
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r ... a primera predicci6n qU~T1'icaroente razonable SO~ 

b~e el mecanismo ee la biosintesis de los monoterpenos se 

esta.bleció hace 10 años con la proposición do L :i'YPP como el 

precursor más p rob ab Le (1e DStoS conpues cos G Posteriormente 1 

estudios de incorporaci6n de marca de precursores radiacti- 

vos en monot8ruenos demostraron esta hipotesis en extractos 

de Po radiata. S0hre estas bases; la elucidación cel pro- 

hlema genera~ Oe la bicsíntesis de rnnnoternenos requería de 

rnos'trar inequívocamente esta relaci6n precursor-producto 

aislando La o las enzimas Lnvo Lucxadas en esta~ transforma- 

ciones I deter~inar el me can í amo de biosíntesis d'3 :-JPP 6 y 

determinar los rnecanismns individuales de biosíntcsis de 

monoterpenos mediante estudios con las enzimas purificadas. 

El primer objetivo se ha resuelto rocientemente en este La- 

bore,t0rio con los estudios de Cardemil¡ Chayet, "RojGs v lJa'- 

balquinto ~ la s equnda me t,a ha s Ldo alcanzéi.'::¡a tal como se 

describe en esta Tesis, y el tercer problema se está cbor- 

cando actualmente con el diseño n~ reactivos nirigidos al 

sitio activo. De este modop no parece ilusorio es~erar que 

la biosíntesis de monoterpertOs alca~ce luego un nivel de 

desarrollo rrue la ubiquen junto a las (1.9 giberelinas y caro- 

tenoides, como ~~a de las áreas parcialnente comprendidas 

d~~ la Bioqufr.1ica vegetal. 

I U N I~~\::)D-I:i 's' --"_ .. - ..... -".---.----- 
,~. L' L ¡ L oo. (__ H ; LE 

N . , ' G) e,; .. ¡..¡ T E 
8itVi[j ~'O.i:>. CENTRA.L -_ .. _- 
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