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RESUMEN

Se describe la purificacién y caracterizacién de la
D—xilosa—NADP+-deshidrogenasa de higado de cerdo enzima de-
tectada anteriormente, pero que no habfa sido purificada ni
caraterizada.

La D—xilosa-NADP'P—deshidrogenasa se purificd hasta ho-
mogeneidad aparente a partir de citosol de higado de cerdo.
El procedimiento comprende las siguientes etapas. 1. Prepara-
cién de extracto crudo; 2. Cromatografia en CM-Sephadex; 3.
Precipitacién con sulfato de amonio entre 45 vy 70% de
saturacién; 4. Cromatografia de intercambio i6nico en DEAE-ce-
lulosa; 5. Cromatografia de filtracion en Sephacry! S$-300; 6.
Cromatografia en hidroxilapatita; 7. Cromatografia de seudo
afinidad en azul-agarosa. La preparacién final tiene una
actividad especifica de 6,1 + 0,7 unidades/mg (n=6) de
proteina. A partir de 300 g de higado se obtienen mediante
este procedimiento 0,92 + 0,3 mg (n=6) de enzima purificada
entre 1500 a 2300 veces, con un rendimiento de 15 * 5%. Las
preparaciones presentan una sola banda de protefnas en
geles de poliacrilamida con dodeciisulfato de sodio. La enzima
es estable durante por lo menos 4 meses de aimacenamiento a
4° C en presencia de EDTA, monotioglicerol y fenilmetilsulfonil-
fluoruro.

La masa molecular relativa de la enzima, medida por




cromatografia de exclusién en Sephacryl 5-300, es de 62.000 %
1.300 (n=3). Por electroforesis en geles de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio se calculd un valor de Mr de 32.100 %
900 (n=4), lo que sugiere que la enzima nativa es un dimero
de unidades con la misma masa molecular relativa.

Los estudios cinéticos muestran valores de K_ de 7,5
mM y 0,11 mM para los sustratos D-xilosa vy NADP+ respectiva-
mente. La enzima puede oxidar varios sustratos glucidicos,
pero la especificidad ( relacion kcat/Km ap) es mucho mayor
para D-xilosa. EI! valor de la constante de especificidad
para esta pentosa es 6 y 11 veces mayor que para D-ribosa
y L-arabinosa respectivamente, que son aldopentosas que difie-
ren en la orientacién de un grupo hidroxilo con respecto a
D-xilosa. Este estudio de especificidad sugiere que el mejor
sustrato es una pentosa cuya configuracién mds probable es
la de la [-D-xilopiranosa, con orientacién ecuatorial de los
grupos hidroxflicos de los carbonos 2, 3 y 4, Con respecto a
la afinidad por el nuclebtido, la enzima es especifica para
NADP+; NAD+ no es reducide en presencia de D-xilosa u otras
pentosas.

En estudios de velocidad inicial para analizar el
efecto de las variaciones de concentraciones de uno de los
sustratos D-xilosa vy NADP+ a concentracion constante del otro
sobre la actividad de la enzima las graficas de dobles

reciprocos muestran I|ineas paralelas. No se efectuaron otros

XV



estudios que pudieran confirmar la sugerencia de un mecanis-
mo ping-pong para la unién de los sustratos a la enzima.

El aislamiento y caracterizacién de la D-xilosa-deshi-
drogenasa permitird la investigacién de las vias metabdlicas
de utilizacién de la D-xilosa en mamiferos. La existencia de
esta via degradativa hace suponer que la pentosa puede

catabolizarse, evitando el ciclo de los pentosas-fosfatos.
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ABSTRACT

The purification and characterization of D-xilose
dehydrogenase from pig liver is decribed. The enzymes had
been previously detected in that organ but not purified or
characterized.

D-—xyIose—NADP+—dehydrogenase was purified to appa-
rent homogeneity from the cytosol of frog liver. The protocol
is as follows: 1. Preparation of crude extracts; 2. CM-Sepha-
dex Chromatography; 3. Ammonium sulfate precipitation at
45-70% saturation; 4. Anionic chromatograhphy in DEAE—cellu-
lose; 5. Exclusion chromatography in Sephacryl S-300; 6.
Hydroxyl-apatite chromatography; 7. Seudo-afinity chromato-
graphy in blue 2-agarose. From 300 g of liver tissue 0.82 #
0.3 mg (n+6) of purified enzyme were obtained with vyield
of 15 + 5%. The purified enzymed was stable at least during
4 months if stored at 4° in a buffer containing EDTA,
monothioglycerol and pheny!-methyl-sulfonyl-flouride.

Specific activities of 6.1 % 0.7 units/mg (n=6) of
protein were observed in the final preparation.

A relative molecular mass of 62,000 x 1300 (n=4)}
was obtained by exclusion chromatography on Sephacryl
S-300. Polyacrylamide electrophoresis in the presence of so-
dium dodecyl sulfate revealed a wvalue of 32.100 4 900

suggesting that the native enzyme Iis a dimer of subunit of

xvii




similar or identical size.
Kinetic studies showed Kmvalues of 7.5 mM and O0.11

mM for D-xylose and NADP+, respectively. The enzyme can

/K

oxidise several others sugars but the especifity (kcat m ap

quotient) is higher for D-xylose than for D-ribose or L-arabi-
nose. These aldopentoses differ from D-xylose in the orienta-
tion of one hydroxyl group.

Specifity studies suggest that the best substrate for
the enzyme is a pentose whose conformation is jS-D-pyranose
with equatorial orientation of the hydroxyl groups at carbons
2, 3 and 4. i.e., j-D-xylopiranose. The enzyme is specific
for NADP+; NAD is not reduced in the presence of D-xylose or
other pentoses.

Ini'tial velocity data when D-xylose or NADP+ concentra-
tions were varied at fixed concentratios of the nucleotide or
the sugar, respectively, revealed a pattern of parallel lines
when expressed as double reciprocal plots. Further studies to
confirm this suggested ping-pong mechanism were not performed.

The isclation and characterization of this D-xylose
dehydrogenase will allow the investigation of metabolic path-
way(s) of xylose utilization in mammals. The presence of

D-xylose by a pathway other than the pentose phosphate

pathway.




INTRODUCCION

La pentosa D-xilosa estd ampliamente distribuida en
la naturaleza (Wissler y Logemann, 1984). Constituye la
unidad béAsica de la hemicelulosa, que es el material estructu-
ral mds importante de todas las plantas. Es ademas el
componente principal de heteropolisacaridos distribuidos en
plantas, bacterias, hongos, algas, tejidos animales y huma-
nos. Participa en la unidad bésica de glicosilaminoglucanos
unidos a protefnas (proteoglicanos), que son importantes com-
ponentes estructurales de membranas vy vesiculas, asi como
esqueleto del tejido conectivo y de otros tejidos, particularmen-
te en mamiferos.

La D-xilosa es una aldopentosa cuyas formas anoméri-
cas a-D-xilopiranosa y p-D-xilopiranosa (Fig. 1} son los
isémeros estructurales que se encuentran en mayor proporcidén
(34% vy 65% respectivamente} en solucién acucsa a 20°C
(Angyal y Pickles, 1972). Otros isbmeros (ay p-D-xilofurano-
sas) existen en proporciones menores al 1%.

lLos grupos funcionales del carbono 1 de la D-xilosa
son los més reactivos (carbonilo aldehido o hidroxilo hemiace-
tal y el hidrégeno). La reduccién en este carbono produce el
meso-xilitol. El producto de la oxidacién en el carbono 1 de
la D-xilosa, dependiendo de la coexistencia de las formas

isoméricas  presentes, aciclicas o ciclicas, puede ser




CH,OH O

%

a-pD-Xilofuranoso \ %D-Xﬂo{urcnom
“°%
HO CHO

/N
I

a-D-Xilopiranosa B-D-Xilopiranosa

Figura 1. Estructuras ciclicas D-xilosa. Se
considera que el equilibric entre las for-
mas & y S pirandsicas y las formas
furandésicas ocurre a través de la forma
aldehidica o cetdnica abierta (polihidroxial-
dehido}. Los anillos pirandsidos son las
conformaciones que existen en un 99% en
agua a 20°C; las furanosas estdn en pro-
porciones menores al 1%. Todas estas for-
mas son interconvertibles por mutarrotacion.




dcido-

D-xilénico o D-xilono-lactona, que es répidamente hidroli-
zada.

E! metabolismo de la D-xilosa en microorganismos se ini-

cia mediante tres tipos de reacciones alternativas

(Yamanaka
y colaboradores, 1977):

1) lsomerizacién de

la D-xilosa a D-xilulosa,

catalizada por
la D-xilosa-isomerasa

H -
o _D-xilosa CH, OH
H}_1 OH isomerase t=0
A ]
b H % HO- C-H
HO H H- (- O
H OH CH, OH
p-D-xilopiranosa

D-xilulosa

2) Reduccién de

la D-xilosa a xilitol, catalizado por
sa-reductasa

la xilo-

H
0 i i aes CH2 OH xilito! CH, OH
M/ % reductase H%—E-ngeshidrogenasa ¢=0
HH S > Q= ™ e > HO-C-H
HO H NapeH NADP* H-C-OH NAD* N ADH H-¢~0H
H OoH CHo OH CH, OH
D-xilosa xilitol

D-xilulosa




3) Oxidacién de la D-xilosa a D-xilonolactona por accion de

4
la xilosa-deshidrogenasa dependiente de NAD

{
l H o xi'uosa ¢ |
] HA OH deshidrogenasa H-(-OH 5
— HO-C-H

HH VRS !
: HONJLL/H NAD*  NADH H~E~ 08
1 H OH Hy

D-xilosa D-xilonolactona

E! producto de las reacciones de isomerizacién y reduc-

cién, D-xilulosa, puede ser fosforilado a D-xilulosa-5-P, inter-

mediario del ciclo de los pentosa-fosfatos.
La oxidacién de la D-xilosa ha sido estudiada en

numerosos microorganismos (Buchert y colaboradores, 1986),

pero la enzima que cataliza esta reaccién es poco conocida,

a excepcién de una D-xilosa-deshidrogenasa dependiente de

NADT (E.C. 1.1.1.175), inducida especificamente por D-xilosa

en cultivos de Arthrobacter sp. (Yamanaka y colaboradores,

1977).

La via metabdlica de oxidacidn de la D-xilosa &
diéxido de carbono en vertebrados es desconocida. Se ha
propuesto (Segal y Foley, 1959) que la degradacién de las

pentosas en higado de mamiferos ocurre solamente a través

del ciclo de los pentosa-fosfatos. Sin embargo, la fosforilacidn

de la D-xilosa por tejidos animales no ha side demostrada.

’i
'i
?
?
l

i
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La D-xilosa parece metabolizarse en animales por rutas
catabdlicas que no corresponden al ciclo de las pentosas.
Weser y Laster (1968) mostraron que se produce MCZO2 después
de inyectar a cuyes D—‘M(ﬂ—D—xilosa y que la produccion de

a al inyectar &cido [1—14(ﬂ—D—in6nico.

a

MCOZ es mds rapi
Cortes de tejido (rifén, higado, corazén y musculo esquelé-
tico) oxidan D-xilosa por accién de deshidrogenasas dependien-
tes de NAD+ 5] NADP+. Los autores identificaron D-xilonolactona
y dcido D-xilénico como productos intermediarios.

Se ha demostrado en mamiferos, la existencia de enzi-
mas que catalizan la oxidacién de pentosas libres. Por
ejemplo, L-arabi nosa—NAD+- {D—fucosa, D-galactosa)-deshidro-
genasa de higado de cerdo (Schachter y colaboradores, 1969),
D-arabinosa-{L-fucosa)-deshidrogenasa de higado de cerdo
{Maijub y colaboradores, 1973}, L—fucosa—NAD+—deshidr‘ogenasa
de hfgado de conejo, activa también sobre D-arabincsa (Endo
e Hivama, 1979).

Ademds de la D-xilosa-deshidrogenasa (NAD+) de Arthro-
bacter (Yamanaka y colaboradores, 1977}, se han descrito
deshidrogenasas dependientes de NADP+ en cristalino de terne-
ro (van Heyningen, 1958} y de cerdo {(Wissler y Logemann,
1984), y en higado de cerdo {Ureta vy Radojkovié, 1970).
Estas enzimas han sido solo parcialmente estudiadas, por lo
que parecid interesante la purificacion vy caracterizacién de

la Gltima mencionada.




En esta Tesis se describe un protocolo para la purifi-
cacién de la D—xiIosa—deshidr‘ogenasa-—NADP+ de higado de
cerdo. La preparacién final obtenida exhibe una sola banda
de proteina por electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de dodeciisulfato de sodio. La enzima nativa es un
dimero (Mr'= 62.000) de subunidades iguales o muy similares
(Mr-= 32.000). Si bien la enzima puede actuar sobre otras
pentosas, D-xilosa es el sustrato preferente. NAD+ no es
capaz de reemplazar a NADF’+ como aceptor de hidrbégenos.
Ademdés de consignar los valores de algunas constantes se
mostraran algunas peculiaridades cinéticas de la reaccidén.
Finalmente se intentard una especulacidén acerca del metabolis-
mo de la D-xilosa en el que la D-xilosa~-deshidrogenasa
participaria como primera etapa.

E! alslamiento y caracterizacidn de la enzima permiti-
ré iniciar la investigacién de las vias metabblicas de utiliza-

cién de la D-xilosa en mamiferos.




MATERIALES Y METODOS

|. Materiales

Reactivos

De Sigma Chemical Co. Mo. E.E.U.U., se obtuvieron jos
siguientes reactivos: NADP+, NAD+, D-xilosa, L-xilosa, D-ribo-
sa, L-arabinosa, D-arabinosa, D-lixosa, D-glucosa, 6-fosfoglu-
conato, gl ucosa-6-fosfato, D-glucosamina, 2_desoxi-D-glucosa,
D-fructosa, D-manesa, D-fucosa, L-ramnosa, Tris, acrilamida,
bis-acrilamida, glicina, fenazina-metosulfato, azul de nitrote-
trazolio, monotioglicerol, dodecii-sulfato de sodio, fenilme~
til-sulfonilfiuvoruro, azul de Coomassie R, azu! de Coomassie
G, azul-dextrano 2000, y Tritdn %¥-100. De Merck, Darmstadt,
Alemania Federal, se obtuvieron: EDTA, cloruro de potasio,
cloruro de sodio, @&cido clorhfdrico, cloruro de magnesio,
acido acético, fosfato monopotdsico, metanol, acido ortofosfori-
co, é&cido citrico, azul de bromofeno!, citrato de sodio. De
Polysciences, Washington, E.E.U.U. se obtuvieron TEMED vy
persulfato de amonio. De J.T. Baker Chemicals, Co., Phillips-
burg, se obtuve sulfato de amonio. De New England Nuclear
(Boston, EEUU), se obtuvo [MC]—Lisina. De Amersham/Searie
Illinois, E.E.U.U., se obtuvieron: 1,4-bis [2-(5—-feniloxazolil):|

benceno (POPOP} vy 2,5-difeniloxazol {pPO).

T




Material cromatografico

DEAE-celulosa microgranular se obtuvo de Whatman,

Maidstone, Inglaterra. CM-Sephadex se adquirié de Pharmacia,

Uppsala, Suecia. Hidroxilapatita (Bio-Gel HTP) se obtuvo de

Bio-Rad Laboratories, California, E.E.U.U. Sephacryl S-300 vy

Reactive Blue 2-Agarose (azul-agarcsa) se obtuvieron de Sigma

Chemical Co. Mo. E.E.U.U.

Proteinas estdndares

De Sigma Chemical Co. Mo. E.E.U.U. se obtuvieron las

siguientes proteinas: alcoho!—deshidrogenasa de levadura, al-

dolasa de musculo de conejo, ovoalbimina, mioglobina, cito-

cromo ¢ de corazén de caballo. Para la determinacién de

masas moleculares relativas por electroforesis con SDS se

usaron: fosforilasa b, albdmina de bovino, ovoalbimina, anhi-

drasa carbbdnica, inhibidor de tripsina y lisozima, obtenidas

también de Sigma Chemical.

Material bioldgico

Se utilizé higado de cerdo que se obtenfa fresco en el

Matadero Industrial San Joaquin S.A. EI érgano se extraia

entre 10 a 15 minutos después de sacrificado el animal y se

mantenia sumergido en hielo mientras era trasladado al labora-



torio. La preparacién de los extractos crudos se iniciaba en
un tiempo no superior a 1 hora después de la extraccibén del
.

érgano.

11. Métodos

Medicién de la actividad enzimatica

La actividad D-xilosa-deshidrogenasa se ensayaba por
medicién de la velocidad de reduccién de NADP+ a 340 nm en
un espectrofotémetro Zeiss termorregulado a 30°C. El medio de
reaccién contenfa en un volumen de 0,5 mi: amortiguador

Tris-HC] 8 mM pH 7,5, KCI 10 mM, MgCl, 12,6 mM, EDTA 1,6

2
mM, NADP+ 0,5 mM, D-xilosa 100 mM y 0,02-0,1 ml de
solucién de enzima (Ureta y Radojkovié, 1970). EI mismo
sistema sin D-xilosa se utilizaba como blanco.

La actividad de la enzima también era detectada des-
pués de la electroforesis en geles de poliacrilamida (descrito
en la seccién electroforesis). Para tefiir la actividad enzimati-
ca se incubaban los geles en un medio similar al empleado
en el ensayo espectrofotométrico de actividad enzimdtica, excep-
to que se adicionaba fenazina-metosulfato (0,04 mg/ml) vy
azul de nitrotetrazolio (0,4 mg/ml).

Una unidad de enzima corresponde a la cantidad de

enzima que cataliza la reduccién de 1 mol de NADP+ en 1

R
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min a 30°C. en las condiciones descritas. Para el cédlculo se
utilizaba el coeficiente de extincién molar de NADPH que es
6,22 x 10° cmz/mol a 340 nm para cubetas de un centimetro
de paso de luz.

La unidad de enzima también puede ser expresada en
Katal (cantidad de enzima que transforma un mol! de sustrato
en producto por segundo), teniendo presente que la relacidon
con la Unidad Internacional es la siguiente:
1 katal = & x 'IO7 unidades internacicnales; 1 Unidad Interna-

cional = 0,016667 microkatales.

Purificacién de D-xilosa-deshidrogenasa

Para el aislamiento y purificacién de la D-xilosa-deshi-
drogenasa se aplicaron varias técnicas cromatogréaficas vy
fraccionamiento con sulfato de amonio. El! procedimiento de
purificacién que ‘se describird es el resultado de numerosos
ensavos en los que se varié el orden de las distintas
etapas, las condiciones de pH, los tamafios de las columnas,
la fuerza ibnica de la solucidn de homogeneizacién y del
gradiente de concentracién para la elucion de la enzima
desde las columnas cromatogréficas. La precipitacidén con sulfa-

to de amonio fué ensayada a diferentes porcentajes de satura-

cidn y se determind en qué etapa de la purificacién resultaba

mejor ia aplicacién de esta técnica.
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A menos que se especifique otra condicibén, todas las
etapas del procedimiento de purificaciébn de la enzima se
realizaron a 4°.

La purificacién de la enzima se realizd en 7 etapas,
correspondiendo la etapa 1 a la preparacién de extractos

crudos.

Etapa 1: Preparacion de extractos crudos

El higado de cerdo era homogeneizado en una licuadora
Omni Mixer (Sorvall), en una solucién que contenia Tris-HCI
5 mM pH 8,5, EDTA 1 mM, monotioglicerol 10 mM y fenilme-
til-sulfonilfluoruro 1 mM (solucién A), en una relacién 1:1
peso de tejido : volumen de soluciéon. En esta soluciéon se
obtenfa la médxima estabilidad de la enzima. El homogeneizado
se centrifugaba a 105.000 x g durante 60 min en una ultracen-
trifuga preparativa Beckman L5-50B. La actividad de Ila

enzima D-xilosa deshidrogenasa se media en el liguido sobrena-

dante.

Etapa 2: Cromatografia en CM-Sephadex

CM-Sephadex se suspendia en 20 volUmenes de amorti-
guador Tris-HC! 5 mM pH 8,5, EDTA 1 mM y la suspension

resultante se dejaba en reposo al menos por 4 hr. Posterior-
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mente se eliminaban burbujas de aire mediante la aplicacion
de vacio por medic de una bomba durante una hora. La
suspensién se empacaba en una columna (habitualmente de
4,5 cm de didmetro por 38 cm de altura; 600 ml capacidad)
que se equilibraba con la solucién A.

E! liquido sobrenadante (aproximadamente 600 ml), re-
sultante de la centrifugacion a 105.000 x g (S.l) se hacia
pasar por la columna. La enzima no es retenida en estas
condiciones y se colectaba en una sola fraccidn hasta secar

la columna, obteniéndose aproximadamente 400 ml (S‘ICM)‘

Etapa 3: Precipitacién con sulfato de amonio

La solucién de enzima que provenia de la etapa 2 se
dilufa para obtener una concentracion de 12 mg de pro-
teina/ml. Posteriormente se agregaba sulfato de amonio en
pequefias cantidades hasta completar 25,8 g por cada 100 m!
de S1CM con agitacién suave a 0°C. El pH se mantenia en
8,5 con hidréxido de amonio 5%. Después de una hr se
centrifugaba en centrifuga Sorvall a 16.300 x g durante 30
min y se descartaba el sedimento. Al sobrenadante resultante
se le adicionaba sulfato de amonio (15,6 g/100 ml). Después
de 6 horas se centrifugaba en las mismas condiciones antes
descritas. Se descartaba e! lfquido sobrenadante y el sedimen-

to se disolvia en el menor volumen posible de solucion A

(aproximadamente 35 ml}. Se recuperaba el 100 de la activi-
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dad enzimdtica inicial. La solucién se dializaba contra solu-
cion A.
{La precipitaciébn con sulfato de amonio, aumentaba

aproximadamente 3 veces la actividad especifica.

Etapa &4: Cromatografia de intercambio idnico en DEAE-celulosa

45 ml de la preparacion dializada proveniente de ia
etapa 3, se hacfan penetrar en una columna de DEAE-celulosa
de 4,5 cm de didmetro por 38 cm de altura, equilibrada con
solucidn A (la preparacién y regeneraciéon de la DEAE-celulo-
sa se detalian en el Anexo 1 "Preparacion de DEAE-celulosa").
La columna se lavaba con 2 litros de !a misma solucién. La
enzima retenida se elufa mediante un gradiente lineal de KCI
entre 0 y 200 mM, preparado en la solucidn A, en un
volumen total de 2 litros. Se colectaban fracciones de 20 ml.
El 90% de la actividad enzimdtica total sembrada en Ila
columna fue eluida entre 12 v 25 mM de KCl. Se combinaban
aquellas fracciones con més altes niveles de actividad enzima-
tica. El volumen resultante se reducfa a un volumen entre 4
y 5 ml por concentracién en un aparato de filtraciéon Amicon

con membrana PM 10.

Etapa 5: Cromatografia de filtracién en Sephacry! S$-300

La cromatografia en Shephacryl 5-300 se utilizaba con
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fines de purificacién de la D-xilosa-deshidrogenasa y con
fines analfticos para la determinacién de masas moleculares
relativas. Para ambos propdsitos e! método fue esencialmente
el mismo.

Para la preparacién de esta cromatografia se utilizaba
una suspensién de Sephacryl S5-300 previamente hidratado con
agua destilada. Se equilibraba el gel con solucidn A a la
que se agregaba KCI 100 mM, y se empacaba en una columna
de vidrio de 2,5 cm de didmetro por 75 cm de altura.

Para el procedimiento de purificacidn se colocaban en
la columna entre 4 a 4,5 ml de solucién concentrada obtenida
en la etapa 4. Se elufa la enzima con la solucién A y se
colectaban fracciones de 2 m! con un flujo de 0,5 mi/min. En
el eluido se media la actividad enzimdtica y la absorbancia
a 280 nm. Se seleccionaban y combinaban las fracciones con
mayor actividad enzimdtica. El volumen resultante, se reducia
a 5 ml por concentracion en Amicon PM 10 y Iluego se

dializaba contra la solucién A.

Etapa 6: Cromatografia en hidroxilapatita

La hidroxilapatita se mezclaba con igual peso de
celulosa en 5 volGmenes de agua desionizada y se dejaba
decantar. Las particulas finas se eliminaban por succién y

luego se agregaban nuevamente 5 volimenes de agua y se
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repetia el procedimiento hasta descartar la mayor cantidad
posible de estas particulas finas. Posteriormente la hidroxila-
patita se suspendia en Tris-HC! 5 mM pH 8,5 y EDTA 1 mM.

La solucién enzimdtica dializada resultante de la etapa
5 se cromatografiaba en una columna (1,3 cm x 17,5 cm)
previamente equilibrada con la solucién A. La actividad
xilosa-deshidrogenasa es retenida en estas condiciones. La
columna se lavaba con 200 ml del mismo amortiguador. La
enzima se elufa mediante un gradiente lineal de fosfato de
potasio pH 8,0 entre 1 y 50 mM con un volumen total de 340
ml. Se colectaban fracciones de 2,8 ml. Se median la
actividad enzimdtica vy la absorbancia a 280 nm. Se selecciona-
ban y juntaban las fracciones con mayor actividad enzimética
y el wvolumen resultante se reducfa en el mismo aparato
concentrador descrito en las cromatografias anteriores, y lue-

go se dializaba contra la solucidon A.

Etapa 7: Cromatografia de seudo-afinidad en azul-agarosa

Para la preparacién de la cromatograffa de seudo-afini-
dad se utilizaba azul-agarosa previamente hidratada y poste-
riormente equilibrada con solucién A.

La solucién dializada de la Etapa 6 se colocaba en

una columna de azul-agarosa (0,7 x 12cm) previamente equili-
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¢

brada con la solucién A. ‘Toda la actividad enzimética es
retenida en estas condiciones. La columna se lavaba luego
con 40 m! de KCI 150 mM en la misma solucién. La enzima se
eluia con NADPT 1 mM en la solucién A. Se colectaban
fracciones de 1 ml. Se medfa la actividad enzimdtica y se
determinaba la concentracién de protefnas en cada fraccidn

como también en la mezcla de las fracciones seleccionadas.

Control de pureza

La pureza de las fracciones obtenidas se analizaba
por electroforesis en placas de gel con SDS, preparadas con
un gradiente de acrilamida entre 6% y 20%, de acuerdo con
la metédica descrita por Laemmli (1970). También se
usaba la electroforesis en placas de poliacrilamida en ausen-
cia de SDS seglin el método de Davis (1964). Se utilizaban
las mismas concentraciones de acrilamida. El detalle de estas

técnicas estd descrito mas adelante en la seccién electroforesis.

Determinacién de proteinas

La concentracién de proteinas se determinaba por uno

de dos procedimientos:

1. En las fracciones resultantes de las diferentes cromatogra-

ffas utilizadas, los niveles aproximados de protefnas se




17

determinaban por medicién de la absorbancia a 280 nm.

2. La concentracién de proteinas de las soluciones obtenidas
del conjuntc de las fracciones seleccionadas después de cada
cromatografia se determinaba por el micrométodo de Bradford
(1976). Para calcular la concentracién de proteinas, se confec-
cioné una curva de calibracién con soluciones de ovoalbimina

a diferentes concentraciones entre 0 y 100 ug proteina/ml.

Determinacién de la concentracién de sales en solucidon

Las concentraciones de KC|I de las fracciones eluidas
desde las columnas cromatograficas de DEAE-celulosa y las
concentraciones de fosfato de las fracciones eluidas desde las
columnas de hidroxilapatita, se determinaban utilizando wun
conductimetro Radiometer, calibrado con soluciones estédndares

de KCI pH 8,5 y fosfato de K pH 8,0 respectivamente.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia
de SDS 0,1% se realizaba en un instrumento Bio-Rad (Protean
Dual Vertical Slab Gel Electrophoresis cell). Se utilizaban
placas de 140 mm de ancho por 100 mm de largo y 1,2 mm de
espesor. Las placas se preparaban con un gradiente lineal

de acrilamida desde 6 a 20% y wun porcentaje constante,
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0,8%, de bisacriiamida. E! sistemé de amortiguadores que se
utilizaba como también la tincién de bandas de proteinas
correspondfan al método descrito por Laemmli (1970). La
preparacién de los geles y las soluciones que se utitizaban
estdn descritas con detalle en el Anexo 2 "Electroforesis en
geles de poliacrilamida”.

A un volumen de muestra, que contenia entre 5 a 25 ug
de protefna, dependiendo de la etapa de purificacion que se
analiza'ba se |le adicionaba un volumen de la mezcla desnatu-
rante (SDS 5%:; 2-mercaptoetanol 10%; Tris HC! 75 mM, pH
6,8; Glicerol 20%) e inmediatamente se sometfa a bafio Marfa
hirviente durante 5 min. Luego se enfriaba y se agregaban 5§
!l de una solucién de azul de bromofenol al 0,04% y se
sembraba en la placa de poliacrilamida. La soluciéon de los
electrodos corresponde al amortiguador Tris glicina 375 mM
pH 8,3 (solucién D). La electroforesis se hacia habitualmente
a voltaje constante; se mantenfa a 80 voltios hasta que el
colorante de referencia (azu! de bromofenol) migraba al inicio
de! gel separador y se mantenia a 160 voltios, hasta que el
colorante migraba al final del gel {generalmente en 6 horas).
Durante el desarrollo de la electroforesis se mantenia una
temperatura de 18°C. Una vez terminada la electroforesis se
retiraba el gel de las placas de vidric y se fijaba por
inmersién en una solucién de metanol &46% y dcido acético 8%.

lLa tincién de proteinas se hacia por incubacién del
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gel durante 12 horas en solucidén de azul brillante de
Coomassie R-250 0,2% en metanol al 46% y Aacido acético 8%.
Los geles se destefifan hasta fondo claro con cambios sucesi-
vos de una solucién acuosa que contenfa 12% de acido acético

y 5% de metanol.

Electroforesis en gel de poliacrilamida en ausencia de SDS

La electroforesis sin SDS se hacfa en placas de poli-
acrilamida preparadas con un gradiente lineal de acrilamida
entre 6 y 20%. La metddica utilizada para la obtencién de
estas placas es idéntica a la descrita para los geles con SDS
(ver Anexo 2). Las soluciones y proporciones son las mismas,
excepto que la solucién F (SDS) era reemplazada por igual
volumen de agua desionizada.

Para el desarrcllo de la electroforesis se coloccaban en
la placa entre 5 a 20 ug de proteina, en triplicado. A un
volumen de muestra se le agregaba un volumen de sacarosa
40% o glicerol 20% y 5 ul de azul de bromofenol 0,04%. La
camara electroforética estd conectada por agua circulante a
un bafo refrigerante que se mantiene a 4°C. La solucién de
los electrodos corresponde al amortiguador Tris-glicina pH
8,3 (esta solucién contiene 0,6 g de Tris y 2,88g de glicina
por litro de agua desionizada). Al iniciar la electroforesis

se aplicaba un voltaje constante de 200 voltios, el que se

—— vy A m————
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aumentaba a 300 voltios en el momento que el colorante de
referencia habfa migrado hasta el gel separador.

Una wvez terminada la electroforesis y retirada la
placa de poliacrilamida se procedia a cortar el gel en tres
partes, conteniendo cada una de ellas la misma(s)
protefna(s). Cada una de estas secciones del gel se sumergfa
en diferentes medios de incubacién que permitian la tincidn
de la actividad enzimdtica y de la proteina.

La tincién de protefna se efectuaba por incubacidén del
gel durante una hr en solucién de azul brillante de Coomassie
R 0,25% en metanol 45% y &cido acético 9%. Posteriormente se
destefifa hasta fondo claro con cambios sucesivos de solucidon
acuosa con acido acético 7,5% y metanol 5%.

Para la tincién de la actividad enzimdtica se incubaba
el gel en un medio igual al descrito para el ensayo espectrofo-
tométrico de actividad enzimética, pero adicionando fenazina-
metosulfato (0,04 mg/m!) y azul de nitrotetrazolio (0,4
mg/ml). Otra seccién del gel se incubaba en la misma

solucién recién descrita, pero en ausencia de D-xilosa.

Determinacién de la masa molecular relativa

La masa molecular relativa de la enzima nativa se
determinaba por medio de filtracién analitica en columnas de

Sephacryl 5-300 calibrada con proteinas de masa molecular
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relativa conocida, aplicando la metédica de Andrews (1964).

Para la cromotografia se utilizaba la misma columna
usada con fines preparativos descrita en el protocolo de
purificacién de D-xilosa-deshidrogenasa. lLas solucicnes de
equilibrio y elucién eran las mismas.

La concentracién de protefnas de referencia (aldolasa,
aleohol-deshidrogenasa, ovoalbGmina, mioglobina y citocromo
¢ era de 1,5 mg/ml. Se sembraba Ia columna con 3 ml de
cada soluciéon de proteina. lgual volumen se usaba para la
proteina problema con 0,3 unidades/ml de actividad.

El volumen de exclusion (Vo) se determinaba usando
azul-dextrano 2000 y el wvolumen total accesible al solvente
(Vi) se determinaba usando [MC:I—Iisina (200.000 cpm}.

El volumen de elucién (Ve) que corresponde a la
concentracién maxima de soluto se determinaba a partir de
un diagrama de elucidén, extrapolando ambos lados del pico
de soluto a un punto de confluencia. Para la estimacion de
la masa molecular relativa de la enzima se confecciond un
gréfico del coeficiente de distribucion Kd=(Ve-V°)/(Vi-\I°) en
funcién de la masa molecuiar relativa de las proteinas
estédndares utilizadas.

Aldolasa, ovoalbtimina y mioglobina se detectaban mi-
diendo la absorbancia a 280 nm. Citocromo ¢ y azul-dextrano

por la absorbancia a 414 nm y 630 nm, respectivamente; la

alcohol-deshidrogenasa se media en una mezcla de reaccién
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que contenfa: amortiguador fosfato de potasio 10 mM, pH 7,0;
EDTA 1 mM; 2-mercaptoetanol 5 mM; etanol 220 mM vy NAD+
0,5 mM. La [MC__]-Iisina se media en un contador de
centelleo Phillips DW 4503, en una mezcla de centelleo que se
preparaba agregando 2 partes de una solucién que contenfia
50 mg de POPOP y 4 g de PPO en un litro de tolueno, mas
una parte de Tritén X-100. La xilosa-deshidrogenasa se deter-
minaba por el método descrito en la seccién "Medicién de la
actividad enzimatica".

La determinacién de la masa molecular relativa de la
enzima desnaturada se realizaba por el método de electrofore-
sis en geles de poliacrilamida con SDS, aplicando la técnica
en placas de acrilamida en gradiente entre 6 y 20%, descrita
en la seccién electroforesis con SDS.

Habitualmente se sembraban en el gel de poliacrilamida
entre 5 y 10 ug de proteinas. En canales paralelos se
sembraba una mezcla de proteinas de masa molecular relativa
conocida que tenfa: fosforilasa b, albdmina de bovino,
ovoalbUmina, anhidrasa carbdnica, inhibidor de tripsina vy
lisozima.

Para la estimacién de la masa molecular relativa de
la D-xilosa-deshidrogenasa, se confeccioné un gréfico de la
movilidad electroforética relativa en funcion de la masa

molecular relativa de las proteinas estandares.
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Caracterizacidén cinética

EI efecto de la concentraciéon de los sustratos en la
actividad enzimdtica fue analizada midiendo las wvelocidades
iniciales de reaccién y wvariando la concentracién de cada
sustrato a diferentes concentraciones fijas del otro sustrato.
Los datos de velocidad inicial son presentados en gréficas
convencionales de dobles reciprocos (Lineweaver y Burk,
1934), con los cuales se confeccionaban las gréaficas secunda-
rias y se calculaba el valor de la constante de Michaelis
(K ) y la velocidad méxima (V ).

m max

En el estudio de especificidad de la D-xilosa deshidro-
genasa se utilizaron 16 sustratos, ademds de la D-xilosa. En
el caso de sustratos que presentaban una Vmax relativa
mayor que un 10% de la Vmax con D-xilosa, se determinaron
los wvalores de V y K con el método grafico de

max m ap

Eisentha! y Cornish-Bowden (1974). Se determinaba la constan-

te de especificidad de acuerdo a la relacidn kc /Km de Brot

at
y Bender (1969).

Para estudiar la influencia del pH sobre la actividad
enzimdtica se preparaba una escala de pH entre 4,6 y 9,0,
utilizando tres tipos de soluciones amortiguadoras (Dawson,

1972): citrato 50 mM (pH 4,6 a 6,5); fosfato 50 mM (pH 5,8 a

8,0) y Tris 85 mM (pH 7,2 a 9,0)



Andlisis estadfsticos de los resultados

El andlisis de los resultados cinéticos con los diferen-
tes sustratos se hizo a través de métodos graficos, empleando
las transformaciones lineales de la Lineweaver y Burk {1934}
y sus respectivos graficos secundarios. Todas las lineas de
regresién fueron calculadas por el método de los minimos
cuadrados.

Los resultados de la purificaciéon y masa molecular
relativa de la D-xilosa-desidrogenasa se expresan con el

valor de la media y su desviacién estandar (D.S.} de

acuerdo a la formula:




RESUL TADOS

Purificacién de D-xilosa-deshidrogenasa de

higado de cerdo

E! protocolo para la purificacién de D-xilosa-deshidroge-
nasa que se presenta en esta Tesis es el resultado de
numerosos ensayos {que no se describirdn), en los que se
estudiaron variadas condiciones para cada una de las etapas,
como también el orden en que éstas se utilizaron. El protocolo
final se ha repetido en 7 preparaciones con esencialmente los

mismos resultados.

A. Estabilidad de la enzima durante la purificacién

Se ensayaron varias condiciones que permitieran maxi-
ma esiabilidad y reproducibilidad en los experimentos. Ambas
se logran utilizando una solucién amortiguadora pH 8,5 (solu-
ciébn A, preparada como se detalla en la seccidén correspondien-
te a preparacién de extractos crudos en Métodos), tanto en
la etapa de homogeneizacién como en todas las etapas siguien-—
tes de ta purificaciéon. Las preparaciones de enzima guarda-

das a 4° conservan la actividad inicial por varios meses.

25
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B. Etapas de la purificacidn

Etapa 1. Preparacion de los extractos crudos

Los homogeneizados de higado de cerdo se obtenfan a
partir de 300 g de tejido. La actividad de la D-xilosa-deshi-
drogenasa en la fraccién citosolica S.l {sobrenadante resultan-
te de la centrifugacién del homogeinezado a 105.000 x g},
puede estimarse en 0,18 +* 0,04 unidades/qg de tejido promedic
% D.S. de 7 preparaciones} con una actividad especifica de
0,0042 + 0,0012 unidades/mg de proteina. La concentracion de

protefnas de la fraccién era 49,1 %+ 2,0 mag/ml.

Etapa 2. Cromatografia en CM-Sephadex

La fraccion S.l (279 + 13 mi, n=7) se filtraba por
CM-Sephadex. La actividad enzimdtica no es retenida, obtenién-
dose una fraccion SicMm (374 + 13 ml) que contenia 16,5 + 1,9
mg protefna/ml. La recuperaciéon de la actividad enzimdtica
fluctuaba entre 110 y 135% de la actividad sembrada, con
una actividad especifica de 0,011 + 0,002 unidades/mg protei-
na, gque representa un aumento de aproximadamente 3 veces
con respecto a la fraccidn S1. En esta etapa se eliminan
hemoproteinas, visibles por su color rojo, que gquedaban

retenidas.
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Etapa 3. Precipitacién con sulfato de amonio

La actividad enzimatica precipita entre 45 a 70% de
saturacién. La resuspensién del precipitado en un minimo
volumen de solucién A, logra un aumento de la actividad
especifica a 0,031 + 0,0035 unidades/mg de protefna, con una
purificacién de 10 veces en relacién a S‘I' Se recupera toda

la actividad enzimdtica.

Etapa 4. Cromatografia en DEAE-celulosa

La cromatografia en DEAE-celulosa de la preparacion
obtenida en la etapa anterior retiene el 90% de la actividad
enzimatica sembrada en la columna. Esta actividad era efuida
con KCI en un gradiente lineal entre 0 y 200 mM. En el
perfil cromatogréfico de la figura 2 se observa que la
actividad enzimdtica eluye en un solo pico, a concentraciones
entre 12 y 25 mM de KCI. En las fracciones seleccionadas vy
combinadas se obtiene un 60 + 17% de la actividad total de
la fraccidén citosdlica, con una actividad especifica de 0,17 +
0,04 unidades/mg proteina lo que representa un aumento de

aproximadamente 45 veces con respecto a 51.

Etapa 5. Cromatografia de exclusién en Sephacryl 5-300
La solucién enzimdtica resultante de la etapa anterior
fue sometida a filtracién en Sephacryl 5-300. La figura

3 ruestra que la actividad D-xilosa-deshidrogenasa eluye en
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Figura 2. Cromatografia de intercambio ibnico en DEAE-celulosa.
Er una columna de 38 cm de altura por 4,5 cm de didmetro de
DEAE-celulosa equilibrada con solucién A {(ver Métodos), se
colocaron 45 mi de la preparacién dializada obtenida en la
etapa 3. La solucion contenfa 72 U de D-xilosa deshidrogenasa
y 2.740 mg de proteinas. La columna se lavd con 2 L de
solucién A. A partir de este volumen de eluciébn se desarrolld

un gradiente lineal de concentracién de KCI (indicado con la
flecha) formado por 1 L de solucién A y 1 L de la misma
solucidn perc con KCI 200 mM. Se colectaron fracciones de 20

ml y se seleccionaron los voltmenes eluidos de los 32 tubos con
més alta actividad enzimética, recuperdndose en ellos el £7% de
las unidades de enzima colocadas.
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Figura 3. Filtracién en Sephacryl $-300. En una columna
de 75 cm de altura por 2,5 cm de didmeiro empacada con
Sephacryl S$-300 v equilibrada con solucién A, se colocaron
4 ml de la preparacion que provenia de la cromatografia
en DEAE-celulosa. La solucién contenfa 28 unidades de
D-xilosa-deshidrogenasa y 196 mg de proteinas. Se eluyd
la enzima con la solucién A y se colectaban fracciones
de 2 ml.




30

un solo pico simétrico, separada de varios picos de proteinas
de mayor y menor tamafo molecular. La actividad especifica
de la solucién que resultaba de la mezcla de las fracciones
con mayor actividad fue 0,35 %+ 0,036 unidades/mg de pro-
tefna, con un rendimiento de 33 + 10% en relacién a Ila
actividad total de 51.
Etapa 6. Cromatografia en hidroxilapatita

La cromatograffa en hidroxilapatita de la solucidén
enzimdtica que se obtenfa en la etapa 5, retiene toda la
actividad enzimdtica sembrada. Al conectar el gradiente lineal
de fosfato de K pH 8,0, la enzima eluye entre 10 y 18 mM
(figura &). La actividad especifica promedio de las fracciones
seleccionadas fue 1,8 + 0,4 unidades/mg proteina c¢on un
rendimiento de 23 + 7% en relacién a S‘!' Esta etapa cromato-—
grdfica permitia purificar la enzima aproximadamente &00

veces,

Etapa 7. Cromatografia de seudo-afinidad en azul-agarosa

La solucidn gque provenia de la cromatografia en hi-
droxilapatita, se cromatografiaba en una columna de azul-aga-
rosa. Toda la actividad enzimdtica es retenida adn después
de la lavar comn HCI 150 mM. La enzima es eluida con NADP+

1 nM (figura 5). La preparacién final presenta una actividad
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Figura 4. Cromatografia en hidroxilapatita.

de 17,5 cm

Volumen de elucién, mi

de altura por 1,3 cm de diametro

En wuna columna

de hidroxilapa-

tita equilibrada con solucién A, se colocaron 5 ml de
solucién enzimdtica concentrada que provenia la filtracién
en Sephacry! S-300. La solucién contenfa 16 unidades de
D-xilosa deshidrogenasa y 39,5 mc de protefinas. La columna
175 m! de solucion A. A partir de este volumen
un gradiente lineal formada por 170 m! de
fosfato de K1 mM pH 8,0 y 170 ml de la misma solucién pero
a una concentracion de 50 mM. Se colectaron fracciones de

se lavdé con
se conectd

2,8 ml.
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Figura 5. Cromatografia de seudo-afinidad en azul-agaro-
sa. En una columna de 12 cm de altura por 0,7 cm de
didmetro de azul-agarosa equilibrada con soluciéon A,,
se colocaron 3 m! de la preparaciéon enzimatica concen-
trada proveniente de la cromatografia en hidro-
xilapatita. La solucién contenia 9 unidades de D-xilo-
sa-deshidrogenasa con 11,6 mg de proteina. La columna
se lavé con 80 ml de la solucion A, se continuc
lavandoc con 80 m! de la misma sclucién pero con KCI
150 mM. La enzima fué eluida con NADP 1 mM prepara-
do en la solucidén A. Se colectaron fracciones de 2 mi
por tubo. Se recuperd 82% de las unidades colocadas.
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especifica de 6,1 + 0,7 unidades/mg proteina (n=6) con un

rendimiento de 14,9 + 5% en relacién a la solucién inicial S,.

C. Tabla de purificacion

Un protocolo tipico que resume el métode de purifica-
cion de la D-—xilosa-NADP+-deshidrogenasa de higado de cerdo,
se muestra en la Tabla |. Mediante este procecimiento se
logra obtener 0,92 + 0,3 mg de una enzima purificada 1500 a
2300 veces. Este protocolo puede completarse en 7 dias de
trabajo y resulta en una preparacién homogenea y estable.
E! aumento del rendimiento total, en las etapas CM-Sephadex
y sulfato de amonio, sobre el 100% en relacidén a S1 se

deberia a que probablemente se han eliminado proteinas que

inhibirfan la actividad de la D-xilosa-deshidrogenasa.

D. Contro! de pureza de las preparaciones

El control de pureza de las diferentes preparaciones
de D-xilosa-deshidrogenasa se realizé mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida, usando comc base la metédica de
Laemmli (1970) para los geles con SDS y el método de Davis
(1964) para la electroforesis en condiciones nativas. La elec-
troforesis con dodecilsulfato de sodio muestra una banda de
proteina (figura 6). La figura 6 muestra ademas las bandas
de proteinas que se tifien en las preparaciones de las

Ultimas etapas de purificacién.
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Figura 6. Electroforesis en gel de poliacrilami-
da con SDS. Electroforesis en gel de poliacri-
lamida-SDS en placas formadas por un gradien-
te de acrilamida entre 6 y 20%. El procedi-
miento se describe en Métodos. Los canales |1
y 2 contienen 10 y 5 ug de enzima. Las
bandas del canal 3 corresponden a una solu-
cién de proteinas proveniente de la cromato-
grafia en hidroxilapatita. En el canal 4 se
sembré una preparacién que muestra impure-
- zas. Las bandas del canal 5 corresponden a
protefinas estdndares: fosforilasa b, alblimina
de bovino, ovoalbdimina, anhidrasa carbbnica,
inhibidor de tripsina y lisozima. A la dere-
cha en este mismo orden se indican los valo-
res de la masa relativa (M_).

*D-xilosa deshidrogenasa (Ver figura 9)
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La preparacién homogenea f{una banda en poliacril-
amida-SDS) se sembrd en geles convencionales sin SDS, prepa-
rados en un gradiente de acrilamida entre 6 y 20%. La
tincién de proteinas revela varias bandas, una de las cuales
(la de menor movilidad) muestra intensa actividad enzimatica
(figura 7). Este resultado sugiere que la proteina nativa, en
las condiciones de la electroforesis, podrfa encontrarse en
varios estados de agregacidon, correspondiendo a uno de ellos
la forma activa de la enzima. Algunos experimentos realizados
(cuyos resultados no se informan}, como la elucién desde el
gel de poliacrilamida de la banda de menor movilidad y
sometida nuevamente al mismo tipe de electroforesis, no fueron
suficientes para confirmar esta especulacién sobre los distin-

tos estados de agregacion de la proteina.
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Figura 7. Electroforesis en gel de poliacrilami-
da de D-xilosa-deshidrogenasa en condiciones
nativas. En el canal 1 el gel se tifié la
actividad enzimédtica. En el canal 2 la tincidn
se realizé con azul de Coomasie. La prepara-
ciébn de enzima es la misma que revela una
banda en la electroforesis con SDS (gel 3) .
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Caracterizacién de la D-xilosa-deshidrogenasa de

higado de cerdo

A, Caracterizacidén estructural

El wvalor para la masa molecular relativa de la enzima
pura en condiciones nativas medida por filtracion analitica
en Sephacry! S-300 a2 pH 8,5, de acuerdo al método de
Andrews (1964), fue 62.000 + 1.300 (n = 4). La columna fue
calibrada con las proteinas de masa molecular relativa conoci-
da que se indican en la figura 8. La actividad enzimédtica
elufa en un pico simétrico. Un experimento similar se realizd
con una preparacién semipurificada, obteniéndose un valor de
63.800. Se midié ademas la masa molecular relativa de la
enzima pura con la columna equilibrada con la misma
solucién de homogeneizacién a pH 7,0. E! valor estimado en
estas condiciones corresponde a 62.200.

La masa molecular relativa de la D-xilosa-deshidrogena-
sa por electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia
de dodecilsulfato de sodio, fue de 32.100 + 900 (n = 3)
(Figuras 6 y 9).

Los resultados sugieren que la enzima tiene dos sub-

unidades de igual o similar masa molecular relativa.
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Figura 8. Estimacion de la masa molecular relativa de
D-xilosa-deshidrogenasa. Relacidén entre K (K =

d d
(Ve-—Vo}/vi_-vo} y el logaritmo de la masa molecular relativa

de las proteinas estdndares. Se utilizé una columna de
Sephacry! 5-300 (75 x 2,5 cm). E! volumen de la muestra
fue de 3 ml y se colectaron fracciones de 3 ml; Vo 162 ml;
Vi 366 mi; los volGmenes de elucién (Ve) para aldolasa (M
158.000), ovoalbimina (Mr 43,000), citocromo < (Mr' 12.500)

y la enzima fueron 207, 246, 291 y 237 ml respectivamente.
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Figura 9. Estimacién de {a masa molecular relativa de
D-xilosa-deshidrogenasa por electroforesis-SDS. Grafica de la
movilidad electroforética relativa en funcion del logaritmo

de la masa molecular relativa de proteinas estandares. Los
valores usados de movilidad electroforética se calcularon a
partir de los resultados que se muestran en la Figura 6.
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B. Estudios cinéticos

B.1. Especifidad de sustrato

La actividad de la D-xilosa-deshidrogenasa fue ensaya-
da utilizando wvarios monosacdridos como sustratos a concen-
tracion 100 mM, en presencia de NAD+ o NADP+ 0,5 mM.

Aquellos sustratos que presentaban una velocidad relati-
va igual o mayor al 10%, con respecto a la obtenida en
presencia de D-xilosa, se estudiaron con mayor detalle, Se
determind en estos casocs el valor de la Km aparente y la
constante de especificidad expresada por la razdén entre

/K (Brot y Bender, 1969). lLos parametros V y

k
cat" m ap max ap

Km ap fueron calculados mediante e! método grafico de

Eisenthal y Cornish-Bowden (1974) y Merino (1974)}. Algunos

ejemplos de estas determinaciones se muestran en la figura
. max

10. Para calcular la constante catalitica { k =—="=—) se

cat EQ]

estimé la concentracion molar de la enzima Eo utilizando la

masa molecular relativa determinada en esta tesis (62.200).

En la Tabla il se presentan los resultados de este
estudio de especificidad. La enzima puede oxidar wvarios

sustratos, aunque con menor velocidad y valores de Krn ap

mayores que para bDB-xilosa. ElI wvalor de 1a constante de

especificidad (Kesp = kcat/Km ap) sugiere que D-xiiosa es el

mejor sustrato. En efecto, D-ribosa y L-arabinosa {que tam
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Figura 10. Graficas de Eisenthal y Cornish-Bowden para determi-

+
nar Vmax y Km aparentes de D-xilosa-NADP -deshidrogenasa. Se

muestra la estimacién de K y V para la enzima con
m ap max ap

diferentes sustratos glucidicos: (A) D-xilosa, (B) D-ribosa, (C)

" -
L-arabinosa y (D) 2-Desoxi-D-glucosa. La concentracién de NADP
era 0,5 mM. Las mediciones de velocidad inicial se hicieron el
mismo dia con la misma enzima y en igual cantidad. Los valores
de K y V se indican con la flecha. La velocidad de

m ap max ap ,
reaccién enzimdtica se expresa en Mmoles de NADPH/min
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Tabla It

Parametros cinéticos de D-xilosa-deshidrogenasa para varios

aztcares.
Azticar max ap l(m ap kc:att ap Kesp
Unidades/mg prot. M ! Mg~

D-xilosa 7,6 0,0065 58 8923
D-ribosa 5,2 0,0270 40 1481
L-arabinosa 5,9 0,0570 45 789
2-desoxi-D

glucosa 2,9 0,0540 22 407
D-glucosa 1,1 0,0490 16 326
B-galactosa 1,5 0, 1400 12 86
D-arabinosa 1,2 06,1300 9 69
Los wvalores de Vmax ap y Km ap se determinaron con el

método grafico de Eisenthal y Cornish-Bowden (1874). Ninguno
de los azicares estudiados fue capaz de reducir NAD+ en
presencia de la enzima. Los sustratos se encuentran preferente-
mente en la conformacién p-pirandsica {Angyal y Pickles,
1972; Lange y Kohn, 1961; Sols y Crane, 195&).
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bién son oxidados por la enzima) presentan valores de
especificidad 6 y 11 veces menores que D-xilosa, respectivamen-
te. Al aumentar el numero de carbonos, como en el caso de
las aldohexosas (2-desoxiglucosa, D-glucosa vy b-galactosa),
la velocidad de oxidacién es mucho menor.

Otros azdcares que no se incluyen en la tabla i1, no
eran sustratos para la deshidrogenasa. Por ejemplo, para
L-xilosa la velocidad relativa fue 7%; D-fucosa y D-lixosa
presentaban velocidades relativas de 1,3%; con D-manosa,
D~fructosa, L-ramnosa, D-glucosamina y los ésteres fosfatos,
D-glucosa-6-fosfato, 6-fosfogluconato y D-ribosa-5-fosfato, no
se detectd actividad.

Ninguno de los sustratos estudiados fué capaz de

+
reducir NAD en presencia de la enzima.
B.2. Efecto del pH sobre la actividad

El efecto del pH sobre la actividad de la enzima se
muestra en la figura 11. La méxima actividad se obtiene a
pH 8,0.

B.3. Efecto de la variacién de la concentracién de los sustratos

El andlisis del efecto de las concentracicnes de los

sustrates sobre la actividad de la D-xilosa-NADP-deshidrogena-
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Figura 11. Efecto del pH sobre la actividad
de D-xilosa-deshidrogenasa. La concentra-
cién de D-xilosa y NADP usadas eran de
100 mM vy 0,5 mM, respectivamente. Se indi-
can las soluciones amortiguadoras utilizadas.
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sa se realizé midiendo las velocidades iniciales de reaccién,
en presencia de cohcentraciones variables de un sustrato a
diferentes concentraciones fijas del otre sustrato. Para la
eleccién de las concentraciones apropiadas de D-xilosa vy
NADP+ se determinaron previamente las constantes de Michaelis
aparentes para estos sustratos. Las Km ap para D-xilosa vy
NaDP* de 6,8 mM y 0,024 mM respectivamente, fueron calcula-
das a partir de la representacién grafica de dobles reciprocos
(Figuras 12 y 13}. Concentraciones de NADP+ mayores que
0,25 mM son inhibidoras (Figura 13).

El efecto de la variacidon de las concentraciones de
NADP+ a dlstintas concentraciones fijas de D-xilosa se muestra
mediante una grafica de dobles reciprocos (Figura 14). Nueva-
mente se observa gue concentraciones altas de NADP+ tienen
efecto inhibidor que es menos evidente mieniras mavor es la
concentracién de D-xilosa. La representacién de dobles recipro-
cos en que D-xilosa es el sustrate variable a distintas
concentraciones fijas de NADP+ se muestra en la Figura 15.
Las constantes de Michaelis verdaderas se calcularon a partir
de las gréficas secundarias insertas en las figuras 14 y 15,
Los valores calculados fueron 7,5 mM y 0,11 mM, para
D-xilosa y NADP+ respectivamente.

Al variar las concentraciones de D-xilosa y NADP™ en
una razbén constante se observd una variacién lineal de la

actividad inicial (Figura 16). Resultado similar se obtuveo al
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medir las wvelocidades en presencia de distintas concentracio-

+ rd ]
nes de L-arabinosa y NADP en razén constante (Figura 17).




Km op. =68 x10"3 M

0 ) 1 1 ! t s
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1/[ Xilosa ], M~

Figura 12. Gréfica de dobles reciprocos
para la variacion de la concentracidn
de D-xilosa y concentracién constante de
NADP de 0,5 mM. E! medio de reaccidn
para la medicion de la actividadd enzi-
matica, correspondia al descrito en
Métodos. La wvelocidad de reaccién se
expresa en pmoles/min.
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Figura 13. Representacién gréfica de do-
bles reciprocos a diferentes concentraciones
de NADP y a conceniracion constante de
D-xilosa 30 mM. La velocidad de reaccidn
enzimdtica corresponde a jtmoles de
NADPH/min.
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Figura 14. Influencia de la variacion de la concen-
tracidn de NADP sobre l!la velocidad Inicial de
D-xilosa-deshidrogenasa a wvarias concentraciones fi-
jas de D-xilosa. Se muestra la representacion de
dobles reciprocos y la grdfica secundaria de las
intersecciones. La velocidad de reaccién enzimdtica
se expresa en fimoles de NADPH/min.
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Figura 15. Influencia de la concentracién de D-xilosa
sobre la wvelocidad de D-—xilosa—deshidrogenasa, a va-
rias concentiraciones fijas de NADP . Se muesira Ila
representacién de dobles reciprocos y la grdfica secun-
daria de las intersecciones. La velocidad de reaccién
enzimdtica se expresa en umoles de NADPH/min.
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Figura 16. Grafica de dobles reciprocos
para D-xilosa-deshidrogenasa donde las con-
centraciones de D-xilosa y NADP se varia-
ban en una razbn constante de 100, La
velocidad de reaccidn enzimitica se expre-
sa umoles de NADPH/min.
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Figura 17. Grafica de dobles reciprocos para
D-xilosa-deshidrogenasa. Se utiliza el sustrato
L-arabinosa en gue las concentraciones de este
azGcar y NADP  se variaban en una razén
constante de 200. La velocidad de reaccidn
enzimdtica se expresa pmoles de NADPH/min.
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DISCUSION

En wvarios organismos se ha demostrado la existencia

de enzimas que catalizan la oxidacién de pentosas como, por
+ ~

ejemplo, la D-arabinosa (L-fucosa)-NAD deshidrogenasa de

Pseudomonas sp. (Palleroni y Doudoroff, 1956) o de Neurospora

crassa (Carrasco y colaboradores, 1981; Pincheira y colabora-
dores, 1973). También en higadoc de mamiferos se encuentra
este tipo de enzimas: L-ar‘abinosa—-NAD+ (D-fucosa, D-galacto-
sa)-deshidrogenasa de cerdo (Schachter y colaboradores,
1969), D-arabinosa (L-fucosa)-deshidrogenasa de cerdo (Maijub
y colaboradores, 1973), L—fucosa-NAD+—deshidrogenasa de higa-
do de conejo activa también sobre D-arabinosa (Endo e
Hiyama, 1979), D—arabinosa—NAD+-deshidrogenasa de cerdo (Ure-
ta y Radojkovié, 1970; Meztger y colaboradores, 1967).

La D-xilosa es oxidada por wvarios microorganismos
pero la enzima responsable, D-xi Iosa—NAD+-desh idrogenasa
[D-xilosa: NAD® oxidoreductasa, EC 1.1.1.175), solo ha sido

parcialmente purificada y caracterizada de Arthrobacter sp.

(Yamanaka y colaboradores, 1977). La enzima fué purificada
186 wveces por' precipitacién con sulfato de amonio, cromatogra-
fias de DEAE-celulosa, DEAE Sephadex y filtracién en Sepha-
dex G-100, hasta una actividad especifica de 24 unidades/mg
proteinas.

En higado de cerdo se encontré actividad D-xilosa-des-

53
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hidrogenasa dependiente de NADP™ {Ureta y Radojkovié, 1970}.
En cristalinos de cerdo se ha descrito una deshidrogenasa
también dependiente de NADP+ muy especifica para D-xilosa
(D-xilosa: NADP+oxidoreductasa, EC 1.1.1.179) (Wissler y Loge-
mann, 1984}, pero la caracterizacién de la ehzima es muy
preliminar. Hay pruebas de la presencia de D-xilosa-deshidro-
genasa, dependiente solo de NADP+, en la fraccién soluble de

higado de Mus musculus (Newton y colaboradores, 1982},

enzima para la gque se ha identificado un locus estructural
en el cromosoma 7.

La D-xilosa-NADP ~deshidrogenasa de hfgado de cerdo
que se estudia en esta tesis, fué purificada hasta homoge-
neidad aparente ya que presenta una banda de proteina al
ser sometida a electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio (Figura 6). E! protocolo de purifica-
cién que se propone es sencillo, reproducible, relativamente
rapido y resulta en una preparacidén estable. Esta xilosa-des—
hidrogenasa representa el 0,04% del total de las protefnas en
el citosol de higado de cerdo.

Al iniciar el aislamiento de !z deshidrogenasa observa-
mos inestabilidad de la actividad enzimdtica. En presencia
de solucién amortiguadora a pH 8,5 (Tris-HCI, EDTA, monotio-
glicerol y feniimetilsulfonilfluoruro), la actividad logré estabi-
lizarse, lo que hace suponer que la enzima requiere de

grupos tioles reducidos y que es susceptible a inactivacién

-
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por proteasas endbgenas. En las condiciones descritas la enzi-
ma a 4°C mantiene su actividad inicial durante & meses de
almacenamiento por lo menos.

lLLa cromatografia de seudo-afinidad con azul agarosa
(que produce un aumento importante de la actividad especifica
de la enzima)} fue ensavada en varias etapas de la purifica-
cién;, obteniéndose una preparacién homogénea solamente cuan-
do se la usa como etapa final del proceso. Probablemente la
presencia de otras proteinas que copurifican con D-xilo-
sa-deshidrogenasa en las preparaciones interfieren con la
unién de la enzima a la matriz de seudo-afinidad.

La enzima cataliza la siguiente reaccidn:

N " :
+
"o OH +NADP _m.‘o + NADPH + H *

OH Xijosa-deshidrogenasc OH
D- Xtlopranoso D-Xilonolacliona
HO OH
D-Xiloncloctona + Hp0
HO o4
HO s}

Ac D-Xildnico

Los productos de reaccidén, D-xilonolactona y 4&cido
xilénico, no fueron identificados en este trabajo, pero en
experimentos realizados anteriormente en el Laboratorio de
Bioquimica y Biologia Molecular de esta Facultad, se encontrd

la formacién de hidroxamato utilizande los sustratos D-ribosa
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y NADP+ en presencia de hidroxilamina y wuna preparacién
enzimética semipurificada de higado de cerdo (Ureta, comunica-
cién personal). Por otra parte, en muchos microorganismos se
ha observado l|a formacién de &cido xilénico a partir de

D-xilosa. Por ejemplo, cultivos de Pseudomonas fragi manteni-

dos en un medio que contiene D-xilosa, producen &cido
D-xilénico en cantidades gque corresponden al 92% de la
xilosa original (Buchert y colaboradores, 1986). También se
ha demostrado la producciéon de D-xilonolactona y &cido xiléni-
co en cortes de tejidos de animales (Weser y Laster, 1968) vy

en cristalinos (van Heyningen, 1958},

+
Propiedades de |la D-xilosa-NADP -deshidrogenasa

de higado de cerdo

Especificidad de sustrato y coenzima

Metzger y colaboradores (1970) sugirieron gque la activi-
dad xilosa-deshidrogenasa de higade de rata y oveja puede
ser actividad marginal de otras enzimas. Algo similar propo-
nen Yamanaka y colaboradores (1977) para la xilosa-deshidro-
genasa de cristalino de ternero descrita por van Heyningen
(1958). Esta proposicién se basa en el hecho que varios
sustratos glucidicos pueden ser oxidados por preparaciones
semipurificadas. Nuestro estudio de la deshidrogenasa purifica-
da de higado de cerdo, sugiere su identificacién como D-xilo-

+
sa-NADP -deshidrogenasa puesto que D-xilosa fue el mejor
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sustrato (entre 17 sustratos razonablemente posibles) tanto

por el valor mas alto de Vm como por su menor Km' Sin

ax
embargo, la enzima puede oxidar otros sustratos glucidicos,
entre ellos D-ribosa y L-arabinosa, pentosas de estructura
muy semejante a D-xilosa, pero la especificidad (relacidén
k__./K } es mucho menor que para D-xilosa (Tabla Ii).
cat’" 'm ap

Si bien e! wvalor de la constante de Michaelis (7,5
mM) para D-xilosa es relativamente aito, el desconocimiento
de las concentraciones de D-xilosa que pudieran llegar a las
células donde estd presente la enzima, o de la concentracién
intraceluiar de D-xilosa, o la posibilidad de gue la reaccidn
de la deshidrogenasa in vivo pudiera estar acoplada a otra
reaccion o reacciones, o que la afinidad sea mucho mayor en
el medio intracelular, permite aceptar que el alto valor de
Km que se ha encontrade no descalifica a la enzima en su
funcionalidad. Asi por ejemplo, la hexoquinasa D de higado
de rata presenta una Km para glucosa de 6 mM (Niemeyer vy
colaboradores, 1975), valor que coincide con la concentracién

de glucosa en la sangre portal. Ademds ya se ha mencionado

+
la existencia de D-xilosa-NAD -deshidrogenasa en Arthrobacter

sp. (inducible solo por D-xilosa), cuya Km para esta pentosa
es de 17,4 mM que es aln mds aito que el determinado para
la enzima de higado de cerdo.

Un andlisis preliminar de la estructura conformacional

de D-xilosa y los otros sustratos glucidicos usados en el
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estudio de especificidad de la D-xilosa~NADP+-'deshidrogenasa
de higado de cerdo, permite estimar el requerimiento estructu-
ral minimo de los azicares que son oxidados por la enzima.
Wisler y Logemann (1984), sugieren que la conformacién B-D-pi-
randsica de la xilosa es el mejor sustrato para la deshidroge-
nasa de cristalino de cerdo, informando que la conversiétn de
D-xilosa a 4&cido D-xildénico es oOptima en presencia de la
enzima aldosa-l-epimerasa que cataliza la conversion por
mutarrotacion de D-xilosa hacia el epimero p-D-xilopiranosa.
En la figura 18 se muestra la representacidén ciclica de la
conformacién p-D-piranosa de los sustratos que tienen mayor
actividad con la D-xiIosa—NADP+-deshidrogenasa de higado de
cerdo. Los sustratoes D-ribosa y L-arabinosa, 2-desoxi-D-gluco-
sa y D-glucosa presentan valores .de Krn ap semejantes entre
si, pero mayores que el correspondiente a la D-xilosa (Tabla
I1}). Todos ellos tienen el grupo hidroxilo del carbono 2 en
posicién ecuatorial, pero difieren en la posicién de los
hi@roxi!os en los carbonos 3 y &, o en la presencia de un
grupo voluminoso unido al carbono 5 (Figura 18}, La presen-
cia de este grupo, tanto en la 2-desoxi-D-glucosa como en la
D-glucosa, produce ademds un marcada disminucién en la
max ap" La orientacién de! grupo hidroxilo del carbono 2
parece ser fundamental ya que la actividad de la enzima con
D-lixosa es practicamente despreciable. Del mismo mode con

D-manosa (hidroxiio del carbono 2 con orientacién axial) la
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D- xilosa

HO o)
OH
HO OH

L -arabinosa

D-glucosa
?H
HO CHz

I

D- galactosa

Figura 18. Conformacidn

OH
OH
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%
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L -pirandsica de wvarios azlcares

que son oxidados por D-xilosa-deshidrogenasa. El minimo

requerimiento para la

afinidad por el azdcar,
es una pentosa con los grupos hidroxilos de

2, 3 y 4 orientados en posiciéon ecuatorial (D-xilosa).
enzima no oxida a sustratos con e! hidroxilo del carbono

2 en orientacidén axial.

de la enzima con més alta
se presenta cuandc el sustrato
los carbonos

La
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enzima no presenta actividad.

Por otra parte, al usar D-ribosa-5-P como sustrato no
se observd actividad enzimatica. La conformacién de este
sustrato que tiene esterificado el hidroxilo del carbono 5,
corresponde a la de una furancsa. Esta misma conformacion
es la que presenta la D-fructosa, que tampoco es sustrato de
la enzima, lo que confirma la especificidad de la D-xilosa-des-
hidrogenasa por un anillo pirandsico.

Por lo tante la enzima se une con mayor afinidad vy
oxida a monosacédridos que presenten una conformacién de
p—piranosa, con una orientacion ecuatorial de los grupos
hidroxilos de los carbonos 2, 3 y 4 y que ho tengan un
sustituyente voluminoso en el carbono 5. EI sustrato que
mejor se ajusta a estos requerimientos estructurales es la
D-xilosa.

Adn cuando en el presente estudio no se midié la
actividad de la enzima en presencia de eritrosa o ribulesa,
se esperaria que la D-xiiosa-deshidrogenasa no los utilizara
como sustratos. Estos azlicares tienen una estructura lineal vy
no forman anillos heterociclicos, a diferencia de los monosacéa-
ridos estudiados (Tabla 1l, figura 18) cuyas estructuras
lineales contribuyen en menos de un 5% en la concentracién
total.

Los resultados de especificidad de sustrato permiten

suponer que la D-xilosa-deshidrogenasa pueda participar en
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una via de degradacion especifica para D-xilosa, en la que
pradticamente no exista degradacién de otros monosacédridos a

través de los mismos sistemas enzimdticos.

influencia de la concentracidén de los sustratos

El efecto de las concentraciones de los sustratos D-xilo-
sa vy NADP+ sobre la actividad de la D—xilosa—NADP+-deshidro—
genasa de higado de cerdo, midiendo las velocidades iniciales
obtenidas al wvariar la concentracion de cada sustrato a
diferentes concentraciones fijas del otro sustrato, se estudié
con el objeto de calcular la constante de Michaelis verdadera
para cada sustrato. E| hallazgo de Iineas paralelas en
gréficas de dobles reciprocos y las Ifneas rectas obtenidas
en este mismo tipo de gréafico, cuando la velocidad se midid
variando las concentraciones de D-xilosa vy NADP+ o de
L-arabinosa ¥y NADP+ en una razdén constante, muestran un
comportamiento que sugiere un mecanisme ping-pong. Al res-
pecto, en general se acepta que las deshidrogenasas dependien-
tes de los nucledtidos pirimidinicos NAD" y NADP+, presentan
reacciones que responden a un mecanismo secuencial ordenado,
caso en el cual el sustrato conductor es el nucledtido.
Carper y colaboradores (1976) informan que las enzimas gluco-
sa NAD(P)+—deshidrogenasa y arabinosa (fucosa) NAD+—deshi-

drogenasa de higado de cerdo, presentan un mecanismo secuen-
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cial BiBi ordenado. Sin embargo, existen algunas deshidrogena-
sas dependientes de NAD+ que en ciertas condiciones siguen
una cinética ping-pong. La alcohol-deshidrogenasa de hfgado
de caballo o de ratéon, cataliza la oxidacién de etanol y en
presencia de lactaldehido, que reoxida la enzima unida a
NADH, muestra un mecanismo de reaccidon ping-pong (Gershman
y Abeles, 1973), con caracteristicas similares al mecanismo
de accién de la malato-lactato-transhidrogenasa (Allen vy
Patil, 1972); estas enzimas unen fuertemente el nucledtido,
por lo que a éste se le ha asignade la funcién de grupo
prostético de la deshidrogenasa en vez de sustrato (Spector,
1982). Para la D-xiIosa-—NADP+—deshidr‘ogenasa de higado de
cerdo, no obstante las pruebas que se disponen gue permite
sugerir un comportamiento cinético ping-pong, es necesario
obtener otros argumentos experimentales para confirmarlo, te-
niendo en cuente que hay enzimas que en grificos de dobles
reciprocos muestran lineas paralelas que realmente no Ilo

son. As{ ocurre con la fosfofructoguinasa de Dictyostelium

discoideum (Baumann y Wright, 1968), con aspartato-transcar-

bamilasa de Escherichia coli (Porter vy colaboradores, 1969) vy

con proteina-quinasa de Neurospora crassa (Gold y Segel,

1974). Por lo tanto, en futuros estudios deberia continuarse

con |a caracterizacién del mecanismo de reaccién de la
- . ;

D-xilosa-NADP -deshidrogenasa de higado de cerdo, por ejem-

plo con estudios de inhibicidon por los productos de la
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reaccién, por aisiamiento del probable complejo enzima-sustra-
to covalentemente unidos, u otros experimentos que permitan
determinar con certeza el comportamiento cinético de esta

deshidrogenasa.

Tamafio molecular

La D-xiIosa-NADP+-deshidrogenasa de higado de cerdo,
en condiciones nativas existe como dimero (Mr estimado 62,000
* 1.300) compuesto por des subunidades de igual o similar
masa molecular relativa (Mr‘ subunitario 32.000 + 900). Los
resultados de la electroforesis en condiciones nativas (Fig.
7} sugieren que la enzima presenta diferentes estados de
agregacién, problema que deberd tenerse en cuenta en futuros
estudios.

La masa molecular relativa nativa que hemos determi-
nado es igual a la obtenida por filtracién en Sephadex G-100

para D—xiIosa—NAD+—deshidrogenasa de Arthrobacter sp. (Yama-

naka y colaboradores, 1977) que corresponde a 62.000 *
2.000. Wissler y Logemann (1984} informaron un valor de
48.000 (obtenido en una columna de Ultrogel AcA34) para
D-xilosa-NADP+—deshidrogenasa de cristalino de cerdo. Estos
autores no determinaron la masa molecular relativa en condi-

ciones desnaturantes,
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Consideraciones sobre el catabolismo de D-xilosa

La via metabdlica para la exidacion de D-xiiosa en

vertebrados no se cohoce. En plantas y bacterias hay enzimas

que catalizan

se ha propuesto que

luege de la

la transformacién de D-xilosa a D-xilulosa vy

[ J 3
en mamiferos ocurre lo mismo, donde

isomerizacién de D-xilosa a D-xilulosa se utiliza

la via de

las pentosas.

b-xilosa D-xilitol
H O
A&
C xilosa CHZOH
t 1
H-C=0H reductasa H-C~0OH
H //r'*\ﬂ 4 [
HO-C-H napeH  nappt  HO-GH
H-C=-0H H-C-0H
¥ t
5
CH20H CH20
xilosa NAD- xilitol
isomerasa NADH deshidrogenasea
PD-xilulosa
?HEDH
c=0
I
HO=-C-H
{
H-C=-0H
]
CH20H
xilulo ——ATP
guinasea ADFP

D-xilulcsa-5=PF

(ciclo pentosas})

?Hon
?:0
HO-?-H
H-C~0OH

t 2~
COPO3
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No obstante, Hiatt (1957) encontrd gue sbélo el 1% de
la D-xilosa inyectada en rata fué incorporada a glicdgeno en
el higado, mientras que habia un 10% de incorporacién de
D-ribosa o D-glucosa.

Las rutas catabdlicas por las que se metaboliza D-xilo-
sa en animales, parecen no corresponder al ciclo de las
pentosas. Weser y Laster (1968) mostraron en cuyes que hay
produccién de CO, con formacién de &cido D-xilénico, como
metabolito intermediario. Estos mismos autores afirman que ia
identificacién del metabolito urinario D-treitol en el humano,
apoya la proposicién de que D-xilosa es convertida en A&cido
D-xilonico compuesto Qque se descarboxila por accién de la
L-gulono-deshidrogenasa (Smiley y Ashwell, 1961) a eritru-

losa y este Gltimo serfa reducido a D-treitol.

D-xilosa D-xilonolactona Atc, D-xilénico D-eritrulosa D-traitol
H ,0 o
N 11

¢ ¢ GooH H,C~0H HC~0H
H~C-OH xiloca H~C-OH Hp0 oy L-gulono 21 2]

o ([: o deshldrogenasa I 1 deshidrogenasa C0 reductesa HO-C-H
-C- HO-C-H © HO-C-H = —_—

1 + ! l /\ Yo, H é :
H-C-On  NAGP® NADPH H-C-oH HeCeOH fr X 2 GO H-C-On
e [ _ H_C-OH H_C-OH

2C-0n Hoo H,C-OH 2 2

Estudios en cristalinos de ternero sugieren aue D-xilosa
se oxida a acido D-xildénico por accién de una xilosa-deshidro-

genasa. La oxidacion se realizaria mediante el NAD+ dispo-
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nible normalmente para la oxidacién del gliceraidehido-3-fosfa-
to de la via glicolftica (van Heyningen, 1958}.

Logeman y Wissler (1985) informaron que la D-xilo-
sa-deshidrogenasa dependiente de NADP+, aislada a partir de
cristalinos de cerdo (Wissler y Logemann, 1984), estd relacio-
nada con el proceso de regulacién del metabolismo intermedia-
rio de fosfoinositidos, especialmente en el reciclaje del nucleb-
tido reducido (NADPH) necesarioc para la produccién de aldito-
les e tnositol.

Nuestro trabajo confirma la existencia de una deshidro-
genasa en el higado de cerdo que cataliza la oxidacidn de
D-xilosa en presencia solamente de NADP+, permitiendo suponer
gue en este tejido habria catabolismo de D-xilosa por una
via metabdlica que se iniciarfa con la participacién de esta
deshidrogenasa. Consideramos de interés iniciar una investiga-
cion de las vias metabdlicas que utilizan D-xilosa en mamife-
ros, organismos en los que no ha sido descrita una quinasa
que fosforile esta pentosa ni tampoco una isomerasa que

catalice la conversidon de D-xilosa a D-xilulfosa.

Comparacion con otras deshidrogenasas
Existe mucha informacién acerca de la estructura prima-
ria y tridimensional de varias deshidrogenasas dependientes

de nucledtidos pirimidinicos {Rossman y colaboradores, 1975).

El andlisis de esas estructuras ha mostrado que la gran
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mayoria de estas enzimas son muy similares en el plegamiento
de la cadena polipeptidica especialmente en las regiones que
unen el nuclebtido. Se ha definido el Ilamado "bolsillo nucleo-
tidico" comec un plegamiento particular formado por seis |&a-
minas i  paralelas rodeadas por 4 a-hélices, que serfa
comin a todas las deshidrogenasas aln cuando la estructura
primaria de tal bolsillo sea diferente en cada enzima. Se ha
postulado que las similitudes resultan del origen comin de
las deshidrogenasas que habrian divergido a partir de un
gen ancestral Udnico que codificaba a una deshidrogenasa de
amplia especificidad de sustrato.

Jornvall y colaboradores (1984) encontraron similitudes
altamente significativas en las secuencias de aminodcidos de

glucosa-deshidrogenasa de Bacillus megaterium y ribitol-deshi-

drogenasa de Klebsiella aerogenes; entre sorbito!-deshidrogena-

sa de higado de oveja v alcohol-deshidrogenasa de levadura;
entre alcohol-deshidrogenasa de Drosophila y ribitel-deshi-
drogenasa de Klebsiella. Basados en estas homologias han
sugerido un esquema evolutivo que incluye dos linajes de
alcohol—poliaIcohol-azécar-—deshidr'ogenasas, provenientes de un
hipotético ancestro comin: un linaje con cadena "larga™
(aproximadamente 350 residuos) que une zinc como ligando
catalitico y otro con cadena polipeptidica "corta" (aproximada-
mente 250 residuos) gque no une zinc (Figura 19). Si bien

nuestros resultados no incluyen informacién estructural mas
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alld de la masa molecular relativa de las subunidades, es
de interés sefialar que el tamafio de la xi!osa—NADP+—deshidro—
genasa de higado de cerdo (Mr de la subunidad de 32.000;
aproximadamente 260 residuos) permitiria incluirla entre las
deshidrogenasas de cadena '"corta", lo que serfa también
vdlido para xilosa-deshidrogenasa de procariontes (por ejem-

plo la de Arthrobacter sp.; Yamanaka y col., 1977). La

figura 12 muestra el esquema propuesto por Jornvall vy
colaboradores (1984), en el cual es posible insertar a la
D-xi Iosa—NADP+—deshidrogenasa en la rama alli mencionada
para 'otras deshidrogenasas". Esta especulacién predice que
la xilosa-deshidrogenasa no requiere de Zn para la catéli-

sis.




CONCLUSIONES

En este trabajo se logré confirmar la existencia de
una D-xiIosa-NADP+-deshidrogenasa en el citosol de higado de
cerdo. La enzima se purificd y caracterizd, encontriandose
que el mejor sustrato es D-xilosa (entre 17 azlcares), por su
mayor especificidad. La oxidacién de l|la pentosa se produce
solamente en presencia de NADP+; NAD+ no es reducido por
D-xilosa u otras pentosas. La enzima es un dimero con
subunidades de igual o similar masa molecular relativa
(32.100).

Estudios preliminares sugieren que la unién de la
enzima con los sustratos se realiza mediante un mecanismo
ping-pong.

La enzima se une con mayor afinidad y oxida monosacd-
ridos que presenten una conformacidén de /[-piranosa con una
orientacién ecuatorial de los grupos hidroxilos de los carbonos
2, 3 vy 4 y que no tengan un sustituyente voluminosc en el
carbono 5. El sustrato que mejor se ajusta a estos requerimien-
tos estructurales, es la D-xilosa.

La oxidaxién de D-xilosa por accién de esta deshidroge-
nasa permite suponer que en higado de cerdo existiria una
via de utilizacién para xilosa que se inicia con esta reaccién.

Los resultados de especificidad de sustrato permiten

suponer que la D-xilosa-deshidrogenasa pueda participar en

70




una via de degradacidon especifica para D-xilosa,

en

|

la que

pricticamente no exista degradacidn de otros monosacdridos a

través de los mismos sistemas enzimaticos.




72

ANEXO 1

Preparacién de DEAE-celulosa

DEAE-celulosa microgranular (DE-52) se suspendia en 5
volimenes de amortiguador Tris-HCI 5 mM pH 8,5 y EDTA 1
mM. Los intercambiadores idnicos que habfan sido utilizados
en cromatograffas se lavaban en la columna con una solucién
de NaC! 0,5 M antes de realizar el proceso de regeneracién,
que consistia en tratar el intercambiador con &cido y &lcali
para luego ser equilibrado con la solucién amortiguadora que
se requeria para la cromatografia. La regeneracién se hacia
colocando la suspensién de DEAE-celulosa en un embudo Biich-
ner provisto de papel filtro Whatman 1, conectado a un
sistema de wvacio. El! intercambiador se trataba con 10 volGme-
nes de HC! 0,5 M, luego con 15 volimenes de agua desioniza-
da, posteriormente con 10 volimenes de NaOH 0,5 N y nueva-
mente con 15 volimenes de agua. En seguida se transferia a
un vaso de precipitado para ser lavado con 10 volGmenes de
amortiguador Tris-5 mM pH 8,5 y EDTA 1 mM. La suspensidn
se desaireaba durante una hora a través de un sistema de
vacio y se empacaba en una columna de 4,5 cm de diametro
por 38 cm de altura, luego era equilibrada con la solucién A

(descrita en materiales y métodos)

I




e — -

73

ANEXO 2

Electroforesis en geles de poliacrilamida

La electroforesis en geles de poliacrilamida en presen-
cia de dodecilsulfato de sodio (SDS) 0,1% se realizaba segln
la metddica de Laemml!i (1970). Los geles se preparaban en
placas con un gradiente de acrilamida entre 6% y 20%. Las

soluciones utilizadas eran las siguientes:

B. Tris-HCI 1,5 M pH 8,8: Para 100 ml de solucién 18,15 g
de Tris, llevar a pH 8,8 con HClI y lueco agregar agua

desionizada c.s.p. 100 mi.

C. Tris-HC! 0,5 M pH 6,8: Para 100 ml de solucién 6,05 g de
Tris, ilevar a pH 6,8 con HCl y agregar agua desionizada

c.s.p. 100 ml.

D. Tris-glicina 0,375 M; SDS 0,1% Tris 3 g; glicina 14,4 g;

SDS 1 g y agua desionizada c.s.p. 100 ml; pH 8,3.

E. 30 g de acrilamida; 0,8 g de bisacrilamida vy agua

desionizada c.s.p. 100 ml.

F. 10 g de dodecilsulfato de sodio y agua desionizada c.s.p.

100 ml.

G. 0,5 g de persulfato de amonioc y agua desionizada c.s.p.

5 ml.
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Preparacién de la placa de poliacrilamidia-SDS en gradiente:

Con el propésito de obtener un gradiente lineal, de
acrilamida entre 6 y 20% y un porcentaje constante de
bisacrilamida de 0,8%, se preparaba la placa de poliacrilami-

da a partir de las soluciones siguientes:

1) Solucién con 6% de acrilamida.
5,4 ml agua desionizada; 2,5 ml sol B; 2,0 ml sol E; 0,1

ml sol F; 5 ul TEMED,

2) Solucidén con 20% de acrilamida.
0,7 ml agua desionizada; 2,5 ml sol B; 6,7 ml sol Es 0,1

ml sol F; 5 ul TEMED.

A cada una de estas soluciones se le agregaba 20 ol
de sol G e inmediatamente se vaciaban en un aparato Buchler
Instruments, que posee 2 cdmaras conectadas en el fondo por
una llave de paso. De una de las cdmaras sale una manguera
de pléastico (Tygon) a la que se conectaba un capilar que
llegaba hasta el fondo de! sistema de placas de vidrio donde
se formaba la placa en gradiente de acrilamida. Esta cédmara
posee un sistema de agitaciéon regulable para obtener una
mezcla con minima perturbacién. Se colocaban 10 ml de

solucién con 20% de acrilamida en la cédmara con agitacién,
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y en la otra camara se colocaba igual volumen de solucién
con 6% de acrilamida; se abria la llave de paso y el
extremo del capilar de la cdmara de salida (con agitacién)
se colocaba en el fondo de las placas de vidrio, el capilar
se retiraba paulatinamente a medida que la mezcla en gradien-
te de acrilamida se vaciaba entre las placas de vidrio. Al

vaciar toda la mezcla, se depositaba sobre esta 5 ml de H.0O

2

desionizada. Luego la polimerizacién de la acrilamida se
realizaba en presencia de luz fluorescente blanca por un
tiempo minimo de 30 minutos a temperatura ambiente.

El gel concentrador se hacia a una concentracidn
constante de acrilamida al 5%, vaciando sobre el gel separa-
dor una solucién que se habfa preparado como sigue: 5,4 m!
agua desionizada; 2,5 ml solucion C; 2,0 ml solucién E; 0,1
ml sol F; 16 ul TEMED y 60 Ml sol G. Inmediatamente se
sumergia un espaciador que permitia una vez polimerizado el

gel, formar los pocillos para colocar las muestras de protelnas.
’ P
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