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RESUMEN

Ei  esta  tesis  se  ha  realizado  Lm  estudio  de  la  descarboxi-

_1asa  pirofosfolneval6nica   (ATP :  5 rdifosfomevalonato  carboxil iasa   (deshidra

tante)  EC  4.1.1.33),  que  tuvo  dos  objetivos.    El  prinero  fue  aclarar  su

papel  core  enzjma  regulatoria  secundaria  en  la  biosfntesis  del  colesterol

en  higado  de  rata,  propuesto  hacia  fines  de  la  d6cada pasada,  y  el  segun-

do  obtener una praparaci6n  estable y  altamente purifi€ada  de  la  enzirm,

con  la. que pudieran  realizarse  estudios  sobre  su estructura y necanism

de  acci6n.

El  primer  objetivo  se  logr6  midiendo  la  actividad  de  las

quinasas  meval6nica y  fosfoneval6nica y  de  la  descarboxilasa pirofosfomeva

16nica  en  holrogeneizados  de  higado  de  ratas  sometidas  a  condiciones  experi

mentales  en  las  que  se  sabe  ocurren  alteraciones  en  la  velocidad  de  sinte-

sis  del  colesterol  a partir  del  acido  neval6nico.    Las  condiciones  experi-

mentales  escogidas  fueron  ayuno  por  48  horas,  alinentaci6n  con  dietas  con-

teniendo  colesterol  al  2%  o  colestiramina  al  3%,  y  diabetes  inducida por

estreptozotocina.    En  todos  los  casos  se  encontraron  variaciones  de  sini-

lar rna.gnitud en  la  actividad de  las  tres  enziras  estudiadas,  y no  s6lo  va-

riaci6n  en  la  actividad  de la  supuesta  enzim  regulatoria  secundaria,  con

lo  que  no  se  sustenta  la  |]roposici6n  que  origin6  esta  inv-estigaci6n.  Los

datos  que  aqui  se  obtuvieron  son  coxparables,  sin  elTbargo,  con  los  obtenidos

por  otros  autores  que  ham  medido  otras  actividades  enzindticas  de  la  biosin-

tesis  del  colesterol  en  condiciones  similares  a  las  nuestras.  El  conjunto

de  toda  esta  informaci6n permite  concluir  que  la  sugerencia cle que existen

posibles  etapas  regulatorias  secundarias  para  el  control  de  la  biosintesis
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del  colestei.ol  puede  eng.1obarse  en  Lma  proposici6n  rfs  general.    Esta  pro_

I)osici6n  es  que  existen  variaciones  en  el  mislro  sentido  en  la  actividad

de  todas  las  enzimas  de  la  biosintesis  del  colesteTol  que  catalizan  eta-

pas  desde  acetil-CoA hasta,  por  lo  Inenos,  escualeno,  y  que  6stas  se pl.o-

ducen  despu6s  de  la  respuesta  I)rilnaria  de  la  reductasa  de  m!Grco£\  (que  es

la  enzima  retqulatoria  de  la  via  metab61ica)  a  las  diversas  condiciones

e.xperimentales  a  que  se  someten  los  anilnales.

El  segundo  objetiv-o  de  esta  tesis  se  logr6  mediante  la purl

ficaci6n  de  la  descarboxilasa  pirofosfolneval6nica  de  higado  de polio.    La

enzim  se purific6  a  trav6s  de  trataniento  a pH  5,3,  fraccionLaniento  con

sulfato  de  alronio,  y  crolna.tografia  en  DEAF-celulosa,   Sephadex  G-200,  foi

focelulosa,  hidi.o.Tilapatita y-azul  de  de.ttrano-Sepharose.    Ija  preparaci6n

obtenida,  de  actividad  eapeeifica  6,3  unidades/mg de broteina,  se  encontr6

holrog6nea  al  analizarla I)or  electroforesis  en geles  de poliacrilanida  en

ausencia  de agentes  desnaturantes,  pero  la  electroforesis  err condiciones

desnaturantes  I.evel6  rna  contaminaci6n  de  alrededor  de  15-20%.    La  purifi

caci6n y  el  rendiniento  logrado  fueron  de  5.800  veees  y  4,8,  respectiva-

miente.     I.a  enzina  es  estable  durante  por  lo  menos  un  mes  en  20%  glicerol

a  memos  ZOO,  presenta  rna  alta  especificidad por  el  ATP  y  requiei`e  de  Ln

i6n  metalico  bivalente  para  la  actividad,  siendo  ivg+2  y  i\in+21os  nejores.

El  pl  encontrado  es  de  4,8,  el  rango  6ptilro  de  pH  se  e.Tliende  de  i,0  a

6,5  y  la  enzima  es  inhibida  por  citrato  a  valores  de  pH  inferioi`es  a  5,0.

Ia  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  purif icada  no  requiere  de  reductores

de  gnpos  sulthidrilos para  su actividad ni  estabilidad.    Pi`esenta  un pe-

so  molecular  de  85.400  ±  1.940  medido  por  filtraci6n  en  Sephadex  G-200,

centrifugaci6n  en  gra.dientes  de  sacarosa y  electroforesis  en  geles  de
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poliacrilamida  en presencia  de  SI)S  y  2-mercaptoetanol,  y  estf  compuesta

de  dos  unidades  iguales  o  rmry  semejantes  de  peso  molecular  43.500,  segrfu

lo  revela  el  dltino  m6todo  nombrado.

La  enzima  presenta  cin6tica  hiperb61ica para  ambos  sustra-

tos,   el  mevalonato-5-pirofosfato   Q4VA-PP)  y  el  ATP,  con  una  Kin verdadera.

de  1,41  x  10-5  M para  el  pri|nero  y  de  5,04  x  10-4  M para  el  segundo.     La

representaci6n  grafica  de  los  datos  cin6ticos  indica un mecanismo  secuen-

cial  para  la uni6n  de  los  sustratos  a  la  enzima.

La  descarboxilasa pirofosfomeval6nica  de  higado  de  polio

es  inactivada por  fenilglioxal  en  amortiguador  trietanolamina-Hcl  pH  8 ,15

a  30°.    La  inactivaci6n  es  de  pseudo-primer  orden  a  todas  las  concentracio

nes  del  inactivador  expleadas ,  encontrindose  rna  constante  de  velocidad  de

segundo  orden  de  108  min-1  M-1.     El  orden  de  la  reacci6n  (respecto  al  inac

tivador)  es  pr6ximo  a  1,  1o  que  sugiere  que  la modificaci6n de  un  s.olo  re-

siduo  de  aminoacido por  sitio  activo  es  suficiente para pl.oducir  la  inacti

vaci6n.    La  especificidad  del  reactivo y  la  alta  constante  de  velocidad de

inactivaci6n  encontrada    sngieren  que  el  residuo  que  se modifica  es. uno  de

arginina.    Alnbos  sustratos  protegen  efectivamente  a  la  enzima  de  la  inacti

vaci6n,  pudi6ndose  calcular  a partir  de  los  experimentos  de  protecci6n  las

constantes  de  disociaci6n de    los  resl]ectivos    coxplejos  enzima  -  sustra-

to.     Se  encontraron    valores  de  5,5  x  10-5  M y  1,7  x  10-6  M  para    los

coxplejos  enzima-ATP  y  en.zima-MVA-PP  respectivamente.     El  efecto  protec-

tor  de  los  sustratos  es  menor  en presencia  de  Mg+2,  lo  que  sugiere  que  si

bien Mg+2  es  ixportante  para  la  catalisis  no  lo  es  para  la uni6n de  los

sustratos  a  la  enzima.    Estos  experimentos  de  protecci6n  de  la  inactiva-

ci6n por  los  sustratos  permitieron  asimismo  deducir  que  los  complejos
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enzima-sustrato  tambi6n  reaccionan  con  el  fenilglioxal,  1o  que  sugiere  clue

el  residuo  que  se  modifica no  tiene  un papel  inportante  en  la  uni6n de  los

sustratos  sino  en un paso  de  la  cat61isis  posterior  a  la uni6n.
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ABSTRACT

A  study  has  beeri  carried  out  on pyrophosphomevalonate

decarborylase   (ATP :  5 -diphosphonrevalonate  carbory-1yase   (deftydrating)

EC  4.1.1.33)  with  a  dual  puxpose.    The  first  obtecti.ve  of  this  research

has  been  to  clarify  its  postthated role  as  a  secondary  retut> atory  enzylne

of  cholesterol  biosynthesis,  and  the  second  one  has  been  the  obtainnent

of a  stable  and highly purified preparation  of  the  enzyne,  suitable  for

studies  of  its  stnicture  and mechanism of  action.

The  first  objetive was  achieved by  measuring  the  activi-

ties  of  nevalonate  and phosphomevalonate  kinases  and pyrophosphonevalo-

nate  decarborylase  in  liver horogenates  from rats  subjected  to  experi-

mental  conditions  where  the  rate  of  cholesterol  biosynthesis  from. mevalo

mate  is  knorm  to  be  altered.    The  experimental  conditions  selected  were

48-hours  fasting,  feeding  diets  containing  2%  c.holesterol  or  3%  cholesty-

ramine,  and streptozotocin-induced  diabetes.    In  all  four  situations,

variations  in  the  activity  of  all  three  enzylnes  tested were  found,  instead

of variations  only  in  the  supposedly  secondary  regulatory  enzyme.    These

findings  do  not  support  the  proposition  that    pyrophosphomevalonate  de-

carborylase     is   a   secondary   regulatory  enzyme  of  cholesterol

biosynthesis  in  rat  liver.    Neverthesess,  when  our  data  are  analyzed

together with published  data  on  the  activity  of  other  enz.ymes  of  hepatic

cholesterol  biosynthesis  in  rats  kept  under  experimental  conditions  like

those    used  in  this  work,  a  rare  general  view about  the  control  of  this

metabolic  pathway  can  be  proposed.    We  suggest  that  variations  in  the  sa-

ne  i\ay  in  the  activity  of  all  enzyTnes  of  cholesterol  biosynthesis  from acetyl
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CoA up  to  at  least  squalene  synthase  a.re  produced  after  I"G-CoA  reductase

(the main  regulatory  enzyme  of  the whole  pathway)  adapts  its  activity  to

the physiological  condition of the  animal.

The  second  objective was  achieved  through  the  purification

of pyrophosphomevalonate  decarboxylase  from  chicken  liver.    The  enzyne

was  purified  by means  of pH  5.3  treatment,  armonium  sulphate  fractiona  -

tion,  and  DEAE-cellulose,  Sephadex  G-200,  phosphocellulose,  hydroxiapatite

and blue-dextran-Sepharose  chromotagraphy  steps.    The  preparation  thus

obtained was  found  to  be  homogeneous  by polyacrylamide  gel  electrophore-

sis  in non  denaturing  conditions ,  although  a  slight  contamination  (15-20%)

was  found  in  denaturing  conditions.    The  enzyne  had  a  specific  activity  of

6.3  units/mg  of protein  (5,800  times  tha.t.  of  the  crude  liver  extract)  and

was  obtained  in  4. 8%  yield.    Purified  pyrophosphomevalonate  decarborylase

is  stable  at  least  one  month  in  20%  glycerol  at  -ZOO,  is  highly  specific

for ATP,  and  requires  a  bivalent metal  ion  for  activity  pug+2  or Mi+2

being  the  best).     The  optirmm pH  range  is  from pH  4.0  to  pH  6.5;  the

enzyme isinhibited  by  citrate  below pH  5.0,  and  the  pl  is  4.8.    Reagents

containing sulfhydryl  groups  are not  required  either  for activity or

stability  of  the  enzyme.     The  molecular  weight   (mean  ±  S.E.M.)  was  found

to  be  85,400  ±  1,940,  as  measured  by  Sephadex  G-200  filtration,  sucrose

gradient  centrifugation,  and  SDS-polyacrylamide  gel  electrophoresis.

The  enzyme  is  coxposed  of  two  identical,  or  nearly  identical,  subunits

of  molecular  weight  43,500.

Pyrophosphomevalonate  decarboxylase  shows  hyperbol ic

kinetics  for  both  substrates ,  mevalonate-5-pyrophosphate  (MVA-PP)  and
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ATP,  with  true  Kin  values  of  1.41  x  10-5  M  and  5.04  x  10-4  M,   respectively.

Graphical  representation  of  the  kinetic  data  shows  a  sequential  mechanism

for  the  binding  of  the  substrates  to  the  enzyme.

`Ihe  enzyme  is  inactivated by phenylglyoxal  in  triethanola

mine-Hcl  buffer  pH  8.15  at  30°.     Inactivation  follows  pseudo-first-order

kinetics  at  all  concentrations,  with  a  second-order  rate  constant  of

|o8  min-1  M-1.    The  reaction  order  for  inactivation  is  c.i.ose  to  1,

suggesting  that  the modification  of  a  single  amino  acid  residue  per

active  site  of  the  enzyme  is  enough  to  coxpletely  inactivate  it.    The

specificity of the  reagent and  the high  rate  constant  of  inactivation

obtained  strongly  suggest  that  the  modified  amino  acid  residue  is

arginine.    Effective  protection  of  inactivation  is  achieved by both

substrates,  making  it possible  to  calculate  the  dissociation  constants

for  the  enzyme-substrate  complexes.    The  values  found were  5.5  x  10-5  M

for  the  enzyme-ATP  coxplex,  and  1.7  x  10-6  M  for  the  enzyme-nfl/:A-PP

coxplex.    Substrate protection  is  less  effective  in  the  presence  of Mg+2,

suggesting  that  although Mg+2  is  needed  for catalysis,  it  is  not  required

for  the  binding of  the  substrates  to  the  enzyme.    Protection  experiments

also  led  to  the  conclusion  that  the  enzyme-substrate  complexes  are  also

able  to  react with phenylglyoxal,  indicating  that  the modified  arginyl

residue  is  not  important  for  binding  but  for  a  later  step  in  catalysis.
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1.      INIRODUCCI0N

La  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica   [ATP :   5-difosfomeva-

1onato  carboxiliasa    (deshidl.atante)   (EC 4.1..1.33)]  cataliza  la  descarboxi

laci6n  del  fyIVA-PP  en presencia  de  NIP y un metal  bivalente  para producir

IPPP,  AI)P,  Pi  y  C02,  de  acuerdo  a  la  ecuaci6n

}.IVA-PP   +  ATP =     IpPP  +  ADP  +  C02   +   Pi

Esta  reacci6n  corresponde  a una  de  las  primeras  etapas  de

la  biosintesis  de  isoprenoides,  substancias  que  derivan  del  MVA y  que  se

encuentran  axpliamente  distribuidas  en  la naturaleza.    Algunos  ejemplos

de  isoprenoides  los  constituyen  los  terpenos ,  esteroides,  carotenoides,

Gaucho,  giberelinas,  etc. ,  y  su  relaci6n biogen6tica  con  el  MVA se  esque-

matiza  en  la  figura  1.

En  los  animales  el  colesterol  representa uno  de  los  isopr±

noides  ciiantitativamente mis  ixportantes,  y  en  la  figura  2  se presentan

altun> as  de  las  etapas  de  su  biosintesis  a partir  de  acetil-CoA.    Puede

verse  que  el  MVA  se  forma  por  la  condensaci6n  sucesiva  de  tres  mol6culas

de  acetil-CoA,  para  luego  experinentar  dos  fosforilaciones  consecutivas.

La primera  es  catalizada por  la  quinasa meval6nica y  la  segunda  por  la

quinasa  fosfomeval6nica.     E1  }IVA-PP,  producto  de  la  reacci6n  catalizada

por  la  quinasa  fosfomeval6nica,  es  descarboxilado  a  Ippp,  compuesto  a  par

tir  del  cual  se  originan  todos  los  poliisoprenoides   (Cori,   1976)  y  cuya

biosintesis  se  encuentra  descrita  en bacterias ,  levaduras,  plantas  superio

res  y  malniferos   (Beytia.  a  Porter,1976).
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Figura  1.  Relaci6n  biogen6tica  de  algunos  isoprerioides  con  el  6cido  IIre-
val 6nico .
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Figura   2 .  Etapas  de  la bios±ntesis  del  colesterol  desde  acetil-CoA hasta

escualeno.

I.as  enzimas  que  catalizan  estas  reacciones  son:  1=  tiolasa de
acetoacetil-CoA;   2=  sintetasa  de  mlG-CoA;   3=  reductasa  de  "G-CoA;   4=

quinasa meval6nica;  5=  quinasa  fosfomeval6nica;  6=  descarboxilasa  pirofos-
fomeval6nica;  7=  isomerasa  de  isopentenilpirofosfato;  8=  preniltransfera-
sa,  y  9=  sintetasa  de  escualeno.



Uha  de  las  ra,zones  |]or  el  constante  inter6s  en  la  biosinte

sis  del  ccilesterol  radica  en que  alteraciones  de  su |netabolisrrD  pueden  te

ner  consecuencias  |]atol6gica.s,  siendo  rna  de  ellas  la  arterioesclerosis,

hoy  en  dia  rna  de  las  principales  causas  de  Irortalidad 'hunana   (GDldstein

G  BI.oun,1977).

La biosintesis  del  colesterol  es  un proceso  extramitocon-

drial  en  animles,  siendo  las  enzimas  que  catalizan  las  etapas  desde  ace-

til-CoA  a  FPP  solubles   a)ermanecen  en  el  sobrenadante  de  105.000  g)   excep-

to  la  enzim  que  cataliza  la  s`intesis  de  ivNIA,  1a  reductasa  de  "G-CoA,  que

se  encuentra.  unida  a.1as  nenbranas  del  reticulo  endo|>1asmico.    A partir

del  FPP  las  enzi]ms  vuelven  a  ser  microsonrales   (Beytia  a  Porter,   1976) .

Aunque  se  ha  visto  que  practicamente  todos  los  tej idos  corporales  tienen

la  capacidad de  sintetizar colesterol,  el  higado  se  ha  identificado  colro

la fuente biosint6tica principal,  tanto  en mnos  corro  en  ratas  (Dietschy

a Wilson,1970).     se  sabe  que  en  este  6Tgano  el  metabolisxp  del  coleste-

rol  estf  sometido  a  un coxplejo  sistelna  de  control  y puede  ser lrodificado

por rna  serie de  factores  anbientales,  nutricionales y  honrmales  siendo

el  colesterol  misro un  eficaz  inhibidor  de  su propia  forrmci6n  (Dexpsey,

1974).     Se  encuentra  bien  establecido  que  la  enzima  reguladora  de  esta

mt;  es  la  reductasa  de mvlG-CoA.    Al  respecto,  ya  en  1959  Bucher  6  col.

(1959)  delrostraron  que  la  etapa  limitante  de  esta  biosintesis  se  encontr±

ba  entre  acetato  y  hIVA,  y  luego  Seperstein  6  Fagan   (1966)   aportaron  evi-

dencias  experinentales  de que  esa  etapa  era  en  realidad la  reducci6n  de

mrs-CoA  a  MVA.     Posteriormente  Sha|>iro  6  Rodwell   (1971)  y  Dietscly  6

Broim  (1974)  confilimaron  que  en  rna  axplia  variedad  de  estados  fisiol6gi-

cos,  1os  calTbios  en  la  velocidad de  sintesis  del  colesterol  eran  estrict±

Inente  paralelos  a  los  cambios  en  la  actividad  de  la.  reductasa  de    mvlG-CoA.
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Debido  a  esta  relaci6n,  general]rente  se  acepta  que  la`  activided de  la  r±

ductasa  de  "G-CoA  es  un  fudice  de  la,. velocida`d  de  s'Hitesis  de|  col.este-

rol  a partir de  acetato  qugan,  1981) ,

Se  ha  visto  que  tanto  la  reductasa  de  try[G-CoA    como  la  sin_

tesis  del  colesterol  a  partir  de  acetato   Cpero  no  de  MVA)  experimentan  V±

viaciones  cireadianas  de  elitre  5  a  10  veces,  con  un  max±ro  a.1rededor  de

la  nedianoche   (Dugan  6  Porter,1976).    El  aunento  de  actividad  en  la  r±

ductasa  se  debe  a un  aumento  en  la  velocidad de  sintesis  de  enzilm,  sin

alterarse  su  velocidad de  degradaci6n  (Dugan  a  col.,1972),   siendo  el

peridodo  de  semi-decaimiento  para  la  enz±ma   (t  1/2)  de  2  a  3  hora`s

(Rodrv-ell  a  coli,1976).    En  los  ditilros  afros,  algunos  grxpos  de  investi-

gadores  han  sugerido  que  tand]i6n  podria  ser  fisiol6gicanente  ±]xportante

la  interconversi6n  de  la  enzi]na  entre  formas  activas  y poco  activas  a

trav6s  de un meeanismD  de  fosforilaci6n y  desfosforilaci6n  dependiente

de ATP  (ver  Schroepfer  1981,  y  las  referencias  alli citadas).    Este 41ti-

Iro  punto,,  sin  enbargo,  ha  sido  severamente  criticado  por Ness  6 col

(1982)   quienes  han  delrostrado  que,  por  lo  memos  en  algunos  casos,  1o  que

se habia    interpretado  corm  disminuci6n  en  la actividad de  la  enzira

causada  por  fosforilaci6n  de  la prote`ma    lnediada por una I)roteina-qui-

msa,  no  era  sino    el  efecto  de  contaminaci6n  de  quinasa  meval6nica  en

el  ensa}'-o.

.\ch  cunido  la  reducci6n  de  r"G-CoA  a  }'IV'A  es  el  sitio  prima_

rio  para  el  control  de  la  biosfntesis  Gel  colesterol,  se  ha  visto  que lu±

go  de  ali]rmtar  ratas  por I)eriodos  de  varios  dias  con  dietas  conteniendo

colesterol,  puede detectarse  talfoien rna  disminuci6n  en  la  velocidad de

flujo  de  metabolitos  en  otros  seglnentos  de  la  nita,  posteriores  al  tylvA.
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Asi  |ror  ejexplo,   Siperstein  a  Guest   (1960)   infQrmaron  que  luegQ  de  aline±

tar  ratas  con  dietas  ricas  err  colesterol,  la  velocida.d  de  conversi6n  de

[2-±4C]  i\IVIA  a  colesterol  en  cortes  de  higado  disminuia  al  55%  de  los  va-

1ores  controles,   en  tanto  que  la  incoxporaci6n  de  [1-]4C]  acetato  habia

bajado  al  5%.  Por  consiguiente  aqui  se  delrostr6  que  arfu  cuando  la  etapa  li

lnitante  de  la  velocidad  era  anterior  al  MVA,  tanbi6n  evistia  rna  |Iiarcada

reducci6n  en  el  flujo  de  metabolitos  en  el  seglnento  de  la  via posterior

a  61,  y  que  6sta  se  producia.  en  fonna  secundaria  a  la.  primera.    th  I)oco

despu6s,  Could  a  Say.ryd  (1966)   delrostraron  que  luego  de  la  alinentaci6n

|]rolongada  con  colesterol,  se  producia.  rna  disminuci6n  en  la  capacidad  de

convei.tir  tanto  ivIV+4  a  colesterol  corro  MVA.  a  FPP  y  FPP  a.  colesterol  en  horo

geneizados  de  higado  de  rata.     I)eqtro  del  misne  contexto,  Slakey  6  col.
+

(1972)  encontraron  que  se  neeesitan  al  lnenos  dos  puntos  secunda,rios  de  r±

cul>ulaci6n,  uno  entre  MVA y  escualeno  y  otro  entre  escualeno  y  colesterol,

pare poder  explicar  el  fjujo  de materiales  a  trav6s  de  la  via  coxpleta  de

bios`mtesis  del  colesterol.    Ademas  de  estos  efectos  nutricionales,  se ha

visto  que  en  hormogeneizados  de  higado  obtenidos  de  ratas  diab6tica.s  se

produce  tand]i6n  rna  dislninuci6n  en  la  incorporaci6n  de  [2-[4C]  MVA.  a  co-

lesterol  2  sellrmas  despu6s  de  la  inyecci6n  de  estreptozotocina  (Cayen y

col.,1975).    Anteriorlmte ya  se  habia  denDstrado  que  la  actividad  de

la  i`edrctasa  de  mlG-CoA  disrinuye  a  valores  bastante  bajos  en  el  higado

de  ratas  diab6ticas   (35  y  7%  de  los  controles  al  cabo  de  4  y  7  dfas  des-

pu6s  de  la  inyecci6n  de  estreptozotocina) (Nepokroeff  a  col.,1974) .

Ramachandran  G  Shah  (1976)   hen  presentado  datos  que  sugieren

que  la  descarboxilaci6n  del  MVA-PP podria  ser  rna  eta|)a  limitante  en  la

conversi6n  de  }NIA a  colesterol  en  ciertos  casos.   Estos  autores  observaron

que  al  destetar  ratas  se  producia  aunento  en  la  velocidad  de  descarboxilaci6n
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de   [1-]4G]  rvA,  en  tan.to  que  no  se  producia  variaci6n  en  |as  ve|ocidades

de  forTraci6n  de  MVA-P  y  MVA-PP,     Este  auII}ento  en  la  velocidad  de  descar-

boxilaci6n  del  AVA no  se  producia,  en  calTbio,  cuando  luego  del  destete

las  ratas  se  alinentaban  con rna  dieta  conteniendo  1%  de  colesterol.  Los

datos  obtenidos  For  estos  a.utores  respecto  a  la  descarbo={ilaci6n    de  MVA-

PP  son criticables ya  que  no  fueron  obtenidos  en  las  mejores  condiciones,

puesto  que  el  fyn[A-PP  fue  generate in  Situ a  I)airtir de  }IV-A,  y-  con`  ello  la

enzim  distaba  de  estar  saturada  con  su  sustrato.  Por otra parte,  Sham

Bhat  G  Ralmsal.Ina   (1977)   indican  que  tanto  la  conversi6n  de   [2-L4C]   MVA  a

esteroles  core  la  descarboxilaci6n  de  [1-]4C]  }rvA presentan  cambios  circa

dianos  en  holrogeneizados  de  higado  de  rata.  Estos  dltims  resultados,   sin

elhoargo,   se  enclientran  en  abierta  contraposici6n  con  val`ios  otros,  ya  clue

si  bien  es  un  hecho  establecido  que  tanto  la  incorporaci6n  de acetato  a  co

lesterol  conD  la  actividad  de  la  reductasa  de "G-CoA presentan  fluctuacio

nes  circadianas  en  higado  de  rata,   (Dexpsey,1974;  Roch`ell  a  col.,1976),

existe un  gran ndmero  de  evidencias  que  indican  que  ni  la  incoxporaci6n  de

[2-L4C]  i\IVA  a  colesterol   (Back  6  col.,1969)  ni  la  actividad  de  las  enzilms

individuales  ubicadas  entre  MVA y  escualeno  (Slakey  6  col.,1972;  Jabalquin_

to  6  Cardemil,   1980)  presentan  variaciones  circadianas  en  sus  valores.

Los  resultados  an.teriormen.te  comentados  respecto  al  posible

segundo  punto  de  control  para  la  bios'mtesis  del  colesterol.  hacen  de  espe-

.cial  inter6s  un  analisis  sistenritico  de  la  actividad  de  la5  tres  enzimas

que  catalizan  etapas  entre  MVA  e  Ippp  en higado  de  ratas  sujetas  a  distin

tas  situaciones  nutricionales  u  hormonales.  th estudio de  esta  na.turaleza

deberia  dar  evidencias  a  fa.vor  o  en  contra  del  posible  papel  regulador

sugerido  para  la  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  (Ramchandran  6



Shah,1976).    Asi,podria  esperarse  de  antemano  que  cuando  el  animal  esta

en  condiciones  como  ayuno,  alimentaci6n  con  dietas  con  o  sin  colesterol,

o  en  estado  diab6tico,  se  produzcan  variaciones  en  la  actividad  de  esta

enzima  y  no  en  la  de  las  quinasas  que  la  preceden.     Uno  de  los  prop6sitos

de  esta  tesis  ha  sido,  justanente,1a  de  contribuir  al  esclarecimiento  del

I)apel  regulador  de  la  descarboxila.sa  pirofosfomeval6nica  de  higado  de  rata

en  la  biosintesis  del  colesterol.     Con  este  objeto,   se  decidi6  medir  la

actividad  de  las  quinasas  meval6nica  y  fosfomeval6nica  y  de  la  descarboxi-

lasa  pirofosfomeval6nica  en  homogeneizados  de  h±gado  de  ratas  sometic'ii].s  a

diferentes  condiciones  fisiol6gicas.

Independientemente  del  papel  regulatorio  que  pueda  tener

la  descar'Do.`ilasa  pirofosfomeval6nica  en  la  biosintesis  de'|  colesterol,

1a  enzima  presenta  un  gran  inter6s  desde  el  punto  de  vista  de  su  estnictu-

ra  y mecanismo  de  acci6n.

Como  se  dijo  en  la  parte  inicial  de  esta  Introducci6n,  1a

enzima  cataliza  la  reacci6n  bimolecular  entre  el  tyIVA-PP  y  el  ATP  para  ge-

nerar  cuatro  productos:   IpPP,  ADP,  C02  y  P±.     Todo  indica  que  la  reacci6n

deber±a  ser  estereoespecifica                   para  el   (3R)-MVA-PP,  pues  la  quina-

sa  me\-al6nica  lo  es  para  el   (3R)-MVA   (Popjfk,1970) ,1a  quinasa  fosfome\.-a-

16nica  lo  es  para  el   (3R)-fyIVA-P   (Hellig  6  Popjak,1961),  y  es  sabido  que

la  sintesis  estereoespecifica  es  la  regla  en  la  biosintesis  de  isoprenoi-

des   (Popjck,1970).

El  conocimiento  que  se  tiene  de  la  descarboxilasa  pirofos-

fomeval6nica  es  extremadanente  pobre.     Cuando  se  inici6  este  trabajo,  1a

enzim  no  habia  sido  obtenida  en  foma  homog6nea  de  ningfin  tejido,  ni
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animal  ni  vegetal.    Tan  s61o  se  hab±an  obtenido  preparaciones  parcialmen-

te purificadas  de  las  enzimas  de  levadura  (Bloch  6  col. ,  1959) ,  higado  de

cerdo   (Popjck,1969;  Beytia,1972),  y  latex  deHevea  brasiliensis

(Skilleter  6  Kekwick,  1971) ,  con  aumentos en su  actividad  especifica  de

lil,  34,  y  29  veces,  respectivanente.    Usando  estas  preparaciones,  se  ha

determinado  que  la  estequiometria  de  la  reacci6n  es  la mostrada  al  comie±

zo  d.e  este  capitulo.     Se  ha  encontrado,  ademas,  que  la  p6rdida  de  los  gr±

pos  carboxilo  e  hidroxilo  se  realiza  a  trav6s  de rna  elindnaci6n ±p±i,

como  se  muestra  a  continuaci6n  (Comforth  6  col. ,1966) :

CH2-CH20POP

La  reacci6n  que  cataliza  esta  enzima  es  de  surno  inter6s  ya

que  existen pocas  descarboxilaciones  similares  a 6sta  descl-itas  hasta  ah9

ra.    I.a  reacci6n  catalizada  For  la  carboxiquinasa  fosfoenolpird\-ica  pudi±

ra  considerarse  una  de  las  mss  similares,  air  cuando  en  este  caso  se  libe

ra  un  producto  fosforilado,  el  fosfoenolpimvato:
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I- coo_

2op+co2+GDP

Esta  enzima  ha  sido  obtenida  en  forma  homog6nea  de  h±gado

de  rata,  y  se  ha  establecido  la  presencia  de un  glupo  ditiol  vecinal  esen

cial  para  la  catalisis   (Colohoo  6  col. ,  1978) .

Desde  el  punto  de vista de  la  quimica  orgfnica,  1a  descar

borilaci6n  del  MVA-PP  podrfa  considerarse  una  reacci6n  an£1oga  a  la  des  -

carboxilaci6n  en  acetona  en medio  alcalino  del  derivado  dibromado  del  fci

do  trams-cinfmico  (el  2 ,5-dibromo-3-fenilpentanoico)  para  dar  a-bromoesti

reno   (Cristol  6  Norris,1953):

H,HH

BJ;c-f¥c(:--,c
\ \

Iqlq             `Br   -             rd
\-c/    +Br-i-Co2

Br
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En  este  caso ,  1a  descarboxilaci6n pl`odiice  exclusivamente

Gis-a-bromoestireno,  lo  que  indica rna  elimina.ci6n del  carboxilo  y del  br9

rmro  de  tipo ±]±±i,  en  analog±a  a  la  eliminaci6n  de  los  gTupos  carboxilo  e

hidroxilo  del  dyIVA-PP  en  la  reacci6n  catalizada  enzimLiticamente.

El  mecanismo  de  la  reacci6n catali=ada por  la  descarboxi-

1asa pirofosfomeval6nica  contintia  siendo  un interrogante ,  a pesar de  que  los

prineros  estudios  al  respecto  se  hicieron  hace  I.a  20  afios.    En  esos  estu-

dios,  konrad  Bloch  y  su  grupo   (Lindberg  6  col. ,  1962) ,  usando  rna.  prepar±

ci6n  obtenida  de  levaduras,  I)udieron  demostrar  con  [5-]80]  ivIV-A-PP  que  el

origeno  del  glupo  hidroxilo  en  la I)osici6n  tres  del  .hlt''-al-PP  se  transfiere,

1uego  de  la  descarboxilaci6n,  al  fosfato  inorg`iT`.ico  liberado..fo'Di`e  I.i.  base

principalmentede este  experimento,  1os  autores  s`iigirieron  dos  posibles  me-

canismos  para  la  reacci6n de  descarboxilaci6n,  como  puede  verse  en  la  fi-

gura  5.    Los  dos  mecanismos  propuestos  difieren  en  que  en uno  de  ellos

(Fig.  3a)    hay formaci6n de un  intermediario  trifosforilado,  y en el  otro

(Fig.  3b)  1a  descarboxilaci6n,  1a  rotul.a  del  enlace  C-0,  y  la  fomaci6n

del  enlace  0-P  son procesos concertados.     En  este  tiltimo  caso  el  .4TP  no

esta  actunido  coli[`o  un  agente  fosforilante  sino  que  s61o  esta  proporcionan-

do,  a  trav6s  de  su  fosforilo  teminal,  un  agente  electr6filo  capa=  de  atraer

electrones  desde  el  enlace  C5-O  del  MVA-PP  pare  generar  de  esa manera  url

centi`o  de  cargas  positivas  en  el  C3  y  favorecel-  ep.top.ces  la  descarbo.`ila-

ci6n  y  foliTiaci6n  del  doble  enlace.     Respecto  a  estos  ITiecanismos,   es  de  irL-

ter€s  hacer  notar  que  Popj6k  (1969)   infolTna  que,  iisflndo  rna preparaci6n de

descarboxilasa  de  higado  de  cerdo,   1a  aparici6n  de  CO?  y.  .:\DP  son  procesos

sincronizados  en un  axplio  rango  de  pH,  lo  que  3poya  el  mecanismo  concer-

tado  de  la  Fig.   5b.    Sin  embargo,  aun  cuando  el  irecanismo  fuese  el  de  la
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©                6=B-G-ADP

:}c*CH::POPT:>,CctcH2°P°Pi=>`cH2opop

CH20POP  -„i^„  ^.^. + ADP + C02 +H2P04
CH20POP

Figura  3.   Posibles  mecanismos  de  descarboxilaci6n  del  mevalonato-5-piro-
fosfato.

Se  representan  los  mecanismos   (a)  a  trav6s.  de  un  intermediario
tl.ifosforilado  y   Q])  concertado,  sugeridos  por  Lindberg  6  col.   (1962) .
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Fig.  5a,  seria muy dif±cil  demostrar  que  existe  un retraso  en.tre  la produc

ci6n  de  AI)P  y  la  de  C02  con  el  equipo  descrito  por  Popjfk  (1969) .    Un in-

tento  de  atrapar un posible  intermediario  trifosforilado usando un analo-

go  del  i\IVA-PP  no  descarboxilable  di6  resultados  negativos   (Hellig,1962).

El  mecanislno  de  esta  reacci6n  es  frecuentemente  mal  inter-

pretado  en  los  textos  corrientes  de  bioqufmica  (Cardemil  a Jabalquinto,

1983).    .Asi  por  ejemplo,  Lehninger  (1978)   indica  que  'Una  tercera  fosfori

laci6n  en  el  atomo  de  carbono  3   (del  MVA-PP)  rinde  un producto  intermedio

rlny  inestable,  clue  pierde  fcido  fosf6rico  y  se  descarboxila para  fonnar

3-isopentenil-pirofosfato .... ".    Por  otra  pa.rte,  Stayer  (1981)  acota.  que

". . .el  mevalonato  es  convertido  a  3-fosfo-5-pirofosfomevalonato  a  trav6s

de  tres  fosfoi`ilaciones  sucesivas,  y  este  intermediario  inestable  pierde

cO2  y  Pi  para  generar  5-isopentenilpirofosfato".    En  gran medida esta

reacci6n no  ha podido  ser  estudiada  en rna.yor  detalle  debido  tanto  a  la ba-

ja pureza  e  inestabilidad de  las  preparaciones  enzirnaticas  obtenidas,  co-

mo  al  inconveniente  que  representa  la  sintesis  del  MVA-PP,  que  no  se  en-

cuentra  disponible  en  forma  comercial.

Durante  el  desarrollo  de  esta  tesis  apareci6  rna publica-

ci6n  (Shama  Bhat  G  Ramasarma,   1980)  dando  cuenta  de  la  obtenci6n  en  forma

homog6nea  de  la  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  de  higado  de  rata.    Los

autores  infoman un peso  molecular  de  126.000  para  la  enzima,  estando  6sta

foITnada  de  +  subimiclades  de  peso  molecular    de   35. 000      cada  una.   Se  obtu

vo  un  pit  6ptimo  cercano a 5,2, AIP  result6  ser  el  mejor  nucle6tido,  y un

metal  bivalente  uno  de  los  reciuisitos  ixportantes  para  la  cat61isis.  Esta

preparaci6n,  sin  embargo,  es  extremadamente  inestable,  ya  que  pierde  un

99,5%  de  su  actividad  en  12  horas.     Los  autores  lograron  recuperar  un  52%



de  actividad  en  el  mismo  periodo  de  tiexpo  guardando  la  enzima  en presen-

cia  de  concentraciones  0,5  M  de  MV:A-PP,  ATP,  his+2  y  2-mercaptoetanol.  be-

bido  a  estos  problemas  de  estabilidad  esta preparaci6n no  es  atil  para

efectunr  estudios  del  mecanismo  de  acci6n  de  la  enzima.

Ei  la  tabla  1  se  resunen  las  propiedades  de  las  distintas

preparaciones  de  descarboxilasa pirofosfomev-al6nica  realizadas  hasta  laL

fecha.    Ademas  de  los  datos  cpre  se  presentan  en  esa  tabla,  cabe  hacel`  no-

tar  que  toda.s  las  preparaciones  obtenidas  reciuieren de un metal  bivalente

para  la  catalisis,  y que  la.  enzima  de E.

IpPP  y  -ADP.

brasiliensis  es  inhibida por

Como  puede  apt.eciarse  de  lo  e.xpuesto,  el  conocimiento  que

se  tiene  de  esta  enzima  es  insuficiente  y de  caracter miy |]relirinar.  Es-

ta  falta  de  conocimientos  de  la  enzima y de  sue  propiedades  cin6ticas  y

moleculares  basicas, hizo  planteamos  la necesidad de  obtener rna prepara.-

ci6n estable y de  alto  grado  de pureza  con  la que  se pudieran posterior-

mente  realizar  estudios  tend.ientes  a  aclarar  su mecanismo  de  acci6n.  Conio

posibles  fuentes  de  enzima  se  pens6  en  los  higados  de  cerdo  o  de  polio,

ya  que  ambos  pueden  ser  obtenidos  facilmente y  se  ban |]urificado  tainbi6n

otras  enzimas  de  la biosintesis  del  colesterol  de  anbas  fuentes.    Final-

mente  optamos  por  intentar  la  purificaci6n de  la descarboxilasa pirofos-

fomeval6nica  de  higado  de  polio   (Alvear  a  col. ,   1982) ,  }.-a  Clue  ere.  posible

tener  acceso  a  higados  provenientes  de  pollos  alimentados  cop. uns dieta

constante  y  uniforme,  y  sacrificados  todos  a  la  misma  edad,  cosas  rrny.-di-

ficiles  de  controlar  en  cerdos.

14
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Ta.b|a  1.    Algunas  propiedades  de  la  descarboxilasa  pii`ofosfomeval6nica

proveniente  de  diferentes  fuentes.

Ori8en Actividad.e:Eecffica    Kin  ap.  }ivA-PP    in  ap.  ATP    pH  6ptino

(ijmoles.mln   ~mg     ).                   (uivi)                           (rm\D

H.   brasilielrsisL                0,7

Levadura2                                0 , 61

IEgado  de  cerdo3                0,145

Higado  de  rata.+                   0,056

0,12                5,5-6,5

5'5-7'4

1,2                        0,40                     5,6

5,2

Lskilleter  6  KeLtw-ick   (1971);   2Lindberg  a  col.    (1962);   3Bey-t±a   (1972);

4Shama  Bhat  a  Ramasalma   (1980).



lyIATERIALES  Y  fyFT0IX)S

2.1.     fyfateriales  biol6gicos

2.1.1.   Roedores

Se  usaron  ratas  macho  de  la  cepa  Spragr> e-I)aiv-ley proporciona-

das  por  el  vivero  del  I)epartamento  de, i\tedicina  Experimental ,  Facul-

tad  de  Medicina,  Divisi6n  Ciencias  .Medicas  Oriente,  tiniversidad  de

Chile .

2.1.2.  Higados  de  cerdo

Los  higados  de  cerdo  utilizados  como  fuente  de  las  iiuinasa.s

meval6nica  y  fosfomeval6nica  se  obtuvieron  frescos  del  'T.fatadero  In-

dustrial  San  Migrel  S.A.".     Los  6rganos  se  extrajeron  en  uTi.  tiempo

maximci  de  15  minutos  despu6s  del  sacrificio  de  los  animles  y  se man_

tuvieron  en  hielo  hasta  el  momento  de  su procesamiento  (12-15  horas

despu6s) .

2.1.3.   Higados  de  polio

Los  h±gados  de  polio  (pollos  Broiler,  60  d±as  de  edsd)  se  ad-

quirieron  extraidos  de  las  aves  en  "Pollos  .iriztfa",  Planta Pananer±

cana  Sur.     Irmedia.tamente  se  colocaron  en hielo,  luego  se  lixpiaron

elilninando  la  mayor  cantidad  posible  de  grasa,  }-se  ~quiardai-on  a  con-

tinuaci6n  a  -80°  hasta.  su  procesamieli.to   (2  a  15  a.ias  despi`:Ss) .

2.2. Reactivos  quimicos  y materiales  cromatotgr6ficos

NADH,  ATP,  ADP,   GTP,  UTP,   CTP,   PEP,   qiiinasa  pin'riica  tipo   11

de  nrfeculo  de  conejo,  deshidrogenasa  lactica  tipo  11  de  rmisculo  de

cone]-o,1actona  del  acido R,S-meval6nico,  2-merc+aptoetanol ,  sulfato

16
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de protantha  gra,dct  X`  de  sa|rfu,  a.zul  de  dextrano,  fosfa.tasa  alcalir

na  tipo  I-S  de  intestinQ  de  temero,  a|bdlnina  de  suero  de  bovinc>,,

I`eactivo  Folin-Cioca|teu,  citocrolro  c  de  coraz6n  de  buey,  Tris  base,

helroglobinas  entreeluzadas  1 iofil izadas ,   2 , 3 -butanodioria`,  fenil`gl..io-

xal,   Don.ex  50  TVX8,   agarosa`iribosil   (amino  hexi|)   adenosina_  5. I-trir

fosfato,  agarosa-N6   (amirio  hexil)  carbaroil  netil-adenosina  5 I i.tii.r

fosfato,  agarosa-C8   (amino  hexil)  alnino  adenosina  5 I-trifosfato,   Se-

pharose  48,   se  obtuvieron  de  Sign  Chemical  Co.,   Saint  Louis,  EE.UU. ;

Bio  Gel  P-150,  acrilalnida,  bisacrilamida,  TEND,  Blicina„  persulfato

de  alronio,  azul  de  bronDfenol,  azul  de  Coomassie,  hidroxilapatita,

de  Bio  Rad Laboratories,  California,  EE.UU. ;  colesterol   (Colesteri-

ne  "),  citrato  de  sodio,  acido  citrico,  acido  ac6tico,  ENC12,  CoC12,

Cdc12,   Znc12,   EDTA,  TCA,   he2cano   ®.e.   40-60°)   fueron  productos  de

Merek A.G. ,  harmstadt,  Alelrmia;  colestiranina  (Cuenid ")  se  obtuvo

de  iferck,   Shaxp  and  Itohe,   EE.UU. ;  R[S-[2-£4C]  iVA  DL-[2-£4C]  MVA

(sal  dibenzoil  etilendianina.)) ,  PPO,  POPOP,   se  obtuvieron  de  Alnersham-

Searle,  Radio  Chelnical  Center,   Inglaterra;  Sehadex  G-10  y  G-200,  PBE-

94  y  Polybuffer  74 para  crolmtoenfoque  de  Pharmacia  Fine  Chemicals,

Uppsala,   Suecia;  DRAE-celulosa   (DE-22  y  DE-52)  y  fosfocelulosa  fue-

ron productos  de  Whitman Ltd. ,  Springfield Mill,  Kent,  Inglaterra;

deshidrogenasa  alcoh61ica  de  levadura  provino  de  1\-ollhington,  New

Jersey,  EE.UU. ;  sulfato  de  amonio  ultrapuro  se  obturo  de  Schwarz/

}farm,  Orangeburg,   New York,   EE.UU. ;  azul  de  de.Tlrano-Sepharose  fue

gentilmente  proporcionado  por  el  Laboratorio  de  Biorquimica  General,

Departamento  Quimico  Biol6gico,  Facultad  de  Ciencias  86sicas  y  Far-

Imc6uticas,  thiversidad de  Chile ;  glicerol    provino  de  PROIABO,
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Paris,   Francia;   R[3-L4C]  MVA  (1actona)   de  New  England  Nuclear,  Bos-

ton,  EE.  UU.    El  resto  de  los  reactivos  expleados  fue  de  grado  anali

tico.    La  estreptozotocina  fue  donada  gentilmente  por  el  Dr.  W.

Dulin,   de  Upjhon  Chemical  Co. ,   EE.UU.

2. 3.     Preparaci6n  del  mevalonato-5-pirofosfato

EI  MVA-PP utilizado  en  este  trabajo  fue  sintetizado  en el

laboratorio,  ya.  que  no  se  encuentra  disponible  comercialmente.    Has-

ta  el  momento  no  se  ha  descrito  su  sintesis  quimica.     Popjck  (1969)

ha  descrito  un m6todo  enzimatico  que  consiste  en  fosforilar  el  rvA

utilizando  rna mezcla  de  quinasas  meval6nica  y  fosfomeval6nica,  con

lo  clue  se  obtiene  un  rendimiento  adecuado  de  MVA-PP.     El  m6todo  adop.

tado  fue  esencialmente  el  anterior,  con  algunas  modificaciones  (Ja-

balquinto  a  Cardemil,  1980) ,  con  lo  que  se  consigui6  obtener un I)rg

ducto  sin  restos de WA o  nucle6tidos  contaminantes  y  solo  con rna.

pequefia  contaminaci6n  (entre  un  0,5  a  un  2%)  de  M\/A-P.

2.3.1.  Preparaci6n  de  las  quinasas  meval6nica  y  fosfomeval6nica

Estas  enzimas  se prepararon  de  higado  fresco  de  cerdo,  por rna

modificaci6n  del  m6todo  de  Bazaes  6  col.   (1980)  para  la  purificaci6n

de  la  quinasa  fosfomeval6nica.    th  kil6gTamo  de  higado  de  cerdo  se

homogenei=6  por  1  minuto  en  dos  volrfuenes  de  amortiguador  fosfato  de

potasio  100  " pH  7,4   (1)   en un  homogeneizador  Waring  Blendor.   Esta

(1)Todos  los  amortiguadores  expleados  en  la  purificaci6n  de  estas  en-

zimas  fueron  de  pH  7,4  y  contenian  2-mercaptoetanol  10  nM y  EDTA

0,1  m\[I,  aL  menos  que  se  indique  lo  contrario.
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ojJeraci6n y  toclas  |as  siguientes  se  rea`1.izaron  entle-Or4°.    El  horn

gen.eiza.do  se  f iltr6  a  tra,v6s  de  .varias  ca`pas  de  gasa   }.  se  dentrifug6

sucesivanente  a`  27.000. x  g  duralite  30  minutos  y  a  48.000  +{  g  drrarite

60  minutos,  descartando  en cada  caso  las  pellas.    El  d|tim  sobreria-

dante  se  fraccion6  con  sulfato  de  alronio.    La  filtraci6n que precipit6

entre  30  y  60%  de  saturaci6n  de  la  sal  se  diso|vi6  en  alrortiguador  fos

fato  de potasio  1  " y  se  dializ6  contra  50  voldmenes  del  mislro  amrti

cquador  durante  16  horas.    La  soluci6n  de  proteina.s  dializadas  se  a.dsor

bi6  en rna  columa  de  DEAF-celulosa   @E-22,   6,5  x  22  cm)   equilibrada

en  el  lnislro  arortiguador.    La  colurma  se  lav6  a  continuaci6n  con  amor

tigr> ador  fosfato  50  Irful hasta.  que  la  absorbancia  a  540  rm  del  eluido

fue  alrededor  de  0,3  unidades   (aproximdamente  4  litres).    Se  aplic6

enseguida rna  gr, adiente  de  fosfato  de  potasio  entre  60  y  250  m\I  (1,6

1itros  de  cada  uno)  con  lo  cual  se produjo  la  eluci6n  de  las  enzimas.

La  actividad de las  quinasas meval6nica y  fosfomeval6nica  del  eluido

se  detect6  corm  se  describe  en  la  secci6n  2.4.1.    El  eluido  seleccio

nado  se  concentr6  con  sulfato  de  alronio  al  80%  y  se  redisolvi6  en

anortiguador  fosfato  1 nM.

La  mezcla  de  quinasas  meval6nica  y-  fosfoneval6nica  obtenida

de  la  columa  DEAF-celulosa  se  aplic6  a  continunci6n  a usa  columa  de

Bio  Gel  P-150   (5  x  75  cm)   equilibrada  en  arortigue.dor  fosfato   10  Int[.I,

con  un  flujo  invertido  de  20  ml/hora.     Este  polimei`o  separa  conpleta

mente  las  quina.sas  meval6nica  y-  fosfomeval6nica,  por  su  diferencia

en  el  peso  rmleeular.    Los  eluidos  seleccionados  fueron  concentrados

por ultrafiltraci6n usando  rna melforana  Pellicon  uni-10.  Las  fraccio-

nes  enziriticas  concentradas  fueron  lavadas  al  50%  con  glicerol  y
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guardadas  a  -100.    En  estas  condiciones  la  quinasa  mev-al6nica  retie-

ne  un  70%  de  actividad  al  cabo  de  35  dias,  en  tanto  que  la  quinasa.

fosfomeval6nica  en  ese  plazo  retiene  el  total  de  su  actividad.    Se

obtuvo  un  total  de  aproximadamente  54  y  58  unidades  de  quinasas  me-

val6nica  y  fosfomeval6nica, respectivamente.    Ambas  preparaciones  en-

zimaticas  estaban pra'cticamente  libres  de  actividades  fosfatasicas.

2.5.2.   S±ntesis  enzimatica  del   [3-L4C]  mevalonato-5-pirofosfato

Se  describe  a  continuaci6n  la  sintesis  y-  caracterizaci6n  de

[3-]4C]   hIVA-PP.     En  otras  ocasiones  se  sintetiz6   [2-]4C]   }IVA-PP  por

rna  metodologia.  similar,  obteni6ndose  tambi6n  resultados  analogos

a  los  que  a  continuaci6n  se  infolman.

I.a  lactona  rac6mica  del  MVA  se  convii`ti6  en  la  sal  de  potasio

con  un  exceso  de  Ken,   incubando  a  57°  por  30  min,    y  luego  su  concen

traci6n se  ajust6  a  alrededor  de  0,1  M,  titul£ndose  espectrofoton6-

tricamente  con un  exceso  de  quinasa meval6nica y utilizando  PK y  Lrm

como  enzimas  auriliares   (ver  secci6n  2.4.1).     Esta  soluci6n  de  }IV-A

se  mezcl6  corn  otra  de   (R)   [3-£4C]   ivtw-A  (proveniente  de  |a   (R)   [3-L4C]

1actona)  en  las  proporciones  adecuadas  para  tener  radiacti\.-idades

especificas  de  25  o  3000  cpm/nmol,  secrfu>rfu  se  deseara.

La  s±ntesis  enzimftica  del  }rv:.i-PP  se  reali=6  a  tl.a\-6s  de  rna

modificaci6n  de  la  t6cnica  descrita por  Popjak  (1969) ,  con  lo  ciral

se  consigui6  disminuir  a  tin m±nino  la  concentraci6n  de  .ITP  necesai`ia,

eli]ninando  asi  en  gran nedida,  1a  posibilidad  de  contaninaci6n  con

nucle6tidos  del  producto  obtenido.     Se  incub6  a  500  en  lm  volunen  fi-

nal  de  500  ml  repartidos  en  dos  matraces  ErlenlTLa}-er  ci.e  i  lt.  con
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250  th   cads  un,Q:    (3R)-.I.3-±4C]   +ivlvA  i,S  ri`'I;  A.TP  2  .pt'{;   2rmercaptoetaF

nol  10  ITiful;  i\tsc12  5  ";  PE  14,4  nfy[;  in  58  m{;  PK  1240  unidades;  qui

nasa  meval6nica  48  unidades  y  quinasa  fosfomeval6nica`  52  uiidrdes,

en  alrortigLiador  Tris-Hcl  0,11{  pH  8,2.   I.a  reacci6n  se  incub6  90  mi-

nutos,  y  se  detuvo  calentando  en  bajio]Inria  hirviente por  3  mjnutos;

se  enfri6  en  hielo  y  se  elimin6  1a prote`ma preeipi-Lada  con.trifugan.-

do  15  minutos  a  35.000  .i  g  en  el  1-otoi`  SS-34  de  la  centr`ifuga  SoIvall.

El  analisis  por  cromatografia  en papel  del  1£quido  sobrenadante  obte-

nido   (vcr  seeci6n  2.3.4.1.)   revel61`1  fol.]I}aci6n  de  un  80%  de   [3-]4C]

i\IV.4-PP,   quedando  un  15%  de   [5-]4C]   .mi\  y-un  5%  de   [5-±4C]   MVA-P  core

contaminantes  radiactivos   (Fig.  4).     Es  cohveniente  hacer notar  que

talTbi6n  se  encuentra  presente  el   (5S)-.WA   no  utilizado  por  la  quina-

sa  neval6nica.

2.3.3.  P\+rificaci6n  del  nevalonato-5 -pil.ofosfato

El  liquido  sobrenadante  obtenido  com  se describi6  en  el

punto  antei-ior  se  ajust6  a  pH  9,0  con  allioniaco  concentrado,  se  dilu

)ri5  con agua  destilada  para  bajar  su  conductividad al  nivel  adecuado,

y  se  aplic6  con  un  flu].o  de  400  ml/horn  a  rna  columa  de  DEAF-celulo

sa   (DE-52,   5  x  25  cm)   equilibrada  con  .`r{4  HC03   10  m\I,  pH  9,0,   de  acueE

do  a.  nlgan  6  col.   (1968).   La  colunnLt2.  se  la\-6  sucesi\.unente  con  solucio

nes  de  \H+rr05  pH  9,0  de  concencracisn  ci`eeiente:   1000  ml  20  rnM;   1500

rd     io  m\{,   ]000  rfu  60  nM.   Se  colectt.i-c,n  fi`accior`.es  de  22  rfu  y  se  midi6

la  radiacti\-idad  en  alicuotas  de  1,0,.  =1  cada  cinco  fracciones.     Se

encontl6  eluci6n  de  radiactividad  siLFiificativa  en  la  aplicaci6n  de

la  mestra  }-  la.vado  con  NH4FT:05  20  m\I,  niv-eles  bajos  en  la  eluci6n

con  ,\H4fK=05  +0  mM,  y  gran  cantidrd  en  la  eluci6n  con  .un4HC03  60  nM.
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Fig.  4.    Cromatografia,  en papel  de  los  productos  de  la  fosfo.rilaci6n
enzintica  del   [3-£4C]  MVA.

Se  aplicaron  40  ul  del  1iquido  sobren.adante  obtenido  luego  de
centrifugar  el  medio  de  incubaci6n que  contenia  |a  nezcla  de quinasas
meval6nica  y  fosfomeval6nica  en papel  lthat]nan  N.°1.    I+a  croma`tografia`  se
desarroll6  y  revel6  conro  se  encuentra  descrito  en  la.  secci6n  2.3.4.1.
Los  valores  de  Rf  determinados  para  los  picos  1,   2  y  3  fueron  0,26,
0,65  y  0,90,   respectivamente.     Ei  este  sistema,   el  pico  1  corresponde
al  i\IVA-PP,   el  2  al  i\IVA-P  y  el  3  al  iwA.
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Lo  primero  corresponde  en este  sistema  al  MVA,  1o  segundo  al  WA-P,

y  lo  tercero  al  }IV.i-PP.

Se  combinaron  las  fracciones  correspondientes  a|   [3-L4C]

tyIVA-PP,   1iofilizindose  a  sequedad.     El  residuo  obtenido  se  disolvi6

en  un  pequefio  volunen  de  agua  destilada  y  se  eliminaron  los  iones

NH:  y  el  C02  aplicando  la  soluci6n  a  rna  colunina  de  3,5  x  8  cm  de

Dowex  50WX8  en  foma  H+.   EI  NI4+  es   retenido,  en  tanto  que  el  C02  se

libera.   El  eluido  se  ajust6  irmediatamente  a  pH  7,0  con  KOH.

Debido  a  que  el  producto  obtenido  de  la  columa  de  DEAE-

celulosa  contiene  arfu una  cierta  cantidad  de  nucle6tidos  contaminan-

tes,  fue  necesario  tratar  el  producto  purificado  con  carb6n    activado

(que  previanente  habia  sido  tratado  con  HC1  1  M por  rna  hora  y  luego

lavado  exhaustivamente  con  agua  destilada  hasta  pH  5,0).    Este  proc±

so  se  realiz6  agregando  alicuotas  de  la  suspensi6n  de  carb6n    activ±

do  a  la  soluci6n  agitada mediante  un  agitador magn6tico,  y  controlan_

do  la  disminuci6n  de  absorci6n  a  260  rm  de  tal  modo  de  no  agregar  un

exceso,  ya  que  en  algunas  ocasiones  en  que  esto  ocurri6  se  pudo  com-

probar  p6rdida  de  }IV.i-PP  por  adsorci6n.     El  carbo'n    activado  se  eli-

min6  I)or  centrifugaci6n  a  35.000  x  g  en  el  rotor  SS-34  de  la  centri-

fuga  Sorvall  y  posterior  filtraci6n  a  trav6s  de  papel  whatman  N°  1.

El  filtr.ido  se  liofiliz6  y  redisol\'i6  en  agua  destilada  a  rna  conce±

traci6n  de  alrededor  de  30  ITM,  guardindose  a  -loo.     El  producto  guaE

dado  en  estas  condiciones  es  estable  }'  no  se  descoxpone  a  MVA-P  ni

MVA  durante  por  lo  menos  8  meses.     El  rendimientototal del  proceso

fue  de  un  65%.
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2. 3.4.   Identificaci6n y pureza del  mevalona.to-5-pirofosfato

Se utilizaron diversos  criterios  para identificar el MrA-PP

y  establecer  su pureza.

2.3.4.1.   CrolTiatograf±a  en papel  e  identificaci6n mediante  c6m

puto  de  radiactividad.

El  producto  se  analiz6  por  cromatografia. en papel

lthatman N°  1.    El  cromatograma  se  desarroll6  en folima  ascen-

dente  durante  16  horas  a  temperatura  ambiente  en t-butanol:

acido  f6rmico:agua   (20:5:8) ,  seoedn  lo  descri!to  por  Garcia.-

Peregr±n  6  col.   (1972).     El  cromatograma  se  :cort6  en  tiozos

de  1  cm,  y  la  cantidad  de  radiactividad  se  determin6  err cada

pedazo  poni6ndolo  en un  frasco  de  contador  con  3  ml  de  1±qui-

do  de  centelleo  |]ara  soluciones  hexanicas   (secci6n  2.6).    El

examen  del  cromatograma  revel6  que  el  pl.oducto  obtenido  tenfa

rna pureza  radioqu±mica  del  98% ,  con rna  pequefia  contaminaci6n

de  MVA.-P,   como  se  rrmestra  en  la.  figura  5.

2.3.4.2.  Cromatografia  en papel  e  identificati6n por  revelado

para  fosfatos  orgfnicos.                                         (

Las  tiras  de  papel  se  revelaron  de  acuerdo  a  la  t6cni
t

ca  descrita  por  I-lanes  6  Isherwood  (1949).     S¢  encontr6  concor-
1

dancia  entre  la  zona  radiactiva  asignada  al  tyA-PP y  la posi-
Jci6n  de  la  mancha  azul  que  indica  fosfato,  en  el  sistema  des-

crito  en  la  secci6n anterior.    No  se  encontraron  indicios  de

fosfato  inorganico u  otros  compuestos  fosforilados.
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Figura  5.  Determinaci6n  de  la  pureza  radioquinica  del   [3-L4C]  MV:A-PP,  uti
lizando  cromatograf±a  en papel.

Se  aplicaron  25  ul   (13.000  cpli)  del   [3-]4C]  fyIVA-PP  pul.ificado

en papel  lvliatman  N°1.     La  cromatograffa  se  desarroll6  y  revel6  como  se
describe  en  la  secci6n  2.3.4.i.     Los  Rf  determinados  para  los  picos  1  y
2  son  de  0,33  y  0,65,   respectivamente.
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2.3.4.3.  Analisis  del  contenido  de  f6sforo

Se  determiin6  el  contenido  de  f6sforo  total  del  MVA-

PP  sintetizado,  tratando  rna  mestra  Con EN03  0,6  N y H2S04

1,4  N  y  calentando  a  180°  por  1  hora  (thbreit  a  col. ,1957) ,

y  analizando  el  ortofosfato  liberado  por  el  m6todo  de  Fiske

a  Subbarow,  segtin  lo  describe  tambi6n  Uinbreit  G  col.   (1957) .

Se  encontr6  que  por  cada  mol  de  AVA-PP  titulado  enzimfticalnen

te  por  el  m6todo  espectrofotom6trico  habia  2,15  moles  de  Pi.

2.3.4.4.  Analisis  de  nucle6tidos  contaminantes

El  sustrato  obtenido  despu6s  de  la  columa  de  Dowex

SOW contenia  sustancias  que  absorben  a  260  nm;   sin  embargo,

despu6s  del  tratamiento  con  carbono  activado  se  pudo  coxprobar

la  desaparici6n  total  de  estos  contaminantes.    Por  consiguiente

el  MVA-PP utilizado  se  encontraba  totalmente  libre  de  nucle6-

tidos .

2.3.4.5.  Analisis  de  fcido  meval6nico  y  fosfomeval6nico

La  preparaci6n  purificada  del  MVA-PP no  contenia MVA

detectable utilizando  el  ensayo  espectrofotom6trico  para  la

quinasa meval6nica  descrito  en  la  secci6n  2.4.1.    El  ensayo

espectrofotom6trico  de  la  quinasa  fosfomeval6nica  revel6  tra-

zas  de  MVA-P  contaminantes   (entre  2  y  3%,  aproximadamente).

2.3 r4.6.   Medici6n  de  la  concentraci6n  del  mevalonato-5-pirofosfato

Se  titul6  1a  concentraci6n  del  MVA-PP  mediante  el  ensayo  para

la  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  que  se  describe  en  la  secci6n
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2.4.3. ,  utilizalido  alrededor  de  80  riJ  de  enzilra,  MidiendQ  la  va.ria`-

ci6n  de  absorbancia  a  340  nm,  que  es  proporciona,1  a  la  cantidad  de

ADP  producido,   se  estind  la  concentraci6n  de  MVA-PP.   Se  determin6

talrbich  la  radiactividad  de  la  soluci6n  segch  lo  descrito  en  la  Sec

ci6n  2.6. ,  encontrindose  buena  concordancia  entTe  la  ra`diactividad

espeeifica  del  [3-`L4C]  iwA utilizado  y  la  radiactividad  espec'ifica

de|   [3-L4C]   MVA-PP  obtenido.

2.4.     Ensayos  enzindticos

2.4.1.   Eisayo  espectrofotorfetrico  de  las  quinasas  lneval6nica  y  fosT

fomeval6nica  de  higado  de  cerdo.

Se  utiliz6  el  met-odo  espectrofotom6trico  descrito  por Popjak

(1969),  que  acopla  el  AI)I'  producido  en  la  reacci6n  enzirfetica,  con

las  reacciones  catalizadas por  la quinasa pirdvica y  la  deshidroge-

nasa .1actica,  midichdose  la  variaci6n  de  absorbaricia  a  340  n]n.  La

nezcla  de  reacci6n  contenia  en  un  volumen  final  de  1  ml:  NAI)H

0,24  nM;  ATP   2,5   HM;   PEP  0,5  ITM;  Mgc12   5  JIM;  amortiguador  fosfato

de  potasio  pH  7,0,   0,10  M;   2-mercaptoetanol   10  ITM;  PK  y  LDH,   8  uni-

dades  de  cada  rna.    A  0,96  ml  del  medio  de  reacci6n  a  300  se  agre-

gaba  0,01  ul  de  soluci6n  de  quinasas  meval6nica  o  fosfomeval6nica.

Despu6s  de  registrar  la.  Iinea  base  por  2-3  minutos  se  agregaban

0,015  Htl   de  DL-iwA  100  ITi\{  6   0,03  ml  de   (R)-MVA-P   20  Idyl  para   iniciar

la  reacci6n.    Las  velocidades  iniciales  se  determinaron  de  las  pen-

dientes  de  los  trazados  densitom6tricos.
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2-.4.2.   EisayQ  radia.ctivp  de  las  quinasas  meva,16nica`  y  fosfo,meval6ni

c:a .de  higa,do  de  Tata.

Para  el  ensayo  de  la`s  quina`sas  meval6nica  y  fosfo.neva.16nica

en  el  1iquido  sobrenadante  de  45.000  x  g  de  higa`do  de  rata  se utili-

z6  un  rfetodo  radiacti.vo  que  consisti6  en  cuantifica,T  mediante  cro]m-

tografia  en  papel  1as  cantidades  de   [2-L4C]   M/A-P  y   [2-£4C]   MVA: -pp

formados  a  partir  de   [2-£4C]  MVA.

El  medio  de  ensayo   (descrito  por  Ramachandran  i  Shah,   1976)

contenia,   en  un  volunen  final  de  0,6  Irfu:   R,S-[2-£4C]   tyryA  (0,51  Gi/

Irol)   0,90  IIM;  MBC1210  HM;  ATP  5  ";   2~mereaptoetanol  9,3  nrtyl;  amrti

guador  fosfato  de  pota.sio  pH  7,4,   100  mvI y  proteina`  0,5-0,75  ng/Iud.

Las  incubaciones  se  realizaron For  30  minutos  a  37°  en  tubos  c6nicos

de  centrifuga  cerrados  con  tapones  de  goma,  y  la.  reacci6n  se  detuvo

sunergiendo  los  tubos  por  3  minutos  en un bafio  de  agua  hirviente.

Los  tubos  se  enfriaron  en hielo,  se  centrifugaron  10  mjn  a  1500  x  g,

y  las  cantidades  formadas  de   [2-]4C]  MVA-P  y   [2-£4C]MVA-PP    se  deter

minaron  analizando  rna alicuota  del  liquido  sobrenadante  en  cro]mto-

grafia  ascendente  en papel  Whatman  N°1  desarrollada  en  t-butanol:

acido  f6rmico:agua  (20:5:8),  en  formn  silnilar  a  lo  descrito  por  Gar-

cia-Peregrin  6  col.   (1972).  El  cromtograma  se  analiz6  segifn  lo  ya

descrito  en  la  secci6n  2.3.4.1.  La  actividad de  la  quinasa  meval6ni-

ca  se calcul6  a  partir  de  las  cantidades  fonnadas  de  MVA-P  (Rf  0,69)

nfas  la  de  MVA-PP  (Rf  0,31),   en  tanto  que  la  actividad  de  la  quinasa

fosfomeval6nica  se  determin6  en  base  solo  al  MVA-PP  formdo.  Ei  la

figura  6  se  mestra  la  distribuci6n  de  radiacti.vidad en un
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jiigura  6.    .in£1isis  radiactivo  de  las  quir}.asas  lreval6nica, y  fosfomeva-
16nica  de  higado  de  rata.

Se  aplicaron  100  ul  del  liquido  sobreria`dalite  obter|ido  segfu.
1o  descrito  en  la  secci6n  2.4.2,  en papel  1thatman N°1,  desarro|16ndose
en  forma  ascendente  en  t-butanol:  £cido  f6rmico:   agua   (20:  5:   8)  y  an±
1izfndolo  como  se  detalla  en  la  mism  secci6n.     Los  picos  1,   2  y  3  co-
rresponden  a  i\IV-A-PP,  i\.RA-P  y  }IV.i,   reapectivamente.
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cromatograma,  a|  an,alizar  de  esta,  rnanera  las  actividades  enzirfe.ticas

anteriores ,    En  experingntos  prelilinares  se  determin6  que  la. activi

dad  de  cada  enzima  era  lineal  con  respecto  al  tiexpo  hasta  60  ITLin,  y

con  respecto  a  la concentraci6n  de  proteinas  hasta  1,2  mg/rfu,  en.1as

condiciones  del  ensayo.    I+as  unidades  de  actividad  enzirftica  de  las

condiciones  del  ensa.yo.    I.as  unidades  de  actividad  enzindtica  de  las

quinasas  neval6nica y fosfomeval6nica  se  definen como  las  cantidades

de  enzima  que  catalizan  la  fonnaci6n  de  1  rmol  de  }IV'A-P  m£5  lylvA-PP,

o  de  1  nmol  de  MVA-PP,   respectivamente,  por  minuto  a  37°  y  en  las

condiciones  de  ensayo  descritas.    El  ensa.yo  de  la  quinasa  fosfomeva-

16nica presenta  el  incolIV-eniente,  naturalmente,  de ,que  el  sustrato

es  generado  in  situ.

2.4.3.  Ensa.yo  espectrofotom6trico  de  la  descarboxilasa  pirofosfo]ne-

val6nica  de  higa.do  de  polio.

El  m6todo  usado  consisti6  eri  medir  el  ADP  generado  en  la  reac

ci6n mediante  el  acoplalniento  de  las  reacciones  catalizadas  For  la

PK y  la  LDH,  y  que  ha  sido  e2ctensamente  usado  antes  para  ]nedir  esta

y  otras  reacciones  enzimfticas  en  que  se  produc:e  ADP  CI.chen,1962;

Popjfk,1969;  Cleland,1979).     Experimentalnente  se  sigr> i61a  desapa

rici6n  de NArm  a  30°  y  340  rm en  un  espeetrofot6Inetro  Perkin-Elner

550  o  en  uno  Carl  Zeiss  nivR-22,  provistos  anbos  de  registrador,  uti

lizando  cubetas  de  cuarzo  de  1  ul  de  volunen y  1  rd  de  paso  6ptico.

La  nezcla  de  rcacci6n  contenia  en  un  volunen  final  de  1  ml:

Iris-Eel  pH  7,0,   100  m\[;   in   10011";  .un  5  m\I;  i\{gc12  5  ITM;  PP

0,5  JIM;  PK  6,5  unidades  y  LDH  11,8  unidades.     NAI)H  se  agregaba  en

fornel  s61ida  hasta  que  la A34o  fuese  aproximdamente  1,4,  1o  que



31

corresponde  a  0,23  nM..    A 0,9 .Inl  de  la mezcla.  de  reaccl6n. se  agrega-

ba  entre  0,005  y  0,1 ml  de  la  soluci6n de  descarboxilasa pirofosfo-

meval6nica.    Despu6s  de  registrar  la  linea base  por  1  a  2  minutos

se  agregaba  0,015  ml  de  MVA-PP   (0,118  umoles)  con  lo  cual  se  inicia

ba  la  reacci6n.     La.  velocidad  de  collsuno  de  NADH,.  proporcional  a.  Ia.

producci6n  de ADP,  se  calcul6  de  la  pendiente  del  trazado  densit6m6

trico  y  del  coeficiente  de  extinci6n milimolar  (6,22  cm2.rmol-1)  del

NADH   (Horecker  G  Komberg,1948).

Una unidad  de  actividad  enzimatica  se  define  como  la  cantidad

de  enzima  que  descarboxila  un  Lmol  de  MVA-PP  por minuto  a.  30°,  en

las  condiciones  del  ensayo.    La  actividad  especifica  de rna prepara-

ci6n  de  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  se  define  como  el  ndmero

de  unidades  For mg  de  proteina.    Todos  los  valores  que  se  informall

son  el  promedio  de  por  lo  memos  dos  determinaciones.

El  ensayo  se  efectu6  5iexpre  en condiciones  tales  que  la acti

vidad  de  las  enzimas  auxiliares  no  fuera  limitante  de  la velocidad

baj-o  nincquna  condici6n usada.    De  igual  modo,  se  coxprob6  que  la  re-

acci6n variaba  linealmente  con  respecto  al  tiexpo y  a  la  concentra-

ci6n de  prote±nas  en  el  ensayo.    Este m6todo  es  dtil  entre  pH  5,1  y

8,5;  bajo  pH  5,0  el  NADH  se  destruye  rfpidamente   (Lowry  6  col. ,

1961).    Ei  preparaciones  muy  crudas  en  que  existen  actividades  fosfa

tasicas  y  oxidasas  de  NADH  este  ensayo  no  es  utili.zable,  y  debe  en-

tonces  usarse  el  m6todo  radiactivo  que  se  describe  a  continuaci6n.
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2.+.4.  Ensayo  radiactivo  de  la  descarboxilasa pirofosfomeval6nica

de  h±gado  de  polio

El  m6todo  consiste  en medir  la  radiactividad  de|   [3-L4C]

IpOH  liberado  luego  de  trata.I  el   [3-L4C]   IpPP  con  un  exceso  de  fos

fatasa  alcalina  despu6s  de haber  incubado  la descarbo.`ilasa piro  -

fosfomeval6nica  con   [3-L4C]  lyIVA-PP,  como  se  ve  en  las  siguientes

ecuaciones :

[3_t4C]   MVA-PP  +  ATP

[3-14c]   IpPP

descarboxilasa

fosfatasa

>   [3_[4c]    IpPP  +  C02   +  ADP  +  Pi

>   [3-14c]    IpoH

Este  ensayo  se  hace  necesario  cuando:    a)  se  desea  detectar

actividad  descarboxil£sica  en pl.eparaciones  mlry cnidas ,  en  que  el

contenido  de  fosfatasas  y  RADH  oxidasas  es  muy-  alto  y  por  lo  tanto

no  puede  ellplearse  el  ensayo  espectrofotom6trico descrito mss  arri

ba,  y   b)  cuando  se  desea  medir  la  actividad  de  la  enzima  en  condi

clones  en  que no  puede  usarse  el  ensayo  espectrofoton6trico,  como

por  ejexplo  bajo  pH  5.    Este  ensayo  radiactivo  ha  sido  utilizado

anteriormente  para medir  la  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  en

horogeneizados  de  h±gado  de  cerdo   (Beytia,  1972)  y  de  rata  (Slakey.

a  col.,1972).     La  posible  presencia  de  isomel.asa  de  Ippp  no  invali

da  el  ensayo,  y-a  que  la  fosfatasa  agregada  deberia  hidrolizar  tan  -

bisn  al  mrmp.

La  mezcla  de  reacci6n  contenia un  volunen  final  de  0,6  ml:

amortiQ,uador  Tris-Hcl  pH  7,0,   100  rmM;  ATP  5  m\[;  ^\tsc1,   5  mM;
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MVA-PP  0,41  "  (2,45  .i  105  cpm/iimol).     La  mezcla  antei.ior,  conteni-

da  en  tubos  c6nicos  cerrados  con  tapones  de  goma,  se  preincubaba

5  min  a  30°,  y  la  reacci6n  se  iniciaba  agregando  entre  0,005  y

0,10  ml  de  descarboxilasa  pirofosfomev-al6nica.    Posteriomente  se

incubaba  10  Inin  a  la  mislna  telxperatura,  y  la  reacci6n  se  detenia

agregando  5,5  unidades  de  fosfatasa  alcalina  de  intestino  de  terne-

ro  disuelta  en  0,5  ml  de  Tris-Hcl  1  M pH  8,4  e  incubando  par  otras

dos  horas en iguales  condiciones  de  teITpera.tura.    AI  t6rmino  de  las

dos  horas,  1os  tubos  se  I)onion  en  hielo  y  enseguida  se  procedia  a

extraer  con  dos  voli'rmenes  de  1  ml  de  6ter  de  petr6leo   (p.eb.   +0-

60°).     Los  tubos  se  agitaban  vigorosamente  en  un  agita.dor  \-ortex  y-

se  centrifugaban por  5-10  min  a  1500  .i  g  en  rna  centrifug:].  `i.e  sobre-

mesa  a  temperatura  alhoiente.    La  radiactividad  se  media  en  i  `ml  de

las  fases  hexinicas  adicionfndolo  a un  frasco  de  c6xputo  de  20  ml

de  capacidad  que  contenia  3  ml  de  liquido  de  centelleo.    Tbdos  los

valores  que  se  informan  son, el  pl.omedio  de  por  lo  memos  dos  detel`-

Ininaciones.  Los  controles  de  tiexpo  cero  fueron  inactivos.

Se  coxprob6 ,  usando  descarbo.Tilasa  pirofosfomei.-c-.16nica  de

higado  de  polio  de  actividad  especifica  6,3  U/mg  de  prote±m,  Clue

este  ensayo  era  lineal  hasta  los  20  min  \-  1os  5  ._g  de  D2-oteina.     Se

debe  hacer  notar,  respecto  a  este  ensa}-o,  que  mide  s6lo  uriL?  i-1.acci6n

de  la  actividad  descarboxilasica  debic].o  a  la  volatili-ia.d  `=:ei  IDOH.

th  cgran  ndrero  de  obseIvaciones  reali=edas  permite  coricluii-  iiue  la

activ-idad medida  por  el  ensayo  fad.iactivo  es ,  a.pro.`ilrEdanente,  un

20%  de  la  medida  usando  el  ensayo  espectrofotoIT.€ti-ico  descrito
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aptes.    Las  Lmidades  de  actividad  erizirftica  son las  .mis]nas  que  las

usadas  en  el  ensayo  espectrofotorfetrico ,

2.4. 5.  Ensayo  radiactivo  de  la  descarboxilasa  p.irofosfo.me.va.16nica

de  higado  de  rata.

Este  ensayo  era  esencialnente  itqual  al  ensay-a  radiactivo  uti

lizado para  la  enzim  de  higado  de polio,  eI{cepto  ci.ue  el  nedio  de

reacci6n  contenia  en  un  volunen final  tanbi6n  de  0,6  nil:  arortigun-

dor  acetate  de  sodio  pH  4,9  100  mM;  Mgc12  51";  ATP  5  Irful;   2-mercap-

toetanol   10  |";   [2-]4C]   i\IVA-PP  0,68  mlM  \(2,45  .i  105  cpm/quol),  y  0,4

a.  0,6  mg  de  proteina.     El  ensayo  se  realizaba  durante  15  min  a  37Q,

al  igual  que  la posterior  hidr61isis  de  dos  horas  con  fosfatasa  al-

calina.    El  ensayo  es  lineal  hasta  los  50  min y  1,2  mg  de  proteina

(Jabalciuinto  a  Cardemil,   1980) .  Se  collprob6  que  la  adici6n  de  rna.yor

cantidad de  fosfatasa no  generaba IInyor  radiactividad  soluble  en
\

el  hexano,  por lo  que  debia  ser  suficiente para  hidrolizar  todo  el

Ippp  folrmado.  La  unidad     de  actividad  enziritica  corresponde  a  la

cantidad  de  enzina necesaria para producir  1 nmol  de  Ippp/min  en

las  condiciones  del  ensayo.

2.5.    Jleterminaci6n  de  protefnas

La  concentraci6n  de  proteinas  se  determin6  por  los  siguien-

tes  nftodos:  a)  m6todo  del  biuret   (Gomall,   19+9)   en  la  estimaci6n

del  contenido  de proteinas  de  extractos  cnldos,  fracciones  preeipi

tadas  por  sulfato  de  aronio   ®revianente  dializades) ,  fracciones

obtenidas  luego  del  paso  por  columas  de  I)ERE-celulosa,  y  sobrena-

dante  de  43.000  x  g  de  holrogeneizados  de  higado  de  rata;
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b)  absorbancia  a.  280  rm,  pa.ra`  el  ana|isis  re|ativc)  de  e|uidos  de  co-

|umas  cromtograficas ;  y  c)  microrfetodo,  que  permite  anali=ar  IIues-

tra.s  con  bajo  contenido  de proteinas  o  que  contienen  cont.drantes

core  glicerol,  Tris+K=1,  2|merca|)toetanol,  que  interfieren  con  el

lrfetodo  de  Loivry.   Se  utiliz6  el  m6todo  de  Bensadoi`n  y-1\ieinstein   (1976)

segrfu  lo  describe Alvear  (1981),  y  que  consiste  en precipitar  las  pro

teinas  con  TCA  en presencia  de    deso_`icolato      cuantificandolas  luego

por  el  m6todo  de  Lowry.

2.6.    Medici6n  de  radiactividad.

Las  nediciones  de  radiactividad  se  efectuaron  en  un  contador

de  centelleo  liquido  Beckman  3150P.     Se  utilizaron  frascos  de  c6xpu

to  de  20  ul  de  capacidad,  con  3  6  10  ml  de  liquido  de  centelleo  pa-

ra  mestras  he.xanicas  o  acuosas,  respectivamente.    El  liquido  de

centelleo  fue  rna  soluci6n  collpuesta  de  PPO  4  g,  POPOP  0,125  g,

100  ul  de  etanol  y  llitro  de  tolueno  a)ara  rmestras  heiicfnicas),  o

bier  de  PPO  4  g;  POPOP  0,125  g;  400  Iud  de  etanol  y  llitro  de  tolue

no  a)ara  "estas  acuosas).    Las  mestras  contadas  fueron  de  hasta

i  ml  para.  Ios  voldmenes  arriba  nencionados.    No  se  realizaron  cur-

vas  de  calibraci6n para  []4C]  I)or  no  disponer  de patrones  radiaGti

vos,  y  debido  a  6sto  todas  las  radiactividades  se  a.xpresan  en  cpm.

2.7.     Estudios  con  ratas.

En  todos  los  estudios,  salvo  clue  se  indique  lo  cop.tra.rio,

se  usaron  ratas  nEchos  cnyo  peso  fluctuaba  entre  150  -  250  g

de  la  cepa  Sprague-mwley,    Inantenidas  con  un  pei`iedo  Ee  lu=

desde  las  8:00  a.in.   a  las  8:00  p.in.       Los  anilmles  se  €].lip.enta-

ron  con rna  dieta  basal  conteniendo  aproximadsmente  20%  de
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proteina,   3,5%  de  lip.idos,  6%  de  fibras,  67%  de  hidratos  de  carbo-

no,  y  rna  mezcla.  de  minerales  y  vitamjlias   (+uimentos  Balanceados,

Santiago) .    Los  animates  se  sacrificaron por  dis|ocaci6n  ce]:vical.

2.7.1.  Preparaci6n  de,  homogeneizados  de  higado  de  rata

Los  higados  se  extrajeron  de  los  animles  iunediatalnente

despots  de  IIuertos,  se  lavaron  con  fosfato  de potasio  100  "

pH  7,0,   2-mercaptoetanol   10  nd\/I,  EHIA  1  m\[,  y-se  horogeneizaron  en

dos  voldmenes  del  mismo  alrortiguador  durante  30  segundos  eel urra  j±

guera  con  vaso  de  acero.    Los  homogeneizados  se  filtraron por  va-

rias  capa.s  de  gasa.y  lama  de  vidrio  y  se  centrifugaron  a  43.000  x  g

durante  1  hora  a  4°.    Los  sobrenadantes  se  filtraron por  lena  de

vidrio  para  renDver mterial  1ipidico,  y  se usaron  inmediatamente.

2.7.2.  Determinaci6n  de  la  glucosa  sanguinea

Para  la  determinaci6n  de  la  concentl`aci6n  de  |a  glucosa  sam

guinea,  se  extrajo  sangre por punci6n cardfaca  de  los  animales  li-

geramente  anestesiados  con  6ter  etflico,  y-  se  analiz6  por  el  m6to-

do  de  la neocixpro'ma   CBittner y dyfaming,  1967)  en un  armlizador  au

tolrfitico  Technicon Auto  Analyzer  11.

2.7.3.  Efecto  de  la  diabetes  en la  actividad de  la.s  quinasas  meva-

16nica  y  fosfomeval6nica  y  de  la  descarboxilasa  pirofosfome

val6nica  de  higa.do  de  rata

th  grupo  de  ratas  se  inyect6  con  2  al  de  arortiguador

citrato    de  sodio  30  rrM,  pH  4,5.    th    segundo  grixpo  se  inyect6

con  estreptozotocina   (60  II}g/kg)   en  el  misro  alrDrtiguador  que
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a`rriba,   segrfu  lo  descrito  por  NepQkroeff  a  col.   (1974),    fu  cabo

de  9  dlas,   se  toma`ron  6  rata.s  de  cada  glxpo,  y  se  aTializ61a  glucg

sa  sangu`mea  colno  se  describi6  antes.    fl  d6ciro  dia,  se  sacrific±

ron  los  restantes  anilmles  y  se  anali=al`on  las  actividades  enz±m£-

ticas  como  se  describi6  err  la  seeci6n  2.4.2.

2.7.4.  Efecto  de  la  alinentaci6n  con  dietas  conteniendo  2%  de  co-

1esterol  o  3%  de  colestiramina  en  las  actividades  de  las

quinasas  neval6nica y  fosfolneval6nica y  de  la  descarboxilasa

pirofosfoneval6nica  de  higado  de  rata

Para  este  experimento,  se  tonElron  3  grupos  de  ratas  de  6

anilmles  cada uno.    El  gmpo  control  I.ecibi6  su alilrmtaci6n usual

descrita  nfis  arriba,  excepto  que  se  ofreci6  rolida  a  los  anilTales.

El  gripo  con  colesterol  reeibi6  su  alinento  Irolido  conteniendo  2%

de colesterol.    El  gxpo  con  colestiramina  recibi6  su alinento  mD-

1ido  y  nezclado  con un  3%  de  colestiramina.    AI  cabo  de  6  dias,

todos  los  animles  se  sacrificaron y-  se  analiz6  1a  actividad de

las  enzi]TEis  hep6ticas  colno  se  describi6  en  la  seeci6n  2.4.2.

2.7.5.  Efecto  del  ayuno  por  48  horas  en  la  actividad  de  las  quina-

sas  meval6nica y  fosfoneval6nica y  de  la  descarboxilasa I]i-

rofosfomeval6nica  de  higado  de  rata

Para  este  experinento,  se  tons  un  gllxpo  de  rotas  control  que

recibi6  1a  dieta nornd,  y  otro  gnlpo  que  fue  a}|mado  que  s61o  tuvo

acceso  al  agua.    Los  dos  grupos  se  _caci`ificaron  a  las  i8  horas,  y  se
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analiz6  |a.  actividad de  las  enzims  hep€tica`s  coxp  se  describi6

en  la,  secci6n  2.4.2.

2.7.6.  Relaci6n  entre  el  sexo  del  anilml  y  la  actividad de  las  qui

nasas  ]neval6nica y  fosfomeval6nica y  de  la  descarboxi|asa

pirofosfolne'val6nica  de  higado  de  rata,

Para  ver  la  rela`ci6n  entre  el  sere  de  las  ratas y .1a  acti-

vidad  de  las  enzimas  en  estudio,  se  analiza.ron  estas  a,ctividades

en un  glupo  de  ratas  machos  y  otro  de  henbras.    I.as  actividades

enzindticas  se  analizaron  colro  ya  se  describio`  en    la  secci6n

2.4.2.

2.8.    Analisis  estadistico  de  los  datos.

Todos  los  datos  |]ara  los  ouales  hay  3  o  .rds  experinentos

individrales  se  expresan com  la  media  i error  estfudar   y,  cuan-

do  es  apropiado,  se usa  la pmeba  de  sign,ificaci6n  del  t  de  Stu-

dent .

Todas  las  rectas  repi`esentadas  en  los  graf icos  ham  sido

trazadas  por el  n6todo  de  los  cuadrados  mfniros,  salvo  que  se  indi

que  lo  contrario.

2.9.    Preparaci6n  de  materiales  para  cromtografia

Todos  los  materiales  usados  se  procesaron  sec>rfu  las  instnic

clones  que  dan  los  fabricantes :  DEAF-celulosa  }-fosfocelulosa   (Ca-

tilogo  whatman) ;   Saphadex  G-10,   G-25  }-G-200   (cat€ilogo  Phar7racia

Fine  Chemicals,   1979) ;  hidroxilapatita   (Catalogo  Bio  Rad,   1976) .
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Azul  de  dextrano-Sepharose  fue  donado  gentilmente  por  la

Sra.  Antonieta Valenzuela  (Laboratorio  de  Bioquimica  General,  Fa  -

cultad  de  Ciencias  Bfsicas  y  Farmac6uticas,  thiversidad  de  Chile)   -

c|uien  lo  sintetiz6  de acuerdoal  m6todo  de  kyan y Vestling  (1974) .

Con  este  polimero  se  prepar6  rna  colirma  de  10  x  2,5  cm en  la  cual.

se  le  puso  abajo  lana  de  vidrio  y  sobre  6sta papel  filtro.    Se  car

96  1a  colirmia  con  el  azul  de  dextrano-Sepharose  que  se  encontraba

suspendido  en  acqua  destilada,  y rna vez  alcanzada  la  altura  desea-

da  se  lav6  con  varios  voldrenes  de  amortigr, ador  Tris-HC1  10  TIM

pH  7,0  y  EDIA  0,1  m\{.     Luego  se  11ev6  a  la  cfmara  fr±a,  donde  se

lav6  con  1  a  2  voldrenes  del  mismo  anortiguador  pero  conteniendo

ademas  glicerol  al  20%.     El  polimero  se  regener6  lavfndolo  con  5

volrfuenes  de  KC1  2  M,  1uego  con  5  voldrenes  de  urea  4  M,  y  final-

mente  con  agua  destilada hasta rna  conductividad  aproximada  de  al

rededor  de  0,01  rmho.

2.10.    Electroforesis  en geles  de  poliacrilamida.

2.10.1.  En  condiciones  no  desnaturantes.

La  electroforesis  en  condiciones  no  desnaturantes  se  rea-

1iz6  de  acuerdo  con  las  t6cnicas  usuales   (Gabriel,1971).     Se  pre-

pararon  geles  de  poliacrilamida  en  tubos  de  vidrio  de  13  cm  de  lar

go  y  0,5  cm  de  difmetl-o  intemo,  utilizfndose  un  aparato  Hoeffer

Scientific  Instrments  101.    El  gel  se  prepar6  en  acrilamida  al

7,5%  y  bisa.crilamida  al  0,02%  conteniendo  TnHD  al  0,0325   %   (v/v)

y  persulfato  de  anonio  al  0,025  %.    I,a  rmestra  se  aplic6  en  glice

rol  al  20%   (v/v), conteniendo  ademas  0,002  ml  de  azul  de  bromofenol
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al   0'05%.

El  anortigr> ador de  electroforesis  consist±a en Tris  25  " y

91icina  192  rfu.I,  pH  8,3.     Se  aplic6  corriente  constante  de  2,5  rnA

por  gel.    Los  geles  se  tiriei`on    2  horas  con  azul  de  Coomassie  al

0,25%  en  metanol  45%   (v/v),  6cido  ac6tico  10%   (v/v)  y  se  destifieron

ron  por  difusi6n  en metanol  5%   (v/v) ,  acido  ac6tico  7,59o.   (v/v-) ,  du

rante  24  a  +8  horas.    Los  registros  densitom6tricos  de  los  geles

fueron efectuados  en un  accesorio  de  registro  para  geles  acoplado

al  espectrofot6me,tro  Varian    Techtron  635,  a  600  nm  a  rna  veloci  -

dad  de  25  rm/inin.

Para  la  detecci6n  de  la  actividad  enzimatica  en  los  geles,

6stos  se  extrajeron  rapidanente  y  se  cortaron  ti`ansversalmente  con

iin bisturi  en segmentos  de  1,0  an  los  primeros  4  an desde  el  fren-

te,  y  luego  de  0,35  ali hasta  el  origen.    Cada  trozo,  cortado  en p±

quefios  pedazos,  se  transfiri6  a un tubo  c6nico,  el  que  contenia

0,6  ml  del  medio  para  el  ensayo  radiactivo  (secci6n  2.4.4.) ,  pero

sin  [3-[4C]   ivIVA-PP.     Despu6s  de  preincubar  los  tubos  5  min  a  30°,

se  inici6  la  reacci6n agregando   [3-L4C]  MVA-PP  o,o24  "  3  x  |o6

cpm/unol) ,  y  se  incub6  50  min  a  la  misma  teHperatura.    Luego  se  de

tu\,'o  1a  reacci6n  como  se  describe  en  la  secci6n  2.i.4.

2.10.2.   En  condiciones  desnaturantes.

La  electroforesis  en  condiciones  desnaturantes  se  realiz6

de  aciierdo  a  1\ieber  6  0s'Dom  (1969).     Ijas  proteinas  se  incubaron  a

37°  por  2  horas  en  arrorticquador  fosfato  de  Na.  10  m\l  pH  7,0  conte-

niendo  1%  de  SOS,   1%   (v/v)   de  2-mercaptoetanol  }-  20%   (v/v)   de
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91icerol,  y  luego  fueron  depositadas  en  geles  cilfndricos  de

0,5  x  13  cm  que  contenian  acrilamida  al  10%;  bisacrilalnida  0,27%;

TnED  al  0,15%   (v/v);  y  persulfato  de  amonio  al  0,075%.     La  elec-

trofol.`esis  se  realiz6  a  corriente  constante  de  8  rnA por  gel,  con

el  electrodo  positivo  en  la  camara  inferiol..    Los  geles  se  fijaron

en metanol  40%   (v/v)  y  acido  ac6tico  glacial  7%  (v/v)  durante  14  a

16  horas,  y  se   tifiei`on   durante  dos  horas  con  azul  de  Coomassie  al

0,25%  en  metanol  al  5%  (v/v).     El  destefiido  se  hizo  por  difusi6n

durante  24-48  horas  contra metanol  5%  (v/v) ,  acido  ac6tico  glacial

7,5%  (v/v).,    Los  registros  deusiton6tricos  de  los  geles  fueron

fectuados  como  se  describi6  paraL  los  geles  en  condiciones  na.tivas

secci6n  2.10.1.).

2.11.    Peterminaci6n del  peso..molecular  de  la  descarboxilasa pirofosfom±

val6nica  de  hfgado  de  polio.

2.11.1.  Por  filtraci6n  en  gel

El  peso  molecular de  la  enzima  se  determin6  de  acuerdo  a

^indrews  (1965).     Se  elinpac6  rna  columa  Pharmacia  de  2,6  cm  de  dif

metro  con  Sephade.i  G-200   (previamente  desaireado)   en  amortiguador

fosfato  de  potasio  0,025  M  pH  7,0;  KC10,20  M;   EDTA  0,1  rrM  hasta

una  altura  de  85  cm,  a  temperatura  ambiente.     Una  v-ez  empacado  el

polinero  se-puso  en  la  camara  fria  }-se  equilibr6  con  el  mismo

amoi`tiguador  a  ima  velocidad  de  18  mlthora  durante  72  horas;  1uego

se  invirti6  el  fluj-o  dejandose  a rna  \-elocidad  de  13,4  ml/hora  con

la  a}iida  de  rna  bomba  peristaltica,  durante  2+  horas.    Al  momento

de  aplicar  las  muesti`as  el  flujo  se  mantlIVo  a  la  misma  velocidad.
I
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Se  aplicaron  sucesivamente  2,0  ml  de  una  soluci6n  de  azul-dextrano

(2  mg/ml) ,  y  luego  proteinas  de  I)eso  molecular  conocido:    citocro-

mo  c  de  cot.az6n  de  buey  (12.400)   (Andrews,1964) ,  quinasa  pirdvica .

de  mdsculo  de  conejo   (237.000)   (catalogo  Worthington,1979) ;  sero-

albrfuina  de  bovino   (67.000)   (Andrews,1964)  y  deshidrogenasa  alco-

h61ica  de  levadura   (141.000)   (catalo.go  Worthington,1979).     Todas

las  muestras  fueron  aplicadas  en un volunen  de  2  ml,  colectindose

fracciones  de  2,4  ml.    Las  posiciones  de  eluci6n  de  los  diferentes

marcadores  se  determinaron midiendo  la  absorbancia  a  600  rm para

el  azul  de  dextrano,  a  412  nm para  el  citocromo  c  y  a  280  nm para

1£  seroalbrfuina.    La posici6n  de  eluci6n  tanto  pai`a  la  quinasa pi-
'

ravica  como  para  la  deshidrogenasa  alcoh61ica  se  detemin6    por

el  ensayo  espectrofotom6trico  de  actividad  (cat£1ogo  lv-orthington,

1979) .

2.11.2.  Por  gradientes  de  sacarosa.

Los  gradientes  de  sacarosa  fueron  preparados  entre  5  y  20%

en  arrorticquador  fosfato  de  potasio  10  " pH  7,0;  EDTA  0,1  ";

KC1  0,1  M  en  tubos  de  nitrocelulosa  de  5  ml  para  el  rotor  SW  SOL

de  la ultracentrifuga  Beckman.    Como  marcadores  se utilizaron  citg

clomo  c  de  coraz6n  de  buey  (12.400)   (chdrews,1964) ,  seroalbrfuina

de  bovino   (67.000)   (.indrerJs,1964) ,  deshidrogenasa  lactica  de  co-

ra=6n  de  bovino   (140.000)   (catalogo  Worthington,1979)  deshidroge-

nasa  alcoh61ica  de  h±gado  de  caballo   (83.000)   (Reed  6  Rilling,

1975).     Las  muestras  se  a.plicaron  en  amortigr, ador  Tris-HC110  nM;

pH  7,0  Kcl  0,1  M;   EDm  0,1  mM,  en  un  volunen  de  0,1  ml.     La  desca|

bo.<ilasa  pirofosfomeval6nica  fue  aplicada  separadamente ;  citocrcmo



43

c  y  deshidrogenasa  lactica  se  aplicaron  juntas  en un mismo  tubo,

al  igual  que  la  seroalbdrina  de  bovino  y  la  deshidrogenasa  alcoh6-

lica.    Se  centrifug6  durante  20  horas  a  135.000  x  g  en rna  ultra  -.

centrifuga  Beckman  modelo  L5-40  a  4°.     Terminada  la  centrifugaci6n

se  pincharon  los  tubos  y  se  colectaron  fracciones  de  a.proximadame±

te  0,2  ul   (12  gotas)  de  cada uno  de  los  3  tubos.     Esta  operaci6n

se  realiz6  en pieza  fria  a  4°.    A  cada  fracci6n  se  agregaron  0,8  ml

de  amortiguador  fosfato  de  |]otasio  10  " pH  7,0;   EI)TA  0,1 inM;I  KC1

0,1  M,  procedi6ndose  a  determinar  la  posici6n  de  cada  proteina  en

el  gradiente.    Citocromo  c  y  seroalbdrina  de  bovino  fueron  determi±

nados  por  su  absorc.i6n  a  412  y  280  nm,  respectivalnente;   1a  deshi  -

drogenasa  alcoh61ica,  1a  deshidrogenasa  lactica  y  la.  desca.rboxila-

sa  pirofosfomeval6nica  se  determinaron por  ensayo  enzimatico  de  aE

tividad usando  en  los  tre5  casos  un  espectrofot6metro  Cary  118C

provisto de registrador.

2.11.3.  Electrofol.esis  en  geles  de  poliacrilamida  en  presencia  de

dodecilsulfato  de  sodio

Se us61a  t6cnica  descrita  en  la  secci6n  2.10.2.    Se utili

zaron  como  marcadores  de  peso  molecular  mezclas  de  hemoglobinas  e±

trecruzadas  de  pesos  moleculares  16.000,   52.000,   48.000  y  64.000,

obtenidas  de  Sic,rna  Chemical  Company,   EE.UU.

2.12.    Determinaci6n  del  punto  isoel6ctrico  de  la  descarboxilasa  pirofos-

fomeval6nica

Para  la.  determinaci6n  del  punto  isoel6ctrico  se  utiliz6  1a

t6cnica  del  cromatoenfoque  en  columa.     El  polimero   (PBE  94,
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Pharmacia  Fine  Chemicals)   se  suspendi6  en  imidazol  25  mM pH  6,4;

EDTA  0,1  inM,  se  desgasific6,  y  luego  se  mont6  una  columa  de  1  x  14

cm,  que  |]osteriormente  se  equilibr6  a  4°,  1avindola  con  15  volrfue-

nes  del  lnismo  anortigr> ador.     La  rnuestra  (6,6  unidades  de  descarbo-

xilasa.  pirofosfomeval6nica proveniente  de  la  etapa  de  P-celulosa

conteniendo  10  mg  de  prote±na,  en un  volunen  de  25  ml  del  Inismo

ariiortiguador)  se  aplic6i con un  flu]-o  de  50  ml/hora,  para  luego

eluir  la  columa  con  100  ml  de  Polibuffer  74  pH  4,0,  al  mismo  flu-

jo.    Se  recogieron  fracciones  de  3  ml  en  las  que  se  midi6  el  pH y

a  las  cuales  irmediatanente  despu6s  se  les  agreg6  0,5  ml  de  fosfa-

to  de  potasio  1  M!pH  7,0.     Luego,   se  determino' 1a   absorbancia  a

280nm }.-la  activichd  enzilr£'tica  a  cads  fracci6n.

2.13.    beterminaci6n de  parametros  cin6ticos.

Los  estudios  se hicieron  eusayando  la  actividad  de  la des-

carboxilasa pirfosfomeval6nica For  el  ensayo  espectrofotom6trico ,

descrito  en  la  secci6n  2.4.3.     Las  Kin verdaderas  para  el  i\IVA-PP  y

el  ATP  fueron determinadas  preparando  varios  medios  de  reacci6n

que  contenian  cantidades  constantes  de  amortiguador  Tris-Hcl  pH  7,0,

KC1,  NiAI),   PEP,  PK y  LDH  (ver  secci6n  2.4.3.)  y  cantidades  variables

de  .\TP  y  }1g+2   (este  tiltimo  se  mantu+-o  siempre  5  m\il  sobre  el  ATP,

de  modo  que  la  concentraci6n  de  }1g+2  1ibre  en  el  medio  fuera  cons-

tante,   seorfu  lo  descrito  |]or  Storer  6    Col.nish-Bor`-den,1976).
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2.14.     Efecto  de  metales  bivalentes

El  efecto  de  la  concentraci6n  del  Mg+2  se  determin6  varian-

do  la  concentraci6n  del  metal  a  concentraciones  constantes  de  ATP

y  de  dylv-A.-PP.     En  este  caso,  se  us6  el  ensayo  radiactivo  descrito

en  la  secci6n  2.4.4. ,  ya  que  la  quinasa pirdvica  requiere  de  Mg+2

para  su  actividad,  y  esto  inposibilita  el  uso  del  ensayo  espectro-

fotom6trico.    Para  establecer  si  otros  iones  metalicos  pod±an  Teem

plazar  a Mg+2  en  la  reacci6n,  se  reexplaz6  6ste  I)or  los  clomro  de

ivin+2,  co+2,   zn+2,  cd+2  o  Ba+2,1os  que  se  probaron  a  rna  concentra

ci6n  de  5  Irfu[.     Se  realizaron  controles  con  EDTA  2  nrfu`I  y  16  mM.

2.15.    Efecto  del  pH  sobre  la  actividad  de  la  de±carbo.`ilasa  pirofosfome-

val6nica  de  higado  de  polio.

El  efecto  del  pH  en  la  actividad  enzimatica  se  dete.rmin6

efectuando  el  ensayo  radiactivo  en anortiguadores  100  mu entre

pH  2,18  y  8,85.    Se  utilizaron  los  sigr> ientes  amortiguadores:

91icina-HC1,  acido  ortofosf6rico -KOH,  acido  f6rmico-KOH,  6cido

citrico-citrato  de  sodio,  RES-HC1,  Tris-HC1.

2.16.    Estabilidad   de  la  descarboxilasa pirofosfomeval6nica de  higado  de

polio  en  funci6n  del  pH.

La  enzima  se  inciib6       10  min  a  0°  en  un  volunien  final  de

0,06  ml  conteniendo  los  siguientes  amortiguadores  100  rmM  entre

pH  2,12  y  8,85:   Kcl-Hcl,  glicina-HC1,  £cido  f6rmico-KOH,   acido  ci-

trico-citrato  de  sodio,  }IES-HC1,  Tris-HC1.     La  actividad  remanente

se  ensay6  en una  alicuota  de  25  ul  por  el  m6todo  radiactivo.
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2.17.     Inhibici6n  de  la  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  de  higado  de

polio  por citrato,  fosfato y  ftalato

La  actividad  enzimatica  se  midi6  |]or  el  m6todo  radiactivo  en

presencia  de  alnortiguadores  acido  c±trico-citrato  de  Na  (pH  3-6,4) ,

acido  ftalico-KOH  (pH  2,65-4)   o  fosfato  de  K  (pH  6-7,4),  a  concen-

traci6n  100  mM.

2.18.    Efecto  de  coxpuestos  sulfhidrilos  sobre  la  estabilidad  de  la  des-

carboxilasa pirofosfomeval6nica de  higado  de  polio

El  efecto  de  2-mercaptoetanol  Se  estudi6  con  enzima prove-

niente  de  azul-dextrano-Sepharose   (act.   esp.   3,9 'U/mg) ,  en  amorti-
'

guador  fosfato  de  K  10  nM  pH  7,0;   EDTA  0,1  nM.     Se  tomaron  alicuo-

tas  de  1  ml  conteniendo  40  mu,  que  se  dejaron  en presencia  y  ausep:

cia  de  2-nercaptoetanol  10  nth.I  a.  4°.     Se  realizaron duplicados  con-

teniendo  0,68  mg  de  albdrina de bovino,  con  el  efeeto  de  ver  la

influencia de  la  concentraci6n de prote±nas  en  la  estabilidad  de

la  enzima.    La  actividad  se  ensay6  por  el  m6todo  espectrofotom6tri

co  en  alicmotas  de  0,05  a  0,1  ml.

2.19.    Especificidad de nucle6tido  de  la  descarboxilasa pirofosfomeval6ni

ca  de  higado  de  polio.

Para  establecer  si  otros  nucle6tidos  podian  reexplazar  al

ATP,   se  reexplaz6  este  por  GTP,  UTP  o  CTP  en  el  ensay-o  radiactivo

usual .
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2. 20.    i\fodificaci6n  de  la  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  de  higado  de

polio  por fenilglioxal

2.20.1.   Reacci6n  de  inactivaci6n

La  enzima  se  dializ6  4  horas  contra  \/-arios  cambios  de  TEA-

Hcl  100  ITM,  pH  8,15  conteniendo  0,1  mM  EDTA.     El  fenilglioxal  se

prepar6  en  el  mismo  amorticquador  y  se  guard6  congelado.    A  la  solu

ci6n  de  enzima  en  amortigrador  TEA,  preincubada  a  30°,  se  le  agre-

96  el  fenilglioxal  a  la  concentraci6n  requerida.    A  tiempos  adecua

dos  se  tomaron  alicuotas  de  0,025  ml  para.  el  ensayo  irmediato  de

la  actividad por  el  m6todo  espectrofotoln6trico.    El  control  consis

ti6  en  otra muestra  de  enzima  tratada  en  forma  similar  a  la  cual

se  agreg6  el  mismo  volunen  de  solvente  en  vez  de  fenilglioxal.    El

efecto  de  la  concentraci6n del  reactivo  se  determin6  incubando  la

enzima  con  concentraciones  de  fenilglioxal  que  variaron  desde

1,29  x  10-4  M  a  1,o3  x  |o-3  M.

2.20.2.  Efecto  protector de  los  sustratos

El  efecto  de  los  sustratos  en  la  reacci6n de  inactivaci6n

se  prob6  incubando  la  enzira  con }IVA-PP  o  con ATP  en presencia y

ausencia  de  i\is+2.     Paralelamente  se  via  el  efecto  de  iMg+2  en  la

velocidad de  inactivaci6n y se hicieron  controles  de  la  enzima  tra

tada  con  fenilglioxal  y  de  la  enzima  incubada  con  cada  uno  de  los

sustl.atos  en  ausencia de  fenilglioxal.

El  efecto  de  la  concentraci6n  de  los  siistratos  en  la  reac-

ci6n de  inactivaci6n  se  determin6  variando  su  concentraci6n  en  au-

sencia  de  }[g+2.     EI  MVA-PP  se  vari6  entre  1,1.<  10-6M  y-1,68  x  |o-5M,
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y  el  ATP  entre  1,95  x  10-4M  y  4,88  x  10-h{.

2.20.3.   Kin  aparentes  para  la  enzima  modificada

Se  determinaron  las  Kin  aparentes  pal`a  ambos  sustratos  con

la  descarboxilasa I)irofosfomeval6nica  parcialmente  inactivada por

ferilglioxal.    Para.  ello,  1a  enzima  se  trat6  con  fenilglioxal  a

rna  concentraci6n  final  de  4,5  .x  10-4  M y  se  incub6  a  300  durante

10  minutos.    La  reacci6n  se  detuvo  filtrfndola  irmediatanente  par

rna  colirma  de  Sephadex  G-10  de  20  x  1  eni  equilibrada  en  Tris-HC1

0,1  M pH  7,8,  conteniendo  0,1  ITM  EDTA.     La  collrma  se  eluy6  a  teE

peratura  ambiente,  recogi6ndose  fracciones  de  1  ml  en  las  que  se

analiz6  1a  actividad  enzimatica..    La misma  columa,  rna  vez  lavada

con  10  volrfuenes  del  mismo  amortigr> ador,  se  us6  para  filtrar  otra

alicuota de  enzima  (no  tratada con  fenilglioxaD , la que  se  colect6

y analiz6  de  igual lnanera que  antes  y constitu}-6  el  control.

Las  Kin aparentes  se  determinaron  en  las  miestl`as  de  enzima

eluldas  de  la  colunma.    En  la  determinaci6n  de  la  Kin  aparente  pal`a

el  MV:A-PP,  su  concentraci6n  vari6  entre  3,3  .x  10-6  M y  9,9  x  |o-5M,

manteniendo  las  concentraciones  de  AIP y }ts+2  fijas  en  4,9  x  10-h¢

y  1  x  10-2M,  respectivamente.    Cuando  se  detemin6  1a  I+in  aparente

para  .iTP,  6ste  se  vari6  entre  1,96  .\-10-4  M y  4,9  x  10-5M,  mante-

niendo  la  concentraci6n  de  i`g+2  5  x  10-5  iv sobl-e  la  ii.e  .\TP,  y  la  de

}n-.i-PP  fija  a  9,9  x  io-5  t\[.



REsuLTAros

3.1.       Efecto  de  la  diabetes,diversas  dietas,  y  sexo  del  animal  en  la  ac-

tividad  de  las  quinasas  meval6nica y  fosfomeval6nica  y de  la  descar

boxilasa  pirofosfomeval6nica  de  higado  de  rata.

3.1.1.  Efecto  de  la  diabetes

Para  estudiar  el  efecto  de  la  diabetes  en  las  quinasas  meva

16nica y-  fosfomeval6nica y  en  la  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica

de  higado  de  rata,  se  tom6  un  grupo  de  12  animales  a  los  que  se  in

yect6  estreptozotocina  (60  mg/Kg) ,  y  otro  grupo  tambi6n  de  12  anima

les  a  los  que  se  inyect6  citrato  30  nM,  pH  4,5,  como  control,  segtin

se  describe  en  fyfateriales  y  M6todos   (secci6n  2.7.3.).     th  tratamien

to  similar .a  6ste  produce rna disminuci6n  sigriificativa  en  la velo-

cidad  de  incolporaci6n  de   [2-L4C]  MVA  a  colesterol  por  homogeneiza-

dos  de  higado  de  ratas  diab6ticas,  a  los  14  d±as  despu6s  de  haber

inyectado  estreptozotocina,  acoxpafiada  de  altos  niveles  de  glucosa

plasndtica  (Cayen  a  col.,1975).

Para  coxprobar  que  efectivamente  en  el  caso  que  se  describe

se  habia  producido un  estado  diab6tico,  se lnidi6  el  nivel  de  glucg

sa  sangr> iinea  en  6  ratas  control  y  6  tra.tadas  a  los  9  dias  despu6s

de  habel`  inyectado  la  estreptozotocina.    Los  niveles  encontrados

(tabla  2)  indican  que  el  gnlpo  tratado  tenia  niveles  de  glucosa  cir

culante  significativamente  aumentados.    Por  lo  demas,  el  estado  dia

b6tico  }.-a  se  habia  apreciado  por  el  gran  consuno  de  agua  y  poliuria

de  los  animales  tratados.    En vista  de  estos  resultados,  se  decidi6
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Tabla  2.  Niveles  de  glucosa p|asmatica  en  rates  controles  y-diab6ticas.

Grxpo Peso  ratas                                   Glucosa  plasmatica

(8)                                                          (mg/100  ml)

Control       (6)

Diab6tico   (6)

225   :     3,6

19o   :  14

156   i     6;8

515   i  45,2*

Los  dos  grtxpos  de  ratas  se  inyectaron ya  sea  con rna soluci6n de  estrep-
tozotocina  en  amorticqu> ador  citrato   (grupo  diab6tico)  o  s6lo  con  amortigua-
dor  citrato  (grxpo  control),  como  se describe  en  la  secci6n  2.7.5.    .u  ca-
bo  de  9  dfas,  se  exti`ajo  sangre  de  los  animales  por punci6n  cardiaca  bajo
anestesia  suav-e  con  6ter  etilico,  y  se  determin6  la  concentra.ci6n de  gluco
sa  segrfuse  desci`ibe   en  la.  secci6n  2.7.2.     El  ndrero  de  aninales  se  e.xpre-
sa  entre par6ntesis.

*  Significativamente  diferente del  control  (P  <  0,001)
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s_a`Grificar  los  ani.mles  al  dia  siguiente  (10  dials  despr€S  de  inicia
.

do  el  tratalniento) ,    Ijos., resultados  obtenidos  se  presentan  en  la.  ta

bra  3,  en  la  que puede  aprecia`rse  que  la,  actividad de  las  tres    enzi

nEs  disminuye  significativalnente  en  ratas  diab6ticas ,    I)isminucio-

nes  esencialm.ente  similares  se  obtieneri  si  se  expresan`  1as  activida

des  enzindticas  collp  U/.higado  o  U/100  g  de  rata.    Las  dismin`uciones

observadas  en  las  tres  actividades  enzindticas  medidas  son.  co]npara-

bles  a  la  disminuci6n  en  la  velocidad de  sfntesis  de  estero|es  a

paltir de   [2-]4C]  in en holrogeneizados  de  higados  de  rata`s  diab6-

ticas   (Cayen  6  col.,1975),  pero  no  son  tan  marcadas  co]no  la  dis-

minuci6n  en  la  actividad  de  la  reductasa  de  liRETCoA observada  en  ho

rmgeneizados  de  higado  de  ratas  7  dias  despu6s  de  la.  inyecci6n  de

estreptozotocina   (Brown  a  col.,1979),  que  cae  al   7%.

3.1.2.  Efecto  de  la  alinentaci6n  con  dietas  conteniendo  2%  de  co-

1esterol  o  3%  de  colestiramina

Para  estudiar el  efeeto  de las  distintas  dietas  en  las  tres

actividades  enziJlfiticas  de hfgado,  se  alimentaron  tres  gnipos  de

animles  con  dieta norml,  o  conteniendo  ya  sea  2%  de  colesterol

o  3%  de  colestiramina,  como  se  describe  en  la  secci6n  2.7.4.  Los

ani]Tales  se  sacrificaron  al  cabo  de  6  dias,  y  los  resultados  obte

nidos  se  nuestran  en  la  tabla  4.  Puede  verse  que  todas  las  activi

dades  enzindticas  analizadas  aumentan  sobre  el  valor  del  gripo  con

trol  en  el  caso  de  las  ratas  alimentadas  con  3%  de  colestiramina,

en  tanto  que  se  aprecia  el  efecto  opuesto  cuando  se  co]nrparan  los

valores  del  grxpo  control  con  los  del  gmpo  alimentado  con  2%  de
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colesterol .

Los  cambios  en  las  actividades  enzimaticas  medidas  siguen  la

misma  direcci6n  que  los  observados  para  la  I`eductasa  de  F"G-Cch

(Brown  6  col. ,  1979) ,  y para  la  tiolasa  de  acetoacetil-CoA y  la  sip

tetasa  de  rftylG-CoA  citos61icas   (Clinkenbeard  6  col. ,1975) ,  medidas

en  el  higado  de  ratas  en  condiciones  similares  de  alimentaci6n.

3.1.5.   Efecto  del  ayuno

En  este  caso,  se  analizaron  las  tl`es  actividades  enzimfticas

en higado  de  ratas  controles  y  de  ratas  ayunadas  por  48  horas,  tal

como  se  describe  en  la  secci6n  2.7.5.    Los  resultados  obtenidos

(tabla.  5)  evidencian  que  tanto  para  las  quinasas  meval6nica  y-  fosfg
•meval6nica  como  |]ara  la  descarbo.`ilasa  pirofosfomeval6nica  los  niv±

1es  de  actividad son  sicm,mificati\.-anente menores  con  respecto  al  con

trol  en el  glupo   ayunado.

El  hallazgo  de  la menor  actividad para  las  quinasas  meval6ni

ca y  fosfomeval6nica  en h±gado  de  ratas  ayunadas  se  contrapone  con

lo  commicado  por  Slakey  a  col.     (1972),  quienes  li.o  observaron va-

riaci6n  en  estas  dos  actividades  enzimaticas  hepfticas  en rates  so

metidas  a  una  situaci6n  similar.    Es  de hacer notai`,  sin  embargo,

que  el  ensayo  utilizado  por  Slakey-6  col.   (1972)   I-ue  difel`ente  al

expleado  por  nosotros,  ya  que  ellos  usaron  im  ens`a.y-o  espectrofoto-

m6trico  para medir  estas  enzimas  y  en  este  traba.io  se  ha  usado  un

ensayo  radiactivo.     El  ensayo  de  Slake}.-y  col.   (1973)  es  esencial-

mente  igr, al  al  ensayo  utilizado  en  esta  tesis  pare  la medici6n  es-

pectrofotom6trica  de  la  actividad  de  las  quinasas  me\]-al6nica y
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fosfomeval6nica.en  eluidos  de  DEAF-celulosa  (secci6n  2.3.1.) ,  y  pr±

senta  el  grave  inconveniente  de  ser  interferido  For  la presencia

de  fosfatasas  y  oxidasas  de  NADH presentes  en  extractos  cnidos.

En un rintento por  tratar  de  explicar  la discrepancia  entre  nuestros

datos  y  los  de  Slakey  a  col.   (1972) ,  tratamos  de  medir  las  quinasas

meval6nica  y  fosfomeval6nica,  tanto  en  el  sobrenadante  de  43.000  x  g

usado  por  nosotros  o  en  el  de  105.000  x  g  expleado  por  los  autores

anteriores ,  utilizando  exactamente  las  condiciones  experinentales

descritas  I)or  ellos.    Este  intento,  sin  embargo,  no  tuvo  6xito  ya

que  la  velocidad  de  consuno  de  NADH  debida  a  la  presencia  de  enzi-

mas  con+inantes  no permiti6  1a  detecci6n de  la  actividad  de  las

quinasas.i    Los  valores  de  actividad  de  la  quinasa  mev-al6nica  que  se

Yen  en  la  tabla  5  representan  alrededor de un  8%  de  la  actividad de

las  enzimas  contaminantes,  de  acuerdo  a  la velocidad  de  consuno  de

NAI)II  medida  en varios  ensayos   (1a5  velocidades  de  consuno  de  NADH

variaron  entre  110  y  135D rmoles  min-1  mg-1).    Estos  datos  sirven

para visualizar  las  dificultades  e  inexactitud del  ensayo  espectrg

fotom6tl.ico  cuando  se  usa  en  extractos  cmdos,  y  explica  la  axplia

aceptaci6n  del  ensayo  radiactivo  cuando  se  hen  analizado  estas  en-

zius  en  extractos  de  higado  de  rata  (Ranachandran  6  Shah,1976) ,

de  higado  de  conejo   Qfarkley  6  Smallman,1961),  de  higado  o  rifi6n

de  polio   (Garcia-Peregrin  6  col.,1978;  Linares  6  col.,1980),  de

te]-idos  vegetales   (Gra.y  6  I(ekwick,1973; I.oomis  6  Battaile,1963) o de

8lfndulas  slxprarrenales      de  rata   (Balasubralnaniani  8  col. ,1978).

La menor  actividad  observada  para  la  descarboxilasa  pirofos

foneval6nica  en  los  extractos  hep6ticos  provenientes  de  ratas
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ayunadas  observadas  en  este  trabajo  es  perfectalnente  corrparable  con

los  valores  dados  por  Slakey  6  col.   (1972)  para  esta  enzima  en rna

situaci6n  similar  en  que,  ademas,  se  us6  basicamente  el  mislro  ensa

yo  para  su medici6n.

Con  los  datos  presentados  en  la  tabla  5  se  colrpleta  la  in  -

formaci6n  respecto  al  efecto  del  ayuno  sobre  la  actividad de  todas

las  enzi]nas  que  catalizan  etapas  de  la  ruts.  biosint6tica  del  coles

terol  entre  acetil  CoA y  esclialeno   (Clinkenbeard  6  col. ,1975;

Brown  6  col.,1979;   Slakey  8  col.,1972).     Todas  estas  actividades

enzindticas  presentan valores  ba]-o  1os  basales  en  el higado  de  ra-
t

tas  ayunadas  por  48  horas.
i

3.1.4.  Acti`-idad  de  las  quinasas  meval6nica  y  fosfoneval6nica y  de

la  descarboxilasa  pirofosfomeva.16nica  en h±gado  de  rates  machos  y-

hembras .

El  an£1isis  de  estas  actividades  enzimaticas  revel6 marcadas

diferencias  entre  los  valores  obtenidos ,  dependiendo del  sexo  del

animal.    Como  se  ve  en  la  tabla  6,  1a  quinasa  fosfomev-al6nica y-1a

descarbo.rilasa pirofosfomeval6nica  tienen mayor  actividad  en  el  hi

gado  de  ratas  hembras,  en  tanto  que no hay variaci6n en la activi-

dad  de  la  quinasa  meval6nica.     Los  datos  obtenidos  plo.ra  la  quinasa

fosfoTne\t-al6nica  y para  la  descarboxilasa  pirofosfome\-al6nica.  en  ra

tas  hembras  son  comparables  a  la  mayor  actividad  ljie  la  rediictasa

de  HiG-Col  en  homogeneizados  hepaticos  provenientes  de  rates  hem-

bras  tanto  nomales  como  alimentadas  con rna  dieta  conteniendo  co-

1estiraminat  (Carlson  6  col. ,1978) ,  y  sugieren  que  otras  en=inas
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del  metabolismo  del  colesterol  hepatico  pudieran  tener  tambi6n ma-

yor  actividad  en  ratas  hembras  que  en  ratas  machos.    La  I`az6n  fisio

16gica  de  estas  diferencias  no  se  conoce.

3.2.       Purificaci6n  de  la  descarboxilasa pirofosfomeval6nicaL  de  higado  de

polio

5. 2.1.   Experimentos  preliminares

El  m6todo  de  purificaci6n  que  se  escogi6  para  la  obtenci6n

de  la descarboxilasa pirofosfomeval6nica  fue  el  resultado  de un

gran  ndrel`o  de  experimentos  en pequefia  escala.    En  estos  experinen-

tos  se  pudo  coxprobar  que  la  inclusi6n de }sulfato  de  |]rotamina pre-

via  a  la  centrifugaci6n  del  homogeneizado,'  daba  colro  resultado  rna

pella perfectamente  adherida  a  las  paredes  del  tubo  luego  de  centri

fugar  a  23.500  x  g  durante  15  minutos.    Un  estudio  realizado  acerca

del  efecto  de pH  acidos  en  este  sobrenadante  revel6  (tabla  7)  que

podia lograrse un  aunento  en  la  actividad espec±fica de  la  enzima

de  casi  2  veces  ajustando  el  pH  a  5,3  con  fcido  ac6tico  glacial  y

centrifugando  despu6s  las  proteinas  precipitadas ,  sin p6rdida  de

actividad .

Otros  sistemas  de  purificaci6n  ensarados  fueron  los  siguien

tes:

---Sepharose  48 y  carboximetil-celulosa no  resultaron dtiles ,  pues

no  se  logr6  purificaci6n  de  la  enzima.

---  Cromatoenfoque  en  colurma  no  result6  taxpcco  un  buen  sistema  ya

que  la  recuperaci6n  de  la  enzima  fue  extremadamente  baja  (8%,  sec-

ci6n  S.5.9.) ,  con IIIuy poco  aunento  de  la  actividad  especifica.
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Tabla  7.  Actividad  de  la  descarboxilasa pirofosfomeval6nica  en  funci6n

del  pH  expleado para precipitar proteinas  del  sobrenadante pro-

veniente  del  tI`atamiento  con  sulfato  de protamina.

pH Actividad  especifica               thidades  totales
(mu/mg )                                                (mu/ml )

A diferentes  alicuotas  a  4°  de  rna  soluci6n de proteinas  |]rove
nientes  del  tratamiento  con sulfato de p.rotamina y posterior centrifuga-
ci6n  del  homogeneizado  de  higado  de polio,  se  les  acgreg6  £cido  ac6tico

glacial  hasta  los  pH  indicados.     Inmediatamente  despu6s  se  centrifug6  a
10,500  x g  durante  5  minutos,  y  se  determin6  la.  actividad  de  la  descar-
bo.Tilasa pirofosfomeval6nica  en  el  sobrenadante.    Se  exple6  el  ensayo
radiactivo  descrito  en  la  secci6n  2.4.4,  excepto  que  se  incub6  a  37°  du-
rante  15  minutos  en  amortigindor  acido  ac6tico-acetato  de  sodio  100  IhM

pH  5'0.
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---  Colirmas  de  ATP-agarosa.     Se  pasaron  alicuotas  de  enzima  prov±

nientes  de  la  etapa  de  Sephadex  G-200  por  3  tipos  diferentes  de  co

llamas  ATP-agarosa  (uniones  ATP-agarosa  a  trav6s  del  gn]po  amino

N6,  del  C8  y  de  los  hidroxilos  de  la  ribosa).    La  enzima no  fue  r±

tenida  en ningtin  caso,  asi  como  taxpoco  las  proteinas  contaminantes.

---  Eluci6n  con ATP  de  la  colTrma  de  azul  de  de.`trano-Sepharose  re-

sult6  ineficaz,  usando  rna  concentraci6n  de  ATP  1  FT.M.    No  se  proba

ron  coli.centraciones  rna.yores.

3.2.2.  M6todo  de  put.ificaci6n  adoptado.

Todas  las  operaciones  se  efectuaron  a  0-4°  }r  todas  las  solu

clones  contenfan  2-mercaptoetanol  10  rful  y  EDTh  0,1  m\i\.I,  a  IIienos  que

se  indique  lo  contrario.

3.2.2.1.  Preparaci6n  del  extracto  cnido.

th kil6grano  de  P±gado  de  polio  se  cort6  en  trozos

pequefios  y  se  homogeneiz6  con  3  voldrenes  de  amortiguador

fosfato  de  potasio  100  mM pH  7,0  conteniendo  EDTA  lmM  en  un

homogeneizador Waring  Blendor  a maxima velocidad  durante  1

minuto.    El  homogeneizado  se  filtl-6  a  trav6s  de  capas  de  g±

sa y  lana de vidrio,  y al  filtrado  se  le  agi-eg6  rna  soluci6n

de  sulfato  de  protamina  (30  Ing/ml  en  el  misro  amortigr, ador)

de  modo  de  obtener  rna  concentraci6n  final  de  1,5  mg/ml.     Se

agit6  luego  por  2  minutos  y  Se  centl`ifug6  por  15  minutos  a

23.500  x  g.    El  sobrenada.nte  se  filtr6  a  trav6s  de  gasa  y

lama  de  vidrio  y  se  ajust6  a  pH  5,3  con  fcido  ac6tico  gla-

cial,  centrifugfndolo  de  inmediato  a  la  misma  velocidad
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durante  5  minutos.    El  sobl`enadante  se  filtr6  nuevamente  a

trav6s  de  gasa y  lena  de  vidrio,  y-el  pH  se  reajust6  a  7,0

con  KOH   10   }1.

3.2. 2. 2.   Fraccionamiento  con  sulfato  de  amonio.

Al  sobrenadante  de  la  etapa  anterior  se  le  agreg6

1entamente  y  coli.  agitaci6n  suave  sulfato  de  amonio  s61ido

hasta  rna  concentl.aci6n  de  55%  de  saturaci6n,  y  manteniendo

el  pH  en  7,0  con  KOH  10  M.     Terminada  la  adici6n  de  sal,,  se

dej6  agitando  suavemente  30  ]ninutos  y  luego  se  centrifug6  a

23.500  x  g  durante  15  minutos.    AI  sobrenadante  se  acgreg6

mss  sulfato  de  amonio  de  modo  de  elevar  su  concentl`aci6n  a

60%  de  saturaci6n,  procedi6ndose  en  fonna  similar  al  paso

anterior.     El  precipitado  35-60%  se  suspendi6  en  400  Inl  de

fosfato  de potasio  1  nM pH  7,0,  y  se  dializ6 por  18  horas

contra  8  1itros  del  mismo  amortig-uador.

3. 2.2.3.   CromatogTaffa  en  DHE-celulosa.

El  nraterial  dializado  de  la  etapa  anterior  se  dilu-

y6  con  fosfato  de  potasio  i  m\[ pH  7,0  de  modo  de  bajar  su

conductividad  a  1,5  Imtho,  y  se  aplic6  en rna  columa  de

DEAF-celulosa  de  27  x  6,5  en  equili'Drada  con  a]Tiortiguador

fosfato  de  potasio  10  m\I pH  I,0,  con  un  flujo  de  aproximada-

mente  650  ml/hera.    Una vez  aplicad.i  la  rmestra,  se  lav6  la

colurma  con  4  1itros  de  amortiguador  fosfato  de  potasio

50  " |]H  7,0  al  mismo  flujo,  }-enseguida  se  aplic6una gra-

diente  lineal  del  mismo  amortiguador  entre  60  y  140  mM
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Figura  7.  Purificaci6n de  la  descarboxilasa I)irofosfomeval6nica  en  DEAE-
celulosa.

Se  utiliz6  rna  columa de  6,5  x  27  cm,  equilibrada  en  anortiguai
dor  fosfato  de |]otasio  10  mM pH  7,0,  y  a  ella  se  aplic6  la  soluci6n  prove-
niente  del  fraccionamiento  con  sulfato  de  alnonio.     Una  v-e=  aplicada  la
muestra,   1a  columa  se  lav6  con  4  litros  del  mismo  amortigundor  50  mM,  y
se hizo  pasar  enseguida unagradiente  de  fosfato  de  potasio  entre  60  y
1+0  rm\l  (2  1itros  de  c/u)  al  mismo  pH.     Se  colectaron  fracciones  de  20  ml
a  un  flujo  de  200  ml/hora.     Ei  el  gr6fico  'se  presenta  solo  la  eluci6n  con
la  gradiente.     Se  lnezclaron  las  fracciones  cu}-a  raz6n  U/rd  era  ITnyor  de
o,o50.                                                                                                                     HZ3d
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C2  litres  de  ca]da  ulio),  colectandose  fracciones  de  20  m|  con

un  flujo  de  200  nfl/hpra  luntenido  cori  ayuda  de  ima  bopba` pe-

ristfltica.    El  resultado  de  esta  eluci6n  se presenta`  en  la`

figura  7.    El  elu.ido  seleccionado  se  concentr6  agregando

sulfato  de  alronio  .hasta  un  80%  de  saturaci6n y  EDTA  1  ".

Despu6s  de  centrifugar  a  23.500  x g  duraute  15  mrfutos,   el

sedimento  se  suspendi6  en  50  ml  de  fosfato  de  potasio  10  rm¢

pH  7,0  contenierido  Kcl  200  InM.

El  grado  de purir-icaci6n y  el  rendimiento  hasta  es

ta  etapa  son  alrededor  de  51  veces    y  50%,  respectivamente,

seorfu mediciones  realizadas  usando  el  n€todo  de  ensayo  ra-

dioactivo   (seeci6n  2.4.4. ).   El  m6todo  espectrofotorfetrico

(seeci6n  2.4.3.),  utilizando  en  el  analisis  de  la  columa`  de

DEAF-celulosa  y  en  todas  las  etapas  que  sigr> en    no  puede  em-

plearse antes  de esta  etapa  debido  a  la  gran cantidad de ac

tividades  enzjriticas  contalninantes,  colro ya  se  indic6  en

fyEteriales y M6todos  al  describir  el  ensayo  espeetrofotoin6-

trico.

3.2.2.4.   Cromatografia  en  Sephadex  G-200

La   soluci6n  enzirfitica  de  la  etapa  anterior  se

aplic6  a  rna  colurma  de  Sephadek  G-200.     Una   vez   apli-

cada   la   ITuestra,    se  elny6    con  el  mismo  armrticun> dor y  se

reeogieron  fracciones  de  20  ul.    El  perfil  cromatografico
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Figura  8.  Purificaci6n de  la descarboxilasa pirofosfoneval6nica por fil
traci6n  en  Sephadex  G-200.

I.a descarboxilasa pirofosfoneval6nica proveniente  de  la  etapa
de  DERE-celulosa,  se  aplic6  a  rna  colirma  de  5  x  90  an  de  Sephadex
G-200  equilibi.ada  con  amortiguador  fosfa.to  de  potasio  10  in+i pH  7,0  con-
teniendo  h-Cl  200  mM.     Se  elny-6  con  el  mismo  amortiguador  y  se  colecta-

ron  fl`acciones  de  20  ml  con  flujo  invertido  de  50  ml/hora.    Ei  la  figu-
ra  se  repl-esentan  tambi6n  las  actividades  eurinfticas  contaminantes  del
ensa}-o  especti.ofoton6trico   (fosfatasas  y-oxidasas  de  NADH) ,  cuantifica-
das  a  ti.avss  de  la  velocidad  de  conslmo  del  NADH  antes  de  agregar  el
WA-PP>  durante  el  ensayo  espectrofotcm6trico  de  la  descarboxilasa pir9
fosfcineval6nica  descrito  en  la  secci6n  2.4.5.
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obtenido  se  IIuestra`  en  la. figura  8,    Se  juntarQn  las  fr.accio-

nes  con  la  n€s  alta  activida.a  especffi.ca  (Taz?n U/rfu/A28o  >

0,080}    se  agreg6  EFTA  1  " y  la  enzilna  se  concen.tr6  agrega_n_

do  sulfato  de  alronio  all  75%  de  satura`ci6n.    Despu6s  de  cen-

tl.ifugar  a  23.500  x g  durante  15  minutos,  e|  sedimento  se

suspendi6  en  fosfato  de  pota`sio  5  nM pH  7,0  y  se  dializ6  por

18  horas  contra  2  1itros  del  mislro  amortiguador.

Mediante  esta  filtraci6n  en  S3phadex  G-2.00  se  logr6

eli]ninar gran parte  de  las  actividades  enzindticas  que  inter

ferian con  el  ensayo  eapeetrofotom6t.rico.    Puede  apreciarse

en la  figr, I`a  8  que  rna  fracci6n  ixportante de  estas  activida

des  contaminantes  sale  asociada  a  proteinas  de  alto  peso  |ro-

1eeular.

3. 2.2. 5.  Crolmtografia  en  fosfoce|ulosa,

Al  dializado |]roveniente  de  la  etapa  anterior  se  le

agreg6  Slice.rol  20%,  y  se  ajust6  a`  pH  6,0  con  HGl  concentra-

do.     Luego  se  centrifug610  minutos  a  23.500  x  g,   se  a`just6

la  conductividad  del  sobrenadante  a  0,7  rfuo  .mediante  amor-

tiguador  fosfato  de  potasio  1  Hdyl pH  6,0  conteniendo  glicerol

al  20%,  y  se  aplic6  a  rna  colurma  de  fosfocelulosa.

La  enzina  se  eluy6  con una  gradiente  lineal  de  fosfa-

to  de  potasio  pH  6,0  desde  20  a  250  nrty{  conteniendo  glicerol  al   20%
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Ficqura   9.   Purificaci6n  de  la  descarboxilasa pirofosfomeval6nica  en  fos-
focelulosa.

Se  utiliz6'  rna  colunna  de  3,7  x  21 cm  equilibrada  en  ariorti-

guador  fosfato  de  potasio  10  nM pH  6,0  conteniendo  glicerol  al  20%.    A
ella  se  aplic6  1a  soluci6n  enzimftica  proveniente  de  la  etapa  de  Sepha-
dex  G-200.     Iha  vez  aplicada  la  muestra,  la  colirmia  se  lav6  con  350  ml
del  mismo  amortiguador,  y  se  eluy6  con unagradiente  de  fosfato  de  potasio

pH  6,0  desde  20'  a  250  "  (750  ml  de  c/u)   conteniendo  glicerol  al  20%.   Se
colectaron  fracciones  de  18  ml  a  un  flujo  de  60  ml/hora.
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£figura  9) ,  Se  recogierorl  fracciones  de  18  ml  con  un  flujo

de  60  m|/hora.  Al  elu|do  s.eleccionado   (raz¢  U/ml/A28o  >

0,20)   se  le  reajust6  el  pH  a  7,0  con  KOH  10  M,  y  se  concenr

tr6  For  ultrafiltraci6n  en rna  celda Amicon  utilizando rna

membrana  tJM  10.  La  enzima  concentrada  se  dilny6  con  fosfato

de  potasio  1  " pH 7,0  y  se  concentr6  como  antes.  Por  tiltimo

se  agreg6  91icerol  a  rna concentraci6n  final  de  20%  y  se  ajui

t61a  conductividad  de  la  soluci6n  a  im valor  de  15%  sobre  la

conductividad del  amortiguador  de  eluci6n  de  la columa  de  hi

droxilapatita  (clue  se  describe  a  continuaci6n)  mediante  adici6n

de  amortiguador  fosfato  de' I)otasio  pH  7 ,0  de  la  concentraci6n

adecunda .

3.2.2.6.  Crolnatografia  en  hidroxilapatita

I.a  enzima  se  aplic6  a  rna colLrma  de  hidroxilapatita

equilibrada  en  amortiguador  fosfato  de  potasio  13  HM pH 7,0

conteniendo  glicerol  al  20%.  El  volumen  de  la  colurma  se

calcul6  de modo  que  el  cucx=iente  ml  de  hidroxilapatita/mg

de  proteinas  aplicadas  fuera  de  0,4.    En  el  caso  que  se  des-

cribe,  el  volumen  de  la  columa  fue  de  2,0  ml.    tha.  vez  apli

cada  la  rmestra,  1a  columa  se  lav6  con  el  mismo  amortiguador

con  un  flujo  de  aproxi]nadamente  20  ml/hera.     La  enzima  no  es

retenida por  la  hidroxilapatita  en  estas  condiciones  y  sale

junto  con  el  1avado.  Otras  proteinas,  sin  embargo,  si  son

retenidas   (figura  10) .

En  esta  etapa  es  illportante  tanto  que  la  conductivi-

dad  de  la  muestra  est6  15%  por  sobi`e  la  del  amortiguador  de
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Figura  10.  Purificaci6n de  la descarboxilasa pirofosfoneval6nica  en hi-
droxilapatita.

La  enzima purificada  por  cromatograf±a.  en  fosfocelulosa  se  apli
c6  a rna  columa  de  hidrexilapatita  (1,3  x  1,5  cm)  equilibrada  en  amorti-

guador  fosfato  de  potasio  13  m\I  pH  7,0  conteniendo  glicel.ol  al  20%.     Se
colectaron  fracciones  de  1,2  ml  a  un  flujo  de  aproximadanente  20  ml/hora.
En  el  punto  indicado  por  la.  flecha,  se  lav6  1a  columa  con  fosfato  de  po-
tasio  200  m\ii pH  7,0,  con  lo  cual  elnyen  I)roteinas  contaminantes.
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£|uci6n  de  la  colunma.,  ccim.o  que  la  raz6n th  hidroxilapa.tita/

IIngo  de  prQteina`s .sea  de  0,4,     Eri  circtmstancias  en  que  estos

parametros  no  se  ajustaron  adecuadanente,  1a  enzi]ma  fue  re-

tenida  en  la  colurma,  elyuendo  solo  al  angnentar  1.a  concentra

ci6n  del  amortiguador  de  lavado  a  50 rmvl,    Ei  estos  casos,  sin

ehoargo,1a  purificaci6n y  el  rendimiento  fueron penores.,

3.2.2.7.  Cromati-ografia`  en  azul  de  dextrano-Sepharose.

La  enzjma.  proveniente  de  la  columa  de  hidro`Xila.pa,-

tita  (en un  volunen  de  17  ml)  se  aplic6  directapente  a u]ra

colurma  de  azul  de  dextrano  e

Tris-Hcl   10  Hdrl  pH  7,0;   EDI'A  0

uilibrada  en  amortiguador

1  mM;   glicerol   20%,  pero  sin

2-mercaptoetanol.    La  columa  se  lav6  con  el  mislno  amortig:ua

dor hasta  que  la  absorbancia  a  280  rm se  hizo nula,  y  elny6ri

dose  enseguida  con  el  mislro  anol`tiguador  conteniendo  KC1

75  HM  (Figura  11).    Las  fracciones  activas  se  concentraron

por  ultrafiltraci6n  en rna  celda Alnicon ultilizando rna  men

brana  UM  10,  y  la  enzim  se  guard6  congelada  a  -ZOO.

Los  resultados  obtenidos  en  la purificaci6n  de  la

descarboxilasa.  pirofosfomeval6nica  de  higado  de polio    se

lmestran  en la  tabla  8,  en  la  que  se  registran  solo  las  eta-

pas  a  partir  de  la  crornatografia.  en  DEu-celulosa,  ya  que

el  lr6todo  de  ensayo  radiactivo  no  puede  explearse    en

las  etapas  anteriores  debido  a  la  presencia  de  actividades

enzindticas  que  interfieren  con  este  ensay-o.  Un  gran ndrero
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Figura  11.  Purificaci6n de  la descarboxilasa pirofosfomeval6nica  en azul
de  dextrano-Sepharose.

I.a  descarboxilasa. pirofosfomeval6nica,  pul`ificada For hidroxi±

apatita,    se  aplic6  a rna  colurma de  azul  de  dextrano-Sepharose  de 2,5  x
10    cm  equilibrada  con  Tris-Hcl  10  Irfu{ pH  7,0;   EDn  0,1  m\I;   glicerol  20%.

Se  colectal-on  fi`acciones  de  5  ml  con  un  flujo  de  25  ml/hora.     tha  vez
aDlicada  la  muestra  se  lav6  con  75  ml  del  lrismo  amoi-tiguador.     En  el  pun-
to  indicado  pot-  1a  flecha  se  elny6  con  el  niisiro  amortiguador  conteniendo
alemds   KC1   75   m\{.
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de  preparaciones,  sin  embargo,   indican  que  cuando  se  usa  el

m6todo  de  ensayo  I`adiactivo  en  estas  etapas  iniciales   (sec-

ci6n  5.2.2.3)  la  |]urificaci6n  y  el  I.endimiento  total  de  la

purificaci6n  son  5800  veces  y  4,8%,  respectivamente.

3.2.3.  Estinaci6n  de  la  pureza  de  la  enzilna.

Ija  figura  12 Imestra  tanto  el  barrido  densitom6trico  de un

gel  de poliacrilamida  en  que  se  aplic6  rna  IImestra  de  la  enzirm  ob-

tenida  de  la  colirmia  de  azul  de  de.`trano-Sepharose,  como  la  activi-

dad  enzirftica  a  lo  largo  de  oti`o  gel  corrido  en  id6nticas  condicio

nes.    Puede  apreciarse  que  hay  rna  correspondencia perfecta  entre

la actividad enziritica y  la proteina  asociada.

I,a  electroforesis  en presencia  de  SDS  de  la  descarboxilasa

pirofosfomeval6nica purificada  (figr,tzura  15) ,  demostr6 presentar rna

banda principal  correspondiente al  80%  del  total  de  la proteina del

gel,  y rna  banda  secundaria  correspondiente  a 20%   de  dicho  total.

Se  concluye  entonces,  en  base  a  los  argurrentos  que  se  dan lnas  ade-

1ante  en `la  secci6n  3.3.1.3,  que  la  enzim  obtenida  se  encontraria

con  un  griado  de  pureza  del  80%,  de  acuerdo  a  este  criterio.

3. 2.4.  Contenido  de  descarboxilasa pirofosfomeval6nica  en  el  extrac-

to  cnido.

De  acuerdo  a  los  datos  pl-esentados  en  la  secci6n  3.2.2.7  el

rendiniento  total  de  la purificaci6n  de  la  descarboxilasa  pifofos-

fomev-al6nica  de  higado  de.polio  es  de  4,8%,   obteni6ndose  1  mg  de

proteina  a  partir  de  1  Kg  de  material  de  partida.    Esto  significa

que  del  total  de  65.900  mg  de  proteina  del  homogeneizado  obtenido
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Figr,enra  12.  Trazado  densitom6trico  de gel  de  poliacrilamida de  la descar-
boxilasa pirofosfomeval6Iiica y  actividad  emindtica asociada.

i                 Dos  muestras  de  enzima  conteniendo  10  ug  de  prote±na  (act.
esj.   6,26)  se  sometieron  a  electroforesi5  en tubos  cilindricos  de  0,5  en
de  di.€metro  con  acrilamida  al  7,5%.    Uno  de  los  geles  se  cort6  en  seccio-
nes  par.a  el  en5ayo  de  actividad  enzindtica y  el  otro  se  tifi6  con azLul  de
Coomassie.    El  trazado  densitom6trico  se  efectu6  utilizando  un. accesorio
de registro para  geles  acoplado  a un espectrofot6metro Varian Techtron
635,  a  600  rm y  a una  velocidad  de  25  Irm/ininuto.    La  actividad  enzimitica
se  e.xpresa  como  la  radiactividad  (apm)  recuperada  en  las  fases  hexanicas
del  ensayo  radiactivo  al  cabo  de  30  minutos  de  incubaci6n.    thyores  deta.-
lies  de  este  ensayo  en  la  secci6n  2.4.4  de  M6todos.
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e.T----Migraci;n

Figura 15.    Trazado  densitom6trico  de  un  gel  de  poliacrilamida  en  condicio
nes  desnaturantes  de  la descarboxilasa pirofosfc)meval6nica pu-
rificada  en  azul  de  dextrano-Sepharose.

Ia  electroforesis  se  efectu6  en  geles  de  acrilamida  al  10%,  y  se

aplicaron 10  ug de  prote±na.    Las  condiciones  experimentales  se describen
en  la  secci6n  2,.10.2.     El  registro  densitom6trico  se  efectu6  a  600  rm y  a
rna velocidad  de  25  rm/min,  con rna  escala  de  absorbancia  de  0  a  1,0.
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±uego  de  la`  precipitaci6n  con  Sulfa,to  de  protamjjia,.  1a .descarboxi-

1asa  pirofQsfo,meva,16nica  contribuye  con  20, 8  ]ng,  lo  que  rapresenta

un  0,053%  del  total.,    Este  valor  se  coxpara  en  la  tabla  9  colt  los

valores  obtenidos  ail  realizar un calculo  silnilar  con  los  da.tos  Pr±

sentados  por  otros  a.utores  que  ham purificado  otras  enzimas  de  la.

ruta  de  la  biosintesis  del  colesterol  a partir  de  higado  de poll.o.

3.3.    Propiedades  de  la  descarboxilasa  pirofosfolneval6nica  de  higado  de

lco||O.

5.5.i.  beterlninaci6n  del  peso  molecular.

•'El  peso  rrolecular  de  la  enzrm}a  se  determin6  por  tres  rfetodos

diferentes:,  cromtografia  en  Sephade`z  G-200,  gradiente  de  sacarc)sa

y  electroforesis  en  geles  de I)oliacrilamida  en presencia  de  dode-

cilsulfa,to  de  sodio  y  2-mercaptoetanol.

5r.3.1.1.  Cromtografia  en  Sephade2[  G-200.

Se us6  una  colurma  de  Sephadez  G-200,  y  la  figura

14  Imestra  el  resultado  de  rapresentar los  cuocientes  entre

los  voldnenes  de  eluci6n  (Ve)  y  el  volunen  de  exclusi6n

IVo)   (Andrews,   1964)  en  funci6n  de  los  pesos  moleculares.

Se puede  estilmr  un  peso  lroleeular  de  87.000  |]ara  la  des-

carboxilasa  pirofo sfo]nE}val6nica.
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Tabla  9.  Porcentaje  del  total  de  las  proteinas  de  homogeneizados  de higa-

dos  de polio  representados  por  algunas  enzimas  de  la  biosintesis

del  colesterol.

Enz ira                                     Porc entaj e                          Referenci a

Reductasa  de  fgivlG-CoA

Descarboxilas a piro-
fosfomeval6nica

Preniltransferasa

0,004 Beg  6  col.    (1979)

Este  trabajo

Reed  6  Rilling   (1975)
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0               20                40                      loo             2CX)

Peso        Molecular     (miles)

Figura  14.  I)eterminaci6n del  I)eso  molecular de  la  descarboxilasa pirofos-
fomeval6nica por cromatografia  de  exclusi6n molecular  en  Se-

I)hadex  G-ZOO.

Se  utiliz6  rna  colLrma  de  Sephadex  G-200,  de  2,6  x  85  an  equi-

librada  con  amortig-uador  fosfato  de  potasio  2S  nthl  pH  7,0;  KC1200  m\I;

EDTA  0,1  m\l.     Las  rmestras  fueron  aplicadis  en  un  volunen de  2  ml  conte-
niendo:   1,   citocromo  c   (2,5  mg);   2,  seroalbdrina.  de  bovino   (9,7  mg);   3,

deshidrogenasa  alcoh61ica  de  levadura   (4,3  mg) ;   4,  quinasa  pilrfu.-ica de
\

mdsculo  de  cone]-o   (0,2  mg).     Se  aplicaron  12,8  unidades  de  descarboxilasa

pirofosfonev-al6nica  (act.   esp.   6,5  U/mg  de  protefna)  y-se  coleetaron  fra£
clones  de  2,4  ml  con  un  flujo  invertido  de  15,4  ml/hora.    Ve=  volunen  de
eluci6n;  Vo= volunen  de  exclusi6n  de  la  colima.     En  el  gr6fico,(o)  reprE
senta  el  cuociente  Ve/Vo  para  la  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica.
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~3.3 ,1.2..  Gradiep.te  de  concentraci6n  de  sacarosa`

Los  gradientes  de  sacarosa,  preparados  corro  se  dei

cribe  en  la  secci6n  2.11,2,  Irostraron  rna  relaci6n  lineal

entre  los  logaritlros  de  los  pesos  lroleculares  de  las  pro-

teinas  utilizadas  core patrones,  y  los  logaritmos  de  sus

migr, aciones  correspondientes ,  deducidas  del  ndrero  de  frac-

ciones   (figura  15) .    El peso  molecular  estimado  a partir  del

8rafico  es  de  81.500.

3|.3.1.3.  Electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida  en pre-

.               sencia  de  dodecilsulfato  de  sodio  y  2-mercaptoeta

nol.
'               La  electroforesis  se  efectu6  en  colulmas  de poll-

a¢rilamida  en presencia  de  SDS y  2-mercaptoetanol,  core  se
I

describe  en M6todos   (seeci6n  2.11.3.).  Pel  grffico  del  1oga-

ritlro  de  los  pesos  moleculares  eel  funci6n  de  la  migraci6n re

la.tiva  (figura  16)  se  determin6  su peso  lrolecular.  I.a prepara

ci6n  de  la  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  mostr6  en  esta

electroforesis  rna  banda principal   (80%  de  la  proteina  aplic±

da)  correspondiente  a  un pesc)  Irolecular  de  43.500,  y  un  conta

minante   (20%  de  la  proteina  aplicada)  correspondiente  a  una

proteina  de  peso  molecular  37.ZOO  (figr> ra  12) .  La  banda  correi

pondiente  a  la  descarboxilasa pirofosfomeval6nica  debe  ser  la

de  mayor  peso  lrolecular ya  que  en  rna  preparaci6n  en  que,  por

p+oblemas  t6cnicos  en  la,  etapa  de  DEAI-celulosa, se obtuvo  rna
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Figri`a 15 .  Deterlninaci6r- del  peso  molecular de  la descarboxilasa pirofos-
fcmeval6nica  en  gradiente  de   concentraci6n  de  sacarosa.

Las  gradientes  se  prepararon  entre  5  y  20%,  en  anortiguador
fosfato  de  potasio  10  rnM;   EDTA  0,1  rm\I;   KC1100  m\`I.      Se  colocaron  los  si-

guientes  marcadores:   1,  citocromo  c  de  coraz6n  de  bue}-(2,5  mg);   2,  sero-
albdrina  de  bovino   (2,5  mg) ;   3,  deshidrogenasa  alcoh61ica  de  coraz6n  de
caballo   (59  mu)I;   +,  deshidrogenasa  lactica  de  coraz6n  de  bovino   (3  U).   Se

aplicaron  250  mu  de  clescarboxilasa  pirofosfomeval6nica   (act.   esp.   6,3  U/mg
de  proteina).     Pal`a  detalles  experimentales  ver  M6todos   (secci6n  2.11.2).
En  el  ,gr6fico,   (o)  representa  la  fracci6n  en  la  que  eluy6  la  descarboxilasa

pirofosfomeval6hica.
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0,2             0,4             0..6             0.8
Migrac.Idn      relativa

Figura  16.  Deteininaci6n del  peso  molecular de  la  descarboxilasa pirofos-
fomeval6nica por  electroforesis  en gel  de poliacrilamida,  en

presencia  de  SDS y  2-mercaptoetanol.

La  eiectroforesis  se  efectu6  en  tubos  cilindricos  de  0,5  cm de
difmeti.o  con rna  concentraci6n  de  acrilanida  de  10%,  en  presencia  de  SDS

y  2-met-captoetanol  al  0,1%.     Se  aplicaron muestras  en  tubos  separados  con-
teniendo  tanto  9  ug  de  hemoglobina  entrecruzada  de  pesos  moleculares
16.000,   52.000,   48.000  y  64.000,  y  conteniendo  10  ug  de  descarboxilasa

piro±-osfoneval6nica   (act.   esp.   6,3  U/mg  de  prote±na).     Otros  detalles  ex-
perimentales  se  describen  en  M6todos  en  la  secci6n  2.11.3.
En  el  grffico,   (o)  representa  la migraci6n  relativa  de  la  descarboxilasa

pirofosfomeval6nica.
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preparaci6n  con rna  act.  esp.  final  de  5,2  U/mg  de proteina,

se  pudo  coxprobar  rna  disminuci6n  en  la  banda  de peso  mole-

cular  43.500  con  un  aLrmento  concomitante  de  la  banda  de  pe-

so  molecular  37.200  y  la  aparici6n  de  indicios  de  contaminan~

tes  de  lnayor  I)eso  molecular.

3.5.2.  Efecto  de  coxpuestos  sulfhidrilos  sobre la  actividad y  esta-

bilidad  de  la  enzi]Tra.

Ija  presencia  de  2-mercaptoetanol  10  Irful no  afecta  la  estabili

dad de  la  enzim purificada,  ya  sea  en I)resencia  o  ausencia  de  se-

roalbrfun±na   (tabla  10).     I.a  presencia  de  albtimina,  sin  embargo,  tie-

ne un  efecto  estabilizador  apreciable.

ha  actividad  de  la  enzira  determinada  por  los  ensayos  espec-

trofotom6trico  o  radiactivo no varia  en presencia  o  ausencia  de

2-mercaptoetanol  10  HM.    Puede  concluirse,  entonces,  que  la  enzima

de higado  de polio no  requiere de  reductol.es  de gripos  sulfhidri-

1os para  su  actividad ni I)ara  su  estabilidad.

3. 3. 3.  Estabilidad de  la  descarboxilasa pirofosfoneval6nica.

Ija  enzina  obtenidr  despu6s  de  la.  coluTna  de  DEAF-celulosa

se  guard6  hasta por periodos  de  tres  meses  en  amortiguador  fosfato

de  potasio  50  m\I pH  7,0  conteniendo  0,1  m\I  EDTA y  50%  glicerol,   a

-ZOO.     En  estas  condiciones  la  enzima  retiene  el  100%  de  su  activi

dad.    I,a  enzina  altamente  purificada  se  guard6  por  periodos  de  has-

ta  50  dfas  en  amortiguador  Tris-HC110  " pH  7,0  conteniendo

Kcl   75  mM,   EDrlA  0,1  TIM y  glicerol  al   20%  a   -ZOO.     Ei  este  caso  tan-

bi6n  se  encontr6  retenci6n practicanente  total  de  la  actividad
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Tabla  10.  Efecto  del  2-mercaptoetanol  sobre  la` actividad de  la descarbo-

xilasa pirofosfomeval6nica.

TE:B ;                                                 At:5;#

Se  tomaron  4  alicuotas  de  la  enzima  (act.  esp.  3,9  U/mg  de  protei-
na)  conteniendo  0,035  Ing  de  proteina,  y  se  dejaron  en un volunen  final  de
1  ml  de  amortiguador  fosfato  de  potasio  10  HM pH  7,0;  EDTA  0,1  InM  a  4°

con  los  sis-uientes  agregados:  A =  control;  a  =  2-mercaptoetanol  10  nM;
C  =  albdrina  de  bovino  0,68  Ing/ml;  D  =  2-mercaptoetanol  10  nM y  albdrina.
de  bovino  0,68  mg/ml.    A  los  tiempos  indicados  se  tomaron  alicuotas  de
cada  soluci6n `y  se  ensay6  1a  actividad  enzimftica  en  amortiguador  fosfato
de  potasio  50  rml pH  7,0;  ATP  5  InM;  ngc12   5  mM;   PEP  0,5  mM;   PK  6,5  unida-

des,   LDH  11,8  unidades;   RADH  0,23  m\I  y-hIVA-PP  0,035  m\`I.      PaLI`a  mss   deta.-

lies  ver  la  secci6n  3.3.2.    La  actividad remanente  a  los  distintos  tiem-

pos  se  expresa  como  los  umoles  de  i\IV-A-PP  descarboxilados  por minuto    y
por  ml  de  la  soluci6n  de  la  cual  se  tomaron  las  alicuotas.
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enzimitica.

3.3.4.  Reciueririento  de  metaLles  y nucle6tidos.

Todas  las  descarboxilasas  pirofosfomeval6nicas  descri-

tas  hasta  la  fecha  requieren un metal  bivalente |]ai`a  su  acti-

vidad,  siendo  generalmente  el  i\Ig+2  el  mejor  activador  (Bloch

a  col.,1959;   Skilleter  6  Kekwick,1971;   Beytia,1972;   Shana

Bha,t  6  Ramasalma,1980).     En  la  tabla  11  puede  api`eciarse  que

e|  Mg+2  presenta,  a una  concentraci6n  5  mM,  el  mejor  efecto

activante  de  la  enzima,  seguido  luego  por  bin+2,  co+2,   zn+2,

cd+2,  ca+2  y  Ba+2,  manteniendo  el  ATP  constante  a  concenti-a-

ci6n  5  inM.    A  la  misma  concentraci6n  de  ATP,  1a  actividad  en-

zim6tica  aunenta  hasta  1  mtl  de  i\Ig+2  y  luego  se  mantiene  cons-

tante  hasta  por  lo  memos  6,4  InM  (ficq,ura  17) .    A  concentracio-

nes  mayores  hay un  ligero  efecto  ilthibitorio  del metal,  ya

que  cuando  su  concentraci6n  es  de  12,8 " la actividad enzind

tica  disminuye  al  80%.    No  se  I)robaron  concentraciones  supe  -

I`iores .

Se  eusay6  ademfs  el  efecto  de  GTP,  UTP  y  CTP,  a  con-

centraciones  5  nM.    Como  se  aprecia  en  la  tabla  12,  la  acti

vidad  en  presencia  de  GTP  es  un  8,7%  de  la  obser\-ada  en  el

control,  en  tanto  que  en  presencia  de  CTP  o  UTP  es  de  alred±

dor  de  un  5%.     Para  la  descarboxilasa  pirofosfome\i-al6nica  de

higado  de  rata  se  ha  infomado  que  su  actividad  en presencia

de  GTP  es  un  29%  de  la  observada  en  presencia  de  .\TP,  }`-que

6ste  no  puede  ser  reexplazado  por  UTP  o  Crp  (Shama  Bhat  6
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Tabla  11.  Efecto  de  diversos  cationes  bivalentes  sobre  la actividad de

la descarboxilasa pirofosfomeval6nica `

Metal                                                                           Actividad  relativa

M8C12

thc12
COC12

Znc12

Cdc12

Cac12

Bac12

+   EDT.i  2  mvI

+   EDTA  16  mM

En  un  volunen  de  0,59  ml  se  preincubaron  a  30°:   [3-[4C]  MVA-PP

0,41  "  (140  cpm/rmol) ;  ATP  5  IIM,  y  el  correspondiente  metal  5  IIM,  en
anortiguador  Tris-HC1  100  nM pH  7,0.    Se  efectuaron  controles  sin metal

y  conteniendo  EDTA  2  rmll y  16  rrM.     La  reacci6n  se  inici6  ate,Tegando
0,01  ul  de  descar'Doxilada pirofosfomeval6nica  (15  mu,  act.  esp.  4,37
U/mg  de  proteina) .    A  los  10  minutos  se  detuvo  la  reacci6n  ag>Tegando
5,5, ng de  fosfatasa  alcalina de  intestino  de  temero  en  0,5 ml  de  Tris-
HCll  m\I  pH  8,4,  conteniendo  .\{gc110  Iwh{  en  los  casos  en  que  esta  sal  no

estaba presente  inicialmente.    Luego  se  procedi6  segrfu  lo  descrito  para.
el  ensa}.-o  radiacti\-o  en  la  secci6n  2.4.+.     Los  resultados  se  expresan
como  el  porcentaje  de  la  actividad  obtenida  con  }ts+2.
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2
+2    ,mM,

Mg

Figura  17.  Efecto  de  la  concentraci6n  del  i6n magnesio  en la  reacci6n  ca-
talizada por  la  descarboxilasa pirofosfomeval6Iiica.

En un  volunen  de  0,59  ml  se  preinoubaron  a  30°:   [3-L4C]  i\nzA-pp

0,41  rmM  (140  cpm/nmol) ;  NIP  5  mM;  Mgc12  a  la  concentraci6n  requerida,   todo

en  amortiguador  Tris-Hcl  100  m\{ I)H  7,0.     La  reacci6n  se  inici6  agrega.ndo
0,01  ml  de  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  [13  mu;  act.   esp.  4,37  U/mg
de  proteina) .    A  los  10  minutos  se  detun-o  1a  reacci6n  agTegando  5;5  mg
de  fosfatasa  alcalina  de  intestino  de  termero  en  0,5  ml  de  Tris-HCll  M

pH  8,4,  con  suficiente  Mgc12  de  modo  que  su  concentraci6n  final  durante
la  hidi-61isis  fosfat6sica  fuera  de  alrededor  de  5  m\I.     Luego  se  procedi6
se>edn  lo  descrito  para  el  ensayo  radiacti\ro  en  la  secci6n  2.4.+.
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Tabla  12.   Efecto  de  GTP,  UIP y  CTP  en  la  actividad  de  la  descarboxilasa

pirofosfomeval6nica.

ifucle6tido Actividad  relativa

I.os  diferentes  nucle6tidos  se probaron  a rna  concentraci6n  5  mM
en  el medic  de  ensay.o  radiactivo  usual  pero  sin ATP,  usando  10  unidades
de descarbo.rilasa pirofosfomeval6nica de  act.  esp.   6,3  U/in.g  de prote±na.
I.o5  resultados  se  expresan  en I)or ciento de  la actividad  obtenida con
ATP.
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Ramsarma,  1980).,  en  tanto  que  ninguno  de  estos  nuele6tidos

puede  reexplazar  al  ATP  al  en.sayar  la  enzj]na  parciallinente

purificada  del  latex del  arbol  del  Gaucho  (Skilleter  a

Kekwick,   19'71) ,

3.3.5,  Efecto  de  la  fuerza  i6nica  sobre  la  actividad de  la

descarboxilasa pirofosfomeval6nica.

El  efecto  de  la  fuerza  i6nica  .se prob6  usando  concen

traciones  crecientes  de  Kcl  en  el  medio.    El  ensa}-o  se  hizo

en  arrortitqu> ador  Tris-ffll   100  Irfu[ pH  7,0  conteniendo  los  demas

conponentes  del  ensayo  espectrofotomstrico  normal  y  cantida-

des  varia.bles  de  KC1.  Ei  la  figrra  18  se  ve  que  la  ndxjjma

actividad  se  obtiene  alrededor  de  F]C10,2  M.   Este  resultado

es  similar  al  obtenido  antes  For  Bazaes   (1977)  para  quinasa

fosfomeval6nica.

3.3.6.  Efeeto  del pH y  efecto  inhibitorio  del  citrato  sobre

la  actividad de la  enzilm.

Estos  estudios  se  efectuaron utilizando  diversos  alTior

tiguadores  en  el  ensayo  de  la  actividad enzindtica.    Estos

fueron  los  siguientes  en  el  rango  de pH que  se  indica:  glici

na-Hcl,  pH  2,3-3,8;  6cido  fosf6rico-KOH,  pH  2,9-5,5;  6cido

f6rmico-Il-OH,  pH  4,1-5,0;  .4cido  citrico-citrato  de  sodio,

pH  5,0-6,1;  i\ES-HC1,  pH  5,+-6,9;  Tris-H=1,   pH  6,i-8,9.     En

cada  ensayo  se  agregaron  0,01  ul  de  descarboxilasa  pirofos-

fomeval6nica  conteniendo  15  mu,  a  los  coxponentes  del   ensayo

radiactivo  en el  correspondiente arortigr, ador  a  concentraci6n

100  ITM.   Se  encontr6  que  la  i-elocidad  de  reacci6n  aunmta
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Figura  19.    Efecto  del pH y  efecto  inhibitorio  del  citrato  sobre la  ac~
tividad de  la  descarboxilasa I)irofosfomeval6nica.

El  medio  de  rea.cci6n  contenia  descarboxilasa pirofosfomeva-
16nica   (15  ndJ,   act.   esp.   4,37  U/ng  de  prote'ma) ;  ATP  5  m\I;  Mgc12  5  nM;

[5-]4C]  i\irA-PP  0,41  IIM  (140  cpln/nrol) ,   en  diferentes  arortiguadol`es  a
concentraci6n  100  HM  en un  volumen  final  de  0,6  ul.    La  actividad  en-
zirritica  se  midio  por  el  m6todo  radiactivo  descrito  en  la  secci6n
2.i.4.      Los  arortiguadores  usados  fueron  glicina-IH1   (A) ;  £cido  fos-
f6rico-KOH  (o) ;  acido  f6rrico-KOH  (.) ;  £cido  citrico-citrato  de  so-
dio   (a);  }ES-HC1   (4);  Tris-Eel   (.).
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•aesde  pH  3  hasta pH  4,0,  se  rnantiene  constante  ha5ta  pH  6,

y  luego  disminrye  hasta  pH  8,9,  que  fue  el  valor  rfes  alcali-

no  ensayado   (figura  1.9) .     Los  valores  de  pH para  un  50%  de

actividad  son,  aproxirnadamente,  5,5  y  8,1.    Al  efectuar  es-

tos  estudios  se  encontr6  que  diversos  coxpuestos  generalnen-

te  expleados  como  anro'rtiguadores  eran  capaces  de  inhibir  la

enzilm,  y  en rislna  figura I)uede  apreciarse  que,  a  rna  conce±

ti`aci6n  100  mM,  el  citrato  inhibe la  actividad  enziritica  b±

jo  pH  4,8.     Puede  apreeiarse  un  50%  de  inhibici6n  a.  pH  4,4

valor  al  cual  1a  enzilm  retiene  un  100%  de  activid|d al  ser

ensayada  en presencia  de `amortiguador  acido  f6rmicoLKOH.

Cundo  la  enzina  se  ensay6  con  amrtigr> ador  acido  ftalico-

KOH  100  inM  en  el  intervalo  de  pH  2,6  a  4  no  se  detect6  ac-

tividad,  y  en presencia  de amortiguador fosfato  de I)otasio

100  nd\4  1a  actividad  fue  solo  entre  un  50%  y  un  75%  de  la

obse]rvada  en  arortiguadores  i\.His-Hcl  o  Tris-EREl  entre  pH 6

y  7'4.

5.5.7.  Estabilidad  de  la  enzima  en  funci6n  del  pH.

La  estabilidad de la  enzim  a los diferentes  pH  se

pl`ob6  incubando  rna  alicuota  de  en=im  de  act.   esp.   4,34

U/ng  de proteina,  durante  10  minutos  a  0°  en  los  diferentes

amortigr> adores  usados  en  la  curve  de  pH.     Los  resultados  oi

tenidos  se  rmestran  en  la  figura  20  e  indican  que  la  enzira

pierde  rapidarmte  su  actividad  en  estas  condiciones  bajo

pH5.
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Figura   20.  Estabilidad  de  la descarboxilasa pirofosfomeval6nica  en  fun-
ci6n  del  pH.

Le  enzima  (5  mu;  act.   esp.   4,37  U/mg de  proteina)  se  incub6  a
0°  en  un volunen de  0,06  Inl  conteniendo  :mortiguadores  glicina-Hl   (a) ;
£cido  f6rmico-KOH  (.);  6cido  citrico-citrato  de  sodio  (D);  !\ES-H1   (I);
o  Ti`is-HC1   (A),  a  rna  concentraci6n  100  m\I.    .u  cabo  de  10  minutos  se
tomaron  alicuotas  de  0,025  IIil,  que  se  ensa.y-ai.on  con  el  m6todo  de  ensayo
radiactivo  irsual  descrito  en  la  secci6n  2.i.+.     La  acti\p-idad  en=inftica
se  e.xpresa  ccmo  los  Lmoles  de  iwA-PP  descarbo.`ilados  poi`  minuto  }.-  por  ml
de  la  soluci6n de  enzima  de  la  cual  se  tom6  1a  alicuota.
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i.3, 8,  Determinaci6n  del  pimto  isoel6ctrico  de  la  descarbo-

xilasa  pirofosfomeval6nica.

Para.  este  experimento  se  procedi6  segch  lo  descrito

en  la  secci6n  2.12.    Los  resultados  se  rmestran  en  la  figu-

ra  21,  en  la  que  se  ve  que  la  actividad  enziritica  eluy-e  en

un  solo  conponente  con  un  nfxirm  a  pH  4,8,  que  corresponde

al  punto  isoel6ctrico  de  la  enzim.  Este  experirmto  se  rea

liz6  con  enzirm  proveniente  de  la  etapa  de  fosfcx=elulosa,  y

se  recxperaron  solo  8%  de  las  unidades  aplicadas.    Este  bajo

rendimiento  indica  que  la  enzima  es  inestable  en  valores  de

pH  cercanos  a  su  pl,  e  ixpide  la  utiliza.ci6n  de  este  rfetodo

como  etapa  de purificaci6n.

3.3.  9 .  Determinaci6n  de  los  parfmetros  cin6ticos  Kin y  Vm

de  la  descarboxilasa  I)il.ofosfomeval6nica.

Con  el  objeto  de  determinar  los  parimetros  cin6ticos

basicos  de  la  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  se  efectu6

un  estudio  de  velocidades  iniciales.  La  enzim  present6  com

portamiento  hiperb61ico  para  ambos  sustratos,  el  }IV-A-PP  y-el

ATP.   Se  midieron  las  velocidades  iniciales  variando  la  con-

centraci6n  de  un  sustrato  a  concentraciones  fijas  del  otro

sustrato.  La  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  (9  nil,  act.

esp.   2,67  U/ng  de  proteina)   se  hizo  1.eaccionar  en  el  medio
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Fig.ura  21.  beterminaci6n del  punto  isoel6ctrico  de  la descarboxilasa pir9
fosfomeval6nica.

Se  a.plicaron  5 ,15  unidades  de  descarboxilasa  pirofosfomeval6ni
ca   (act.   esp.   0,63  U/mg  de  protefna)  en  un volunen  de  25  ml  de  alnortigua-
dor  imidazol-H:125  mvI pH  6,4  conteniendo  EDTA  0,1  m\[I,  a  rna  columa  de

PEE  94   (1  I  li  cm)   eciuilibrada  en  el  mismo  amortig,undor.     La.  columa  se
elny6  con  100  ml  de  Polybuffer  74  pH  4,0  con  un  flujo  de  50  ml/hora,  como
se  describe  en  la  secci6n  2.12.
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Figura  22.  Efecto  de  la  concentraci6n  de ATP  a  diferentes  concentraciones
fijas  de MVA-PP  sobre  la velocidad  inicial  de  la  reacci6n de
la  descarboxilasa pirofosfomeval6nica.

El    medio  de  reacci6n  contenia  9  mu  de  descarboxilasa  pirofos-
fomeval6nica   (act.   esp.   2,37  U/mg  de  prote±na) ;  NAI)H  0,23  mM:   PEP  0,5  ",

Kcl   100  m\1;  hgc12  5  mM  sobre  la  concentraci6n  de  ATP;   PK  6,5  unidades;

LDH  11,8  unidades,  en  amortiguador  Iris-HC1100  mM  pH  7,0,   ademas  de  las

concentraciones  requeridas  de  MVA-PP  y  ATP.     La  actividad  enzinftica  se
expresa  como  los  umoles  de  dyIVA-PP  descarboxilados  por  minuto  y  por  ml  de

la  soluci6n  de  enzima  de  la  cual  se  tomaron  las  alicuotas  para  el  ensayo.
Otras  condiciones  experimentales  se  describen  en  la  secci6n  2.13  de  M€to-
dos.
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Figura  23.  Graficos  secundarios  utilizados  para  la  obtenci6n de  los  parfue
tros  cin6ticos  de  la descarboxilasa pirofosfomeval6nica.

Se  representan  tanto  los  valores  de  prIV-A-PP]/lrfuar  ap.   como  los

de   [dylvA-PP]    (}ch  ap.A-max  ap.)   en  funci6n  de  la  concentraci6n  del  hlv-A-PP.

Se  utilizaron  los  datos  de  la  figura  24.
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de  ensayo  espectTofotom6trico  usual,  en  que  el  }`IVA-PP  se  vari6  en-

tre  0,013  y  0,098  " y  el  ATP  entre  0,18  y  4,9  th.I.     En  tcxios  los

casos  se  mantLIVo  la  concentraci6n  de  Mg+2  siempre  5  m\£  sobre  la

concentraci6n  de  ATP,  de  modo  que  la  concentraci6n  de l'is+2  1ibre  en

el  medio  fuera  constante,  se.rfu  lo  descrito por  Storer  6  Comish-

Bowden   (1976) .   Tanto  con  lvivA-PP  como  con  ATP  como  sustrato  variable,

se  obtuv.o  rna  familia  de  rectas  que  se  cortaron  a  la  izquierda de  la

ordenada y mss  abajo  de  la abscisacuando  los  datos  se  representaron

por  el  m6todo  de  Hanes   (figr> ra 22 ) .   Este  resultado  es  tipico  de  un

mecanismo  secuencial   (Cornish-Bor`-den,  1979) .   En  la  figura. 23   estin

i`epresentados  tanto  los  valores  de  hIVA-PP/Vmar  a|).   como  los  de  ivivA-

PP   (Ith  ap.A-max  ap.)   en  funci6n  de  la  concentraci6n  de  i\IV-A-PP.   Es-

tos  datos  perlnitieron  estimar  valores  de  Fin verdaderos  para  el  MVA-

PP  y  el  ATP  de  0,0141  m\I y  0,504  Irful,  respectivanente.

3.4.  hactivaci6n de  la  descarboxilasa pirofosfomeval6nica de  higado  de

polio  con  fenilglioxal.

I)entro del  estudio de  la  estructura  de  rna  enzim y  la  rela-

ci6n  que  6sta  tiene  con  su mecanismo  de  acci6n,  es  de  especial  int±

res  la  identidad  de  los  residuos  de  aminoacidos  del  sitio  activo

involucrados  ya  sea  en  la  catalisis  o  en  la  uni6n de  los  sustratos.

En vista  clue  mediante  estudios  de  modificaci6n  qu±mica  se  ha  pro-
•Oildo    clue  los  residuos  de  arginina  juegan  un papel  esencial  en mu-

chas  enzims  que  catalizan  reacciones  en  que  participan  sustratos

ani6nicos   (Riordan,1979) ,  deeidimos  estudiar  este  aspecto  como  rna

formn  de  abordar  el  mecanismo  de  acci6n  de  la  descarboxilasa
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pirofosfomeval6nica.

Se  utiliz6  como  reactivo para  residuos  de  arginina  al  fenil~

91ioxal,  el  cual  ha  sido  alxpliamente  utilizado  en  situaciones  simi-

1ares   (Riordan,1979),  y  que  se  sabe  es  altamente  especifico.

3.4.1.  Reacci6n  de  inactivaci6n.

I.a  reacci6n  de  inactivaci6n  se  efectu6  incubando  la  enzina

previamente  dializada   (75  mu;  act.   esp.   0,76  U/mg  de  proteina)  con

fenilglioxal,  en  un  bafio  a  30°  en  amol.tiguador  TEA-HC1100  "

pH  8,15.    A  tiexpos  apropiados  se  sacaron  alicuotas  de  0,025ml  pat.a

el  ensa.yo  de  actividad  espectrofotom6trico  descrito  en  la  secci6n

2.4.5.    La  figura  24  muestra  los  resultados  obtenidos  al  incubar

la  descarboxilasa  pirofosfomeva.16nica  con  diferentes  concentracio-

nes  de  fenilglioxal.    Ija  indibici6n  ocurri6  rfpidamente  en  las  col

diciones  descritas,  siguiendo  rna  cin6tica de pseudo-primer  orden

a  todas .1as  concentraciones  de  inactivador ensayadas.    Esta  cin6ti

ca  de  inactivaci6n  se  obseIV6  hasta  por  lo  memos  4  semiperiodos  a

la mayor  concentraci6n de  fenilglioxal  utilizada.    I.as  constantes

aparentes  de  velocidad  de priner  orden  acobs)  se  obtuvieron median_

te  la  relaci6n

kobs= 0'692
tl/2

y  6stas  resultaron  ser proporcionales  a  las  concentraciones  de  fe-

nilglioxal  en  el  Tango  de  concentraci6n  expleado  (figura 25 ) ,  1o

que  indica  que  la  reacci6n de  inactivaci6n  obedece  a rna  cin6tica

de  segundo  orden   (Cardemil  6  Eyzaguin`e,1981).     La  constante  de
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Figura  24.  Efecto  de  la  concentraci6n del  fenilglioxal  en  la cin6tica de
inactivaci6n de  la descarboxilasa pirofosfoneval6nica.

I,a  reacci6n  se  efectu6  incubando  la  enzima  (75  mu;  act.   esp.
0,76  U/mg  de  proteina)  a  30°  en  ausencia   (o)  o  en  pi-esencia  de  fenilglio-
xal   0,129  m\I   (.);   0,258  Ith'I   (A);   0,517   m\I   (I)   y  1,05  FT.\I   (1),   en  anor-

ti.ouador  TE\-IK1100  mi\'I  pH  8,15,   en  ln  vollmen  de  0,31  ml.     A  tiempos

apl`opiados  se  tomaron  alicuotas  de  0,025  ml  del  medio  de  reacci6n  para
el  ensa}-o  de  actividad.
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Figura  25.  Relaci6n  entre  las  constantes  de  pseudo-primer  orden de v-eloci-
dad de  inactivaci6n y  las  concentraciones  de  fenilglio.`al.

Se  utilizaron  los  datos  de  la  figui`a  26.    I.as  constantes  de

pseirio-primer  orden` se  obtu\rieron  como  se  desci`ibe  en  la  secci6n  5.i.1.
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velocidad  de  segundo  orden,  calqulada de  la pendiente  del misro  gra

fico,  di6  un valor  de  108  min-[M-1,  en las  condiciones  del  experi-

mento.    Por  consiguiente,  1a  reacci6n  de  inactivaci6n puede  esquem±

tizarse  por  la  ecuaci6n:
k

Enzima  +  fenilglioxal    +    enzima-fenilglio.`al

en  clue  k  =  |o8  min-lil-1

El  hecho  de  haber  obtenido  rna  1±nea  1.ecta  que  pasa  For  el

origen  al  gTaficar kobs  en  fllnci6n de  la  concentraci6n de  fenilglig

xal   (fig.   25)  indica  ya  que  la  reacci6n  de  rna  sola mol6cula  de  fe-

nilglioxal por  sitio  activo  basta para  inactivar  la  enzima  (Carde-

ril  6  Eyzaguirre,1981).     Esto  es  corroborado  t€inbi6n  al  graficar

el  1ogaritlro  de  kobs  en  funci6n del  1ogaritmo  de  la  concentraci6n

del  inactivador.    Este m6todo,  que ha  sido  utilizado  por mchos  au-

tores  para determinar  el  orden de  la.  reacci6n  entre  diversas  enzi-

mas  e  inactivadores   (Hollenberg  a  col. ,I  1971;  Carderil  6  Eyzaguirre,

1979;  Scmtton  6  Utter,1965),  se  rmestra  en  la  ficq,ura  26.     La  pen-

diente  de  este  grafico  result6  ser  1,07,  1o  qiie  apoya  lo  comentado

anteriomente  y  debe  ser  intelpretado  como  indicaci6n  que  una. mol6-

cula de  fenilglioxal  es  suficiente  para  inactivar  a  la  enzilna.

Ijina  ii.emostraci6n  concluyente  del  ni'mero  tota.1  de  mol6culas

de  fenilglio.\al  que  reaccionan  con  la  enzima  podria  lograrse  efec-

tuando  la  reacci6n  de  inactivaci6n  con  []4C]   fenilglioxal  y  cuanti-

ficando  su  uni6n  a  la  proteina,  como  ha  sido  efectuado  antes  con

otras  en=imas   (Riordan,1979;  Bamard  6  Pop]-ck,1980).     Esto  no

fue  intentado  en nuestro  caso  debido  a  que  la  protefna que  se
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Figura  26.  Determinaci6n del  orden de  la  reacci6n  entre  la descarboxilasa

pirofosfomeval6nica y  fenilglioxal  con  respecto  a  este  dltimo.

Se  utilizaron  los  datos  de  la  figura  2+.    La  pendiente  del  gra-
fico  es  1,07.
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necesita  para  un  experimento  de  esta  indole  requiere  estar  con rna

pureza may-pr6xima  al  100%,  en  tanto  que  la  preparaci6n  obtenida  en

este  trabajo  pareciera  tener  atn hasta  un  20%  de  proteina  contami-

nante,  como  se  discuti6  en  la  secci6n  5.5.1.5.     Esta  contaminaci6n

j]Tpidi6  tanbi6n  el  intentar  identificar  el  a.minoacido  modificado mE

diante  analisis  de  aminoacidos   (Peters  a  col.,1981)  o  por  hidr6li-

sis  con proteasas  de  la  enzima modificada  con  [[4C]   fenilglio.Tal,

como  lo  realizaron  Bergauser  a  Falderbaun  (1971)  en  el  caso  de  la

quinasa  adenilica ,

3.412.  Efecto protector  de  los  sustratos  en  la  reacci6n  de  inactiv±

ci6n.

Se  prob6  si  el  MVA-PP. y  el  dip  ejei`cian  altrfu>rfu  efecto  protec-

tor sobre  la enzirm,  agregando  el  fenilglioxal  a  la  enzjma preincu-

bada  con uno u  otro  sustrato,  tanto  en presencia  como  ausencia de

Mg+2.    I.a  figura  27 mestra  que  tanto  el  iwA-PP  como  el  ATP  a  ccm-

centraciones  0,017  nM y  4,9  rful,  respectivanente,  protegieron  efecti

vamente  la  inactivaci6n producida por  fenilglioral  1,03  mM.    En am-

bos  casos  puede  apreciarse  que  la pl.otecci6n  ejercida  por  la prese±±

cia  colTbinada  del  sustrato  y Mgc12  5  m\{  es  bastante  menor.     Ia  pre-

sencia  solo  de  Mgc12  5  ITM  causa  un  aunento  en  la  velocidad  de  inac-

tivaci6n.     Este  aumento,  si  bien no  ]xp-srande,  se  observ6  sistem£-

ticamente  en nimerosos  experimentos.
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Figura  27.  Efecto  de  los  sustratos  y ng+2  en  la velocidad  de  inactivaci6n

de  la descarboxilasa pirofosfomeval6nica por  fenilgliexal.

Se  incub6  a  30°  la  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  (67,5  mu,
act.   esp.   5,26  U/mg  de  proteina),   en  pi-esencia  de  hIV-.i-PP  0,017  mi\i  con   (.)

o  sin   (I)  ngc12  5  ",  de  ATP  4,9  inM con   (I)  o  sin  (A)  i\Igc12  5  m\'I,  o  de
}gc12  5  ITM  (I).     Los  simbolos   (a)   i`epresentan  la  actividad  de  11  enzima

en  ausencia  de  protectores,  en  tanto  clue  (.)  son  conti`oles  que  no  contie
nen  fenilglioral.    La  incubaci6n  se  efectu6  en un  v-olunen  de  0,:i  ml  en
amortigr> ador  TE\-Hcl  loo  m\I pH  8,1.    .i  los  tiempos  sefialados  en  la  figura,
se  tomaron  alicuotas  de  0,025  ml  para  el  ensayo  de  la  enzima.     ha  concen-
traci6n de  fenilglioxal  enpleada  para  inactivar  la  enzima  fue  de  1,03  m\I.
Las  rectas  fueron  trazadas  a mano.
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3.,4.5.  Efecto  de  la.  concentraci6n  del  ATP  en  la  velQcidad  de  inacti-

vaci6n de  la  desca`rboxilasa pirofosfoneval6nica por  fenil-

91ioxal.

En  las  figuras  28  y  29 puede  verse  que  el  efecto  protector

del  NIP  en  la  inactivaci6n  de  la  descarboxilasa pirofosfomeval6nica

por  fenilglioxal  depende  de  su  concentraci6n.    A partir  de  estos

datos  es  posible  calcular  la  constante  de  disocia.ci6n del  coxplejo

ATP-enzima  si  se  gTafica  la  constante  de  pseudo-pl`iner  orden para

la  reacci6n de  inactivaci6n  en presencia  de  ATP,  en  funci6n  del  cuo-

ciente  que  i`esulta  de  dividir  las  diferencias  entre  lasL  constantes

de pseudo-primer  orden para  las  reacciones  de  inactriraci6n  en  ausen-

Cia  y  presencia  de  ATP  por  la  concentraci6n  de  ATP   (ver ,Ap6ndice) .

Ei  la fig.ura  30  se presenta  este  grffico,  clay-a  I)endiente  permite  es-

timar la constante  de  disociaci6n para  la  reacci6n.

dip     +     enzilna= ATP-enzima

la  que  resulta  ser  5,5  x  10-5  M.    El  hecho  que  la  recta  no  pase  For

el  origen  debe  interpretarse  como  que  la  uni6n  de  ATP  a  la  enzima

no  irpide  totalnente  que  6sta  reaccione  a  su vez  con  el  inactivador.

A partir  de  la  intersecci6n  en  el  eje  de  las  oi-denadas,  piiede  calcu-

lai`se  la  constante  de  velocidad  de  segundo  orden  para  la  reacci6n

ATP-enzima  +  fenilglioxal  + ATP-enzima-fenilglio.\al

y  6sta  resulta  ser  27  min-1  M-1
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8                 12                16

TIEMPO      {m.in)

Figura  28.  Efecto  de  la  concentraci6n  de ATP  en  la velocidad de  inactiva-
ci6n de  la descarboxilasa pirofosfomeval6nica por  fenilglioxal.

Se  incub6  a  30°  la  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  (69  mu;
act.   esp.   5,26  U/mg  de  proteina)  en  ausencia  (.)  o  en presencia  de  ATP
0,150  ndyi   C-);   0,305  rrM   (E);   0,610  inM   (A);   2,44  m\I   (A)   y  4,9  mvl   (o).

Los  sfriibolos   (I)  son  controles  que  no  tienen  fenilglio.`al.    I.a  incubaci6n
se  efectu6  en  un  volunen  de  0,21  ml  en  amoi-tiguador  TE\-HC1100  m\I pH  8,1;
EDTA  0,1  m\I,  conteniendo  fenilglioxal  1,05  m``j.     .i  los  tienpos  indicados

en  la  figul-a,  se  tomaron  al±cuotas  de  0,025  ml  para  el  ensayo  de  la  enzima.
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Figura 29 .  Protecci6n por  sustratos  de  la  inactivaci6n  de  la  descarboxila-
sa pirofosfomeval6nica. For  fenilglioxal.

Se  representa  la  actividad  residual  de  la  enzima  a  los  15  minu-
tos  de  reacci6n  con fenilglioxal,  en presencia de distintas  concentracio-
nes  de   (A)  ATP  y,   (8)  rvA-PP.     Los  datos  se  tomaron  de  las  figr, ras  28  y
31
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0          0,5         1,0        1,5
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Ficou> ra  30.  Efecto protector del AIP  en  la  inactivaci6n con  fenilglioxal
de  la descarboxilasa pirofosfomeval6nica.

Se  representan  en  el  grafico  los  valores  de  kobs   (coustante de
inactivaci6n de pseudo-priner  orden  en  ausencia de ATP)  y  los  de  koLbs

(tonstante  de  inactivaci6n de pseudo-primer  orden  en presencia  de ATP) ,
determinados  a partir  de  los  datos  presentados  en  la  figura   2S.
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3.4.4.  Efecto  de  la.  concentraci6n del MVA-PP  en la. velocidad  de  inac

tivaci6n de  la descarboxilasa pirofosfomeval6nica por  fenil-

glioxal.

En  las  figuras  29  y 31  se  oberva. que  el  efecto  protector  del

lyIVA-PP  en  la  inactivac.i6n de  la descarboxilasa pirofosfomeval6nica

por  fenilglioxal  depende  de  su  concentraci6n.  A partir  de  los  valores

calculados  con  estos  datos  para  las  constantes  de  pseudo-priner  or-

den para  la  reacci6n de  inactivaci6n  se  hizo  el  grffico  sect!ndario

que  se  presenta  en  la  figura  32,  y  del  cual  es  posible  determinar

que  el  valor para  la  constante  de  disociaci6n paTa  la  reacci6n:

MVA.-PP  +  enzima    =    MVA-PP-enzima

es  de  1,7  x  10-6  M.    Se  aprecia  tanbi6n  en  la  figura  que  la  recta

no  pasa por  el  origen,  1o  que  esta  indicando  que  la  uni6n del  MVA-PP

a  la  enzima no proteje  totalmente  a  6sta de  su reacci6n con fenilglio

xal.    Tal  como  se  hizo  antes  en  el  caso  de  la protecci6n de  la  inac-

tivaci6n con ATP  (secci6n  3.4.3) ,  a I)artir  de  la  intersecci6n  en  el

que  de  las  ordenadas  puede  calcularse  el  valor  de  la  constante  de

velocidad  de  segundo  orden para  la  reacci6n

i\IV-A-PP-enzima  +  fenilglioxal  k MVA-PP-enzima-fenilglioxal

resultando  esta  constante  igual  a  10  min-1  M-1.     Las  razones  te6ri-

cas  para  este  tratcrmiento  se  presenta  en  el  Ap6ndice  al  final  de  este

trabajo,  y  en  la  tabla  13  se  presenta un resunen  con  los  valores  cal

culados  para  las  constantes.
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10              20              30
TIEMPO        (min}

Figura  51.   Efecto  de  la  concentraci6n  del  i\MA-PP  en  la velocidad  de  inac-
tivaci6n de  la descarboxilasa pirofosfomeval6nica For  fenil-
91ioxal.

Se  incub6  a  30°  1a  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  (loo,5  mu;
act.   esp.   6,5  U/mg  de  prote±na)   en  ausencia   (.)   o  en  pi-eseziciii.  de  .\ft-.i-PP

0,0011  m\i   (.);   0,0040  "VI   (a);   0,0047  m\I   (C]  );   0,0096  m\{   (I);   0,01:  in.\I

(A)  }-0,016S  m\I   (+).     Los  sinbolos   (x)   son  conti.oles  |`iue  no  contienen
fenilglio.`al.     La  incubaci6n  se  efectu6  en  un  v-oilmen  de  0,31  ml  en  amoi`-
tigundoi-TE+acl  loo  m\I pH  8,2;  EDTA  0,1  m\l,  contenieil€o  i-enilglioral
1,05  m\!I.     .i  los  tiempos  indicados  en  la  figura,  se  tcF.Lg.1.on  alicuotas  de
0,020  ml  pal-a  el  elrsayo  de  la  enzima.
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Figura  32.  Efecto protector del  IVIVA-PP  en  la  inactivaci6n con  fenilglioxal
de  la descarboxilasa pirofosfomeval6nica.

Se  represeli.tan  en  el  gr6fico  los  valores  de  kobs   (Coustante de

pseudo-primer  orden  en  ausencia  de  M\/A-PP)  y  de  KobLs   (constante  de  pseulo-
primer  orden  en  I)resencia  de  AVA-PP) ,  determinados  a  partir  de  los  datos
pl.esentados  en  la  figura   31.
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Tabla  13.    Constantes  cin6ticas  obtenidas  a partir  de  los  experimentos  de

inactivaci6n de  la descarboxilasa pirofosfomeval6nica  con fenil

91ioxal .

Constante  cin6tica                                                     thgnitud

kl

k2   (E   .   ATP)

k2   (E   .   hIVA-PP)

Kd   (E   .   ATP)

Kd   (E   '   }IVA-PP)

11
108  min_  M_

11
27  min-  M-

_1_I
10  min    M

6

55   x   10-   1\[
6

1'7-` 10-M

k]  es  la  constante  de  segundo  orden para  la  reacci6n  de  la  enzima  con

fenilglioxal;  k2   (E.ATP)  y  k2(E.MVA-PP)   son  las  constantes  de  segundo  orden

para  la  reacci6n  de  los  coxplejos  E.ATP  y  E.MV:A-PP  con  fenilgliexal,  respec

tivanente;  Kd  (I.ATP)  y  Kd  (E-MVA-PP)  son  las  constantes  de  disociaci6n  de

los  complejos  E.ATP  y  E.MVA-PP,  respectivamente.     Ijas  constantes  se  obtuvie

ron  como  se  describe  en  el  texto.
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3.4.5.  I)eterminaci6n  de  las  Khi y  Vm  aparentes  de  la`  descai`boxilasa

pirofosfoneval6nica modificada  con  fenilglioral.

Se  determinaron  las  Kin y- Vm  aparentes  para  el  i\ivA-PP  y-  el ..ITP

en  la  enzima modificada  con  fenilglioxal,  como  se  indica  en  la  sec-

ici6n  2.20.3  de  M6todos.     Como  controles  se  utiliz6  rna  muestra  de

enzima  sin  tratar  con  el  reactivo.    La  concentraci6n  del  I.iv.1-PP  se

vari6  entre  0,0035  mM y  0,099  mM,  a  concentraci6n  constante  de  ATP

4,9  nrtyl  y  de  Mgc1210  ITM.     EI  ATP  se  vari6  entre  0,20  m\I  y  4,9  rm\I,

a  concentraci6n  constante  de  i\IV-A-PP  0,099  "\1 y  manteniendo  el  }Lgc12

5  nti.JI  sobre  la  concentraci6n  de  ATP.     Los  datos  obtenidos  se  presen-

tan  en  la  figura  53.     Los  valores  de  RE  }r Vln  aparentes  determinados

a Partir  de  esa  figura  se  muestran  en  la  ta'Dla  i+,  donde  puede  verse

que practicamente no  hay variaci6n  en  las  lin aparentes  deteminadas

en  la  enzi]na modificada.    Las  dislninuciones  de  las  Vm aparentes  son

comparables  al  grado  de  inactivaci6n  experimentado pol.  1a  enzima

(42%  de  actividad  residual) .
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Figura  33.   Graficos  de  H-anes  para  la  obtenci6n  de  los  par6metros  cin6ti-
cos  de  la  descarboxilasa pirofosfomeval6nica lnodificada  con
fenilglioxal .

La  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica   (100  ITiu;  act.   esp.
5,26  U/mg  de  proteina)  se  incub6  en  un  volunen  de  2,03  ml  a  50°  dui`ante
10  minutos  con  fenilglioxal  0,45  XPM,   en  anol`tig-uador  TEA-Hcl  100  m\{

pH  8,15  conteniendo  EDTA  0,1  nM.     Luego  se  filtr6  por rna  coluna  Sepha-
dex  G-10,.  como  se  describe  en  la  secci6n  2.20.4.     Otra muestra  de  enzima
se  trat6 de manera  similar pero  omitiendo  el  fenilglioxal.    Se determina-
ron  las  RE  aparentes  para  ambos  sustratos  de  acuerdo  con  lo  descrito  en
la  secci6n  3.4.4.    in  la  fig-ura  se  representan  los  valores  obtenidos  para
la  enzima medificada  (.)  y  control   (o).

Segin  la  eeuaci6n  de  lfanes   ( a   = Kin
di +  i-i  ),1os  valoi`es  de

Kin pueden  obtenerse  de  la  intersecci6n  en  las  abscisas     }-  1as  de  lfin  a

partir  de  la pendiente.
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DISCUSI0N

El  el  presente  trabajo  se  ha  efectuado  un  estudio  de  la

descarboxilasa pirofosfoneval6nica  desde  dos  puntos  de  vista.  Por rna par

te  se  ha  tratado  de  esclarecer  su posible  funci6n  como    enzima   regu-

1atoria     en  la  biosintesis  del  colesterol  en higado  de  rata,  sugerido

por  Ramachandran  6  Shah   (1976)  y  Shama  Bbat  a  Ranrasarma   (1977),  y  por

otra parte  se  ha  intentado  obtener rna I)reparaci6n  estable y  altamente

purificada de  esta  enzima  con  la  que  fuera posible  realizar  estudios

acerca  de  su  estnlctura  y mecanismo  de  acci61.I.

4.1.     Ixportancia  de  la  descarboxilasa pirofosfonev-al6nica  de  higado  de

rata  en  la  regulaci6n de  la  biosintesis  del  colesterol.

Los  datos  presentados  en  este  trabajo  indican  que  tanto

las  quinasas  meval6nica y  fosfomeval6nica  como  la  descarboxilasa

pirofosfomeval6nica de higado  de  rata  responden   en   igual   for-

Im  frente  a  las  distintas  situaciones  fisiol6gicas  a  que  se  expu-

sieron  los  animales.    Estos  resultados  no  apoyan  la  hip6tesis  plan

teada  por  Ranachandran  6  Shah  (1976) ,  quieli.es  sugirieron,  basados

en  experimentos  realizados  en  ratas  lactantes  y  destetadas,  que  la

descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  seria  rna  enzima  regulatoria  en

la  'Diosintesis  de  escualeno  a  partir  de  }`iVA  en  higado  de  rata.     En

el  caso  que  esta  enzima  hubiese  tenido  caracteristicas  regulatorias ,

se  deberian  haber  observado  variaciones  solo  en  su  actividad  y no

en  la  de  las  enzimas  que  la  preceden  en  la  mta  metab61ica,   a  memos

que  a  6stas  tallbich  se  les  asigne un  papel  regulat'orio.

118
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For  otra  parte,  la  coxpa,raci6n  de n_uestros  resultados  con  los

Qbtenidos  por  otros  autores  que  hen  determinado  otras  actividades  enzi

ndticas  de  la  bios'mtesis  del  colesterol  en  higado  de  rata.s  sometidas

a  condiciones  fisiol6gicas  similares  a  las  usadas  en  este  trabajo,  es

de  indudable  inter6s  y  permite postular  un  meeanisliro  Hfis  general  para

la  regrlaci6n  de la  biosintesis  del  colesterol.

Al  coxparar nuestros  resultados  acerca  de  la  disminuci6n.  en

las  actividades  de  las  quinasas  meval6nica y  fosfomeval6nica  y  de  la

descarboxilasa  |]irofosfoneval6nica  luego  de un  ayimo  de  48  horas   (ta-

bla  5)  con  los  obtenidos  tanto  por  Clinkenbeard  6  col.   (1975)  cone

con  los  de  Slakey  6  col.   (1972),  podernos  concluir  que  el  ayunar  ra-

tas  per  48  horas  tiene  colro  consecuencia  rna  disminuci6n  de  todas  las

enzi]ms  ubicadas  en  el  segmento  de  la  via  de  la  biosintesis  del  coles-

terol  ubicadas  entre  acetil-CoA y  escualeno,  siendo  la  reductasa  de

HMG-CoA  la  enzim  que  experimenta  el  myor  descenso  de  actividad.

Si  consideramos  ahora  el  efecto  de  la  alinentaci6n  con  dietas

conteniendo  colesterol  o  colestiramina,  podelrDs  llegar talTbi6n  a  rna

conclusi6n  similar.  En  este  caso  nuestros  resultados  (tabla  4)  junto

con  los  de  Clinkenbeard  6  col.   (1975)  y  los  de  Bro\`n  6  col.   (1979),

indican  que  hay  rna  reapuesta  ripida  (dentro  de  las  12  horas)  de  la

reductasa  de  HMG-CoA,   seguida  posteriormente  de  ima  alteraci6n  en  el

mislro  sentido  de  las  otras  enz'imas  que  cata.1izan  etapas  desde  acetil-

Co.i  hasta,  por  lo  menos,   IpPP.

Por dlti]ro,  se  sabe que  en  el  caso  de  la diabetes  experinental

hay-un  descenso  de  14  veces  al  cabo  de  7  dias  en  la actividad de  la  re-

cinctaca  de  m{G-CoA  hepatica   quepokroeff  a  col.,197i),   seoouido  de  rna
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disminuci6n  nds  lenta  en  la  velocidad  de  incoxporaci6n  de   [2-]4C]  iMVA

a c.olesterol,que  se  informa  es  de 3,6veces  al  cabo  de  14  dias   (Cayen.

a  col.,   1975).

La  coxparaci6n  de  la  informci6n  anLillulada  hasta  este  IIDmen-

to  acerca  de  las  variaciones  en  su  actividad  experimentadas  por  enzii

IIns  que  catalizan  etapas  desde  acetil-CoA hasta  escualeno  en  higado

de  rata,  de  acuerdo  a  la  condici6n  fisiol6gica  del  animl,  ofrece rna.

explicaci6n para  la  regulaci6n  de  este  segmento  de  la  biosintesis  del

colesterol.    Parece  ser que  el  control  del  flujo  de  metabolitos  en  es

ta  luta  Cpor  lo  nenos  desde  la  etapa  catalizada  por  la  tiolasa  de  ace

til-CoA hasta  la  sintetasa  de  escualeno,   (ver  figura  2)  1o  realiza  la

I`edLictasa  de  m[G-CoA y  iiue  luego   (denti.o  de  un  pei`iodo  de  tielTpo  de

varios  dias y  si la  ateraci6n original  persiste) ,  1as  otras  enzilms

adaptan  sus  actividades de acuerdo  a  la nueva  situaci6n.  th  resunen

general  de los  datos que permitieron llegar a  esta conclusi6n  (tanto

de  los  pl`esentados  en  este  tra.ba].o  corm  de  los  de  otros  autores),   se

IIuestla  en  la  tabla  15.

Otros  experinentos,que apuntan  en  la  mis]na  direcci6n,   se

ham  infornEdo  en  pav-os  alimentados  con  colesterol ,  donde  las  activi-

dades  hepaticas  de  la  reductasa  de  mK}-Col,  de  las  ciuina_cos  meval6ni-

ca  y  fosfomeval6nica,  y-de  la  descarbo.`ilasa  pii`ofosfome\iil6nica  dis-

minify'en con  reapecto  a  las  de  los  animles  control   (rioter  i-}fitchell,

1978).  De  igual  folma,   resulta  de  inter6s  hacer  notar  que  en  \.arios

estudios  recientes  realizados  en  diversos  tejidos  en  cultiro  tales

court  c61ulas  de  ovario  de  hamster  chinos   (Chang  a  Lirmek,1980),

fibroblastos  hununos   (Faust  a  col.,1979;  }fitchell  6  Avigan,1981),  y
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c61u|as  Hela   (Cavanee  6  Melnykovich`,   1977)   se  ha  visto  que  la  re.ITo-

ci6n  de  lipidos  de|  lnedio  de  cultivo  da  colro  resultado  un  aunento

significativo  en  las  actividades  de  la  tiolasa  de  acetoacetil-CoA y

cle  la  sintetasa  de  inK;-CoA  citos61icas,  y  de  la.  reductasa  de  m£C-Co.i,

de  la  quinasa  meval6nica,  de  la  descarbo.`ilasa  pirofosfoneval6nica  }-

de  la  sintetasa  de  escualeno.  En  estos  sistelms,  el  aunento  en  la

actividad  de  la  reduetasa  de  rM:rcoA  se  detecta  antes  que  los  de  las

otras  enzims,  1o  que  es fa  de  acuerdo  con  su papel  de  enzim  regula-

toria  de  la  bios`intesis  del  colesterol.  H  conjunto  de  todos  estos

experimentos  indica,   entonces,  que  las  vai`iaciones  en  el  mism  senti-

do  en  la  actividad  de  las  enzilms  de  la bio
'Intesis  del  colesterol

son  un  fen6meno  mss  general  de  lo  clue  antes `se  pensaba.

En tejidos  en  los  que no  existe  rna  sintesis  ixprtante de

colesterol  a partir de  acetil-CoA,  core  el  renal,  tand]i6n  se  nan ob-

servado  variaciones  en  el  misllio  sentido  en  la actividad de  las  quin±

sas  meval6nica y  fosfomeval6nica  y  de  la  descarboxilasa pirofosfome-

val6nica  (Jabalquinto  6  Carderil,1981).    En  este  tejido,  sin  eifear-

go,  y  dado  a  que  pricticanente no  hay  estudios  realizados  en  otras

enzirEs  de  esta  nita  (Jabalciuinto  6  Cardemil,1982),  no  es  pesible

air postular un necanism  corm  el  propuesto  para  la  bios±ntesis  del

colesterol  en  hfgado  de  rata.

Los  canbios  en  la  actividad  de  la  redrictasa  de  mK=-Co.i  her.=€.-

tica  parecen  deberse  a  canbios  en  la  cantidad  de  proteina  }.-,  +cosi.Dle-

Inente,  a  interconversi6n  de  la  enzim  entre  espeeies  activas  }-  peco

o  no  activas   (Roch`.ell   a  col.,1973;  mrdgrave  a  col.,1979).     Los
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mecanismos  responsables  de  los  calnbios  en  la  actividad  de  las  otras

enzimas  no  se  conocen.     Parece  probable,  sin  embargo,  que  6stos  pue

dan  deberse  a  cambios  en  la  cantidad  neta  de  las  enzimas,  en  vista.

del  tiexpo  que  se .necesita  para visualizarlos.  Seria  de  gi`an  inter6s

determinar  si  tambi6n  existen variaciones  concertadas  en  la  activi  -

dad  de  estas  enzimas  en  estados  en  los  que  la  1.eductasa  de  m{G-CoA

ya  no  es  responsable  del  control  de  la  biosintesis  del  colestel.ol,

tales  como  en  ciertos  estados  tumorales  malignos   (Siperstein,1970) ,

o  en  otras  situaciones   (NeIvi  a  col. ,1976;  Volpe  6  0bert,1981) .

Se  encuentran descritos  en  la  literatura diversos  otros  ca-

sos  de  fluctuaciones  coordinadas  en  la  actividad  de  varias  enzimas

de  rna  misma  nita  metab61ica.    Alg-unos  ejemplos  los  constitu}.-en  las

observaciones  realizadas  en  las  enzimas  de  la  biosintesis  de  los  6ci

dos  gTasos  en higado  de  pollos  en  desarrollo  (Fischer  a  Goodridge,

1978)  y en  las  enzimas  del  ciclo  de  la urea  en higado  de  rata

(Snodgrass  a  col. ,1978).

4.2.    Purificaci6n  y propiedades  de  la  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica.

de  hfgado  de  polio.

La  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  se  ha  put.ificado par-

cialIT.ente  de  diversas  fuentes,  pero  s6lo  se  la  ha  obtenido  en  forma

homog€nea  de  higado  de  rata   (Shama  Bhat   a  Ramasama,1980).     La.  en=i

rna  obtenida  de  higado  de  rata,  sin  embago,  es  extremadanente  inesta-

ble,  1o  iiue  ixpide  su  utilizaci6n  en  estudios  acerca  de  su  mecanismo

de  acci6n.    Ademas,1a  actividad  especifica  que  se  informa  para  la

en=im.a  homog€nea   (0,056  umoles.   min-1.  mg-1)   es  menor  que  la  de  iina
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5repa`raci6n  poco  purificada  de  la.  enzira  de  h.igado  de  cerdo   (0,145

ij]roles.min-1.   mg-1;  Beytia`,   1972)  y  considerablemelite  mss  baja  que

la  de  otra preparaci6n  selnipurif icada proveniente  del  latex del  ar-

bol  del  caucho   (0,7  unoles.  min-1.  ng-1;   Skilleter  a  Kekwick,   1971).

Estas  grandes  diferencia.s  en  actividad  especif ica  haceri pensar que

la  preprraci6n  holnog6nea  proveniente  de  higado  de  rata  pudiera  conte

ner lma  fracci6n  ixportante  de  enzima  inactiva.

En  vista  de  los  inconvenientes  que  presenta  la prepara.ci6n

hormg6nca  de  la  enzi]m  de higado  de  rata y  de  la  inestabilidad  de

rna  preparaci6n  de  descarboxilasa pirofosforneval6nica  pare:ialmente
I

purificada  de  higado  de  cerdo   (actividad  especifica  0,145  umoles.

nin-1.  ng-1;  factor  de  purificaci6n  aprox.  54)   (Beytia,1972),   se  op-

t6  por  intentar  la purificaci6n  de  la  enzim  de  higado  de polio ya

que,  por una  pal`te,  este  es  un lmterial  de  facil  obtenci6n.y,  por

otra,,  existia  el  antecedente  que ya  se  habian  obtenido  otras  enzi-

nEs  de  la  lnislrEi  ruta  metab61ica  a partir  de  esta  fuente,  core  la  sin-

tetasa  de  mlG-CoA  (Clinkenbeard  6  col.,1975) ,1a  reductasa  de  liMG-

Co.i  (Beg  6  col.,1979)  y  la  preniltransferasa   (Reed  a  Rilling,1975).

Esta  dltim  enzima,  adends,  result6  ser considerablemente

nfis  estable  que  la  mism  enzim  aislada  de  levaduras   (Eberhardt  a

Rilling,1974).
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4.2.1.  Purificaci6n  de  la. enzima  de  higado  de  polio

En  diversas  |]reparaciones  se  obtuvo  siellpre  alrededor  de  1  mg

de  proteina  a  partir  de  1  Kg  de  higado  de  polio.  La  enzim  obtenida

se  encontr6  holrog6nea  de  acuerdo  a  electroforesis  en  geles  de poll-

aci`ilamida  en  condiciones  nativas,  pero  se  encontr6  hasta  un  20%  de

contaminaci6n  de  acuerdo  a  electroforesis  en  condiciones  desnaturan-

tes.

Se  encontr6  que  el  contenido  de  descarboxilasa  pirofosfomeva-

16nica  del  extrano  cnido  fluctu6  entre  100  y  150  unidrdes/Kg  de  higa

do.  Esta  variaci6n  relativanente  pequefia I)robablenente  se  deriva  del

hecho  Clue  los  higados  provinieron  sienpre  de  animales  de  la  misma  va-

riedad,  alimentados  de  lrrmera  uniforme  y  sacrificados  a  la  lnism

edad.    Es  pesible  que  en pollos  alimentados  con  distintas  dietas  se

pl`oduzcan variaciones  en  la  actividad de  6sta y otras  enzims  de  la,

biosintesis  del  colesterol,  en  analogfa con  lo  observado  en este  tra-

ba]-o  para  las  quinasas  lneval6nica y  fosfomeval6nica  }.  descaifeoxilasa

pirofosfoneval6nica  de higado  de  rata.    El  rendiriento  del  proceso

coxpleto  de  purificaci6n  result6  ser  tallbi6n  bastante  reproducible

y  la  actividad  especifica final  fluctu6  entre  4,85  y 6,67  U/ng    de

pl.oteina.

La  inclusi6n  de  sulfato  de  protamina  en  el  e.`-Lracto  inicial  re

sult6  ixprescindible ya que  de otra lmera  el  sedinento  obtenido  al

centrifugar  este  e,ttracto  a  25.500  x g  durante  15  minutos  resultaba
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diffcil  de  separar  del  sobrenaidante`    Por  razones  practicas  no  resu±

taba  conveniente  incluir  aqui rna etapa de  centrifugaci6n a mayor v±

1ocidad,  ya  que  en  este  caso  los  volrfuenes  que  se  podian manejar  eran

comparativamente  pequefios.     Los  resultados  obtenidos  con  la  inclusi6n

del  sulfato  de protamina  fueron bastante  reproducibles ,  a  diferencia

de  los  obseIvados  I)or  Beytia  (1972) ,  quien no  logr6  buenos  resultados

con un trataniento  similar  al  disefiar un m6todo  para purificar  la

quinasa  meval6nica  de  higado  de  cerdo.    El  ajuste  a  pH  5,3  y poste-

rior  centrifugaci6n del  extracto  permite  eliminar  alrededor  de un

40%  de  las  prote±nas,  sin  ninguna  p6rdida  de  unidades  de  actividad

enzimatica.    Este  tratamiento  es  especialmente  ventajoso  debido  al

poco  tieapo  necesario  para  su  realizaci6n.    AI  respecto  es  interesan_

te mencionar  que  Skilleter  6  Kekwick  (1971)  incluyen  tambi6n rna  et±

pa  si]nilar  en  su purificaci6n parcial  de  la  descarboxilasa pirofosfg

meval6nica  de H.  brasiliensis.

La filtima  etapa  de  purificaci6n cousisti6  en pasar  la lmies-

tra por rna  columa de  azul  de  dextrano-Sepharose.    Este material,

que ha sido utilizado  con 6xito  en  la purificaci6n de varias  deshi  -

drogenasas  y  quinasas   (Beissner  6  Rudolph,1978;  Edwards  6  Woody,

1979),  result6  tanbi6n  efectivo  en nuestro  caso.     La  enzima no  I)udo

ser  eluida  con  ATP  1  m\I  pero  si  con  KC1  75  ITM,  lo  que  puede  ser  tom±

do  como  indicaci6n  que  la  uni6n  azul  de  Cibacr6n-proteina  no  es  a

trav6s  del  sitio  de uni6n del  ATP.    Al  parecer,  alteraciones  en  la

estmctura  del  ATP  hacen  que  6ste  sea  incapaz  de  unirse  a  la  enzima,

ya  que  tampoco  se  logr6  retenci6n de  ella  en  diversas  columas  de

ATP-agarosa  ensayadas.    Por  lo  dends,  y  de  acuerdo  a  las  constantes
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de  disociaci6n de  los  coxplejos  enzima-sustratos  determinadas  a  tra.-

v6s  de  los  experimentos  de modificaci6n quimica Con fenilglio.`al ,1a

enzima  presenta  una  afinidad  por  el  MVA-PP  por  lo  memos  un  orden  de

magnitud  mayor  que  por  el  ATP.    Esta  informaci6n  es  dell  si  se  desea

ra  preparar  un derivado  de  agarosa  que  contenga un  ligando  altamente

especffico  para  laL  enzima,  susceptible  de  usarse  en  cromatogl`afia  de

afinidad  de  la  descarboxilasa pirofosfomeval6nica.    En  este  c`aso,  se

deberian buscar  ligandos  que  fueran  analogos  estlucturales  Gel  i\IV-A-

PP.    En  la  purificaci6n  de  la  enzima  de  hfgado  de  rata,  Shama  Bhat  a

Ranasarma   (1980)  emplearon  como  dltima  etapa  rna  colurma  de  Sepharose

48  unida  a  acido  p-cundrico  (acido  trans-3-(p-hidroxifenil)  pi`openoi-

co).     Este  ligando  -si  bien  no  puede  considerarse  un  analogo  del

MVA-PP  -   result6  de  utilidad,  pudiendo  eluirse  la  enzima  con i\IV-i

10  ndv{,  que  los  autores  anteriormente  nombl`ados  demuestran  se  coxpor-

ta  como  un  ilihibidor  coxpetitivo  del  MVA-PP.

Alfn  cuando  la  enzima purificada no  requiere  de  reductores

de  grupos  sulfhidrilos  para  su  actividad o  estabilidsd,  nosotros  en-

contramos  que  era  conveniente  mantener  2-mercaptoetanol  10  HM  en  to-

das  las  soluciones  usadas  en  la purificaci6n de  la  enzima por  lo  me-

mos  hasta  la  etapa  de  Sephadex  G-200,  ya  que  asf  se  lograba  im  may-or

rendimiento  en  la  purificaci6n.    La  raz6n  pai`a  este  hecho  no  est£

clara,  aunque  p.odr±a  deberse  a  ilinibici6n  por  el  mercaptoetanol  de

actividades  enzimaticas  inactivantes  de  la  descarboxilasa pii`ofosfo-

meval6nica  presentes  en  las  primeras  etapas.    Estas  posibles  activi-

dades  enzinaticas  inactivantes  no  parecer  ser proteasas  sensibles  a
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inhibici6n por  fluoruro  de  fenilmetanosulfonato  ya  que  en rna pi-epa-

raci6n  en  clue  se  incluy6  este  coxpuesto  no  se  logr6  ni  mayor  activi-

dad  especifica ni  mejor  rendimiento  en  la  pui`ificaci6n.

La  inclusi6n  de  glicerol  al  20%  en  las  etapas  de purifica  -

ci6n  posteriores  a  Sephadex  G-200  signific6  aurnentar  el  rendimiento

de  ellas.    Este  efecto  estabilizador  de  glicerol  sobre  diversas  enzi

mas  ha  sido  observ-ado  en  rmchos  casos  si  bien,  como  acota Monasterio

(1980) ,  el  mecanismo  de  protecci6n  ha  sido  poco  estudiado  en  cada  ca

so.     Pare  la  ribonucleasa  se  ha  postulado  (Gerlsma,  1968)  que  el

efecto  estabilizante  del  glicerol  se  deber±a  en` gran  parte  al  refor-

zamiento    de  las  interacciones  hidrof6bicas  }- a  la  menor  lxptura de

enlaces  de  hidl`6geno  de  la  proteina  ocasionada  por  el  medio.     Estu-

dios  recientes  de  Lee  a  Timasheff  (1981) realizados usando  c!-quino  -

tripsina,  quinotripsin6geno y ribonucleasa,  indican que  la  estabili-

zaci6n de  estas  enzimas  For  sacarosa  parece  deberse  en  gran  parte  al

efecto  de  la  sacarosa  sobre  la  tensi6n superficial  de  agua.    .u  au  -

mentar la  fuerza  de  cohesi6n  entre  las  molsculas  del  solvente  se  es-

tabilizal`ia  la  estnictura  de  la protefna ya  que  el  estado  desnatul-a-

do  se  hace  termodinalicanente menos  fat-orable  atin  en  estas  condicio-

nes.     Tal  e.xplicaci6n  tambi6n  podrfc-.  e.`tenderse  al  efecto  ,del  glice-

rol.

+.2.2.   Propiedades  fisico-quimicas  de  la  en=ima.

El  peso  molecular  de  la  enzirm.  nati\-a  se  detemin6  por  fil-

traci6n  en  Sephadex  G-200  y  en  gradiente  de  sacal.osa.     Los  valores

encontrados   (87.600  y  81.500,   respecti\-amente)   son  aproxinadamente
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el  doble  del  peso  molecular  determinado  mediante  electi.oforesis  en

geles  de  poliacrilamida  conteniendo  SDS  y  2-mercaptoetanol   (43.500)

1o  iiue  permite  concluir  que  la  enzima  estar±a  estmctura.da  a  base  de

2  subunidades  id6nticas  o  muy  seme]-antes.    La  estluctura  de  esta  en

zima  es,  entonces,  bastante  diferente  de  la  estnlctura  de  la  enzima

de  higado  de  rata,  que  se  ha  informado  tiene  un peso  molecular  de

126.000  y  cuatro  subunidades  iguales  de  peso  molecular  55.000  cada

una  (Shama  B-hat  a  Ramasarma,1980).     Es  relativan.ente  frecuente  en-

contrar  diferencias  estmcturales  de  esta  ±ndole  en  enzimas  aisladas

de  diversos  organismos   (Damall  6  RTotz,1975).

El  pl  encontrado  (+,8)    se  encuentra  a un  ralor  de  pH

6cido,1o  que  es  bastante  frecuente QlalaH1-ud  a  Dr}-sdale,1978;  Giana

zza  6  Righetti,1980),  y  esta  de  acuerdo  con  el  comportaniento  de  la

enzima  durante  la  cromatograf±a  en  DEAF-celulosa  a  pH  7,0,  pues  a

ese  pH  la  enzima  debe  presentar  carga  neta negativ-a pudiendo  de  esa

forma unirse  a  los  grixpos  cargados  positivalnente  en  la  celulosa.    Es

posible  que  esta  etapa  de  pul`ificaci6n pueda mejorarse  si  la  cromato

grafia  se  hace  a  un  pH menor.

4.2.5.   Propiedades  generales  de  la  enzima.

i\-uestros  resultados   indican  que  la  desc:al..Dc`.\-il.a.sa  pirofosfo

met,-al6nica  de  higado  de  polio  no  requiere  de  1€.  preseri.cia  de  reducto

res  de  gmpos  sulfhidrilos  pal-a  su  activ-idad  ni  pal-a.  su  estabilidad.

.u  respecto,   Skilleter  a  KeLJ`:ick   (1971)   infolinan  iiiie  pal`a  la  enzima

parcialmente  purificada  de  latex  de  H.  brasiliensis  la  pl`esencia  de

N-acetilcisteina  no  infltry-e  en  su  estabilidad,  mientras  que  tanto
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la  enzima parcialmente  purificada  de  higa.do  de  cerdo  como  la purif±

cada  a homogeneidad  de  higado  de  rata requieren de  la presencia  de

reductores  de  grupos  sulfhidrilos  para  su  actividad  6ptima  (Popjfk,

1969;   Shana  Bhat  a  Ranasarma,1980).

Otras  enzimas  de  la  biosintesis  de  isoprenoides  tanfoi6n pre

sentan diferencias  en  cuanto  al  requerimiento  de  reductores  de  gru-

pos  sulfhidrilos  para  su  actividad  o  estabilidad.    Asi,  For  ejemplo,

se  sabe  que  las  quinasas  meval6nicas  y  fosfomeval6nica  de  hfgado  de

cerdo  requieren  2-mercaptoetanol  para  su  estabilidad  (Beytia  6  col. ,

1970;  Bazaes  6  Sol.,1980),  mientras  que  no  ocurre  otro  tanto  en  el
L

I

caso  de  las  misxpas  enzimas  presentes  en  homogeneizados  de  higado  de

pollos  reci6n  nacidos   (Garcia-tyfartinez  a  col. ,1978).

Los  estudios  acerca  del  efecto  de  diversos  iones  metalicos

bivalentes  en  la  actividad  de  la  enzima  reflejan resultados  esencial

mente  similares  a  los  encontrados  I)or  otros  investigadores  usando

descarboxilasas  pirofosfomeval6nicas  de  otras  fuentes,  en  que  Mg+2  o

}'h+2  son  casi  igualmente  efectivos   (Popjak,1969;  Skilleter  G

Keki`:ick,1971;   Shama  Bhat  6  Ramasarma,1980).     En  cuanto  al  requer±

miento  de  nucle6tidos ,1a  desca.rboxilasa pirofosfomeval6nica  de  hig±

do  de  polio  presenta  rna.  marcada  preferencia  por  el  ATP,  a  diferen-

cia  de  la  enzima  de  h±gado  de  rata,  en  que  la  actividad  en  presencia

de  Grp  es  un  29%  de  la  encontrada  usando  ATP   (Shama  Bhat  a  Ramasarma,

1980) .
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Encontraros  que  la  actividad  de  la  enzirm  depende  del  pH,

presentando  a.ctividad  rixira  entre  pH 4,0  y pH 6,5.  Este  6ptiro  de

pH  es  algo  diferente  del  encontrado  para  la  enzilna  de  higado  de  i`ata

(Sha}Iia  Bhat  a  Ralnasanna,1980),1a.  que  tiene  un  6ptjro  de  actividad

alrededor  de  pH  5,2  y  presenta  solo  un.18%  de  actividad  a  pH  4,0.

Referente  a  este  punto  es  de  inter6s  recalcar que  los  autores  ante-

riormente nombrados  explearon  s61o  arortiguadores  citrato  y  fosfato

para  sus  determinaciones,  y nosotros  helros  delrostrado  que  el  citrato

inhibe  tanto  a  la  enzjm  altanente  prrificada  de higado  de polio

(figura  19)  colTD  a  la  enzjm  ensayada  en  homogeneizados  de  higado  de
I

:

rata  (A.i\.I.  Jabalquinto  a  E.  Cardemil,   resultado5  no  publicados)   a  va
i

1ores  de  pH  inferiores  a  5,0.  Por  lo  tanto,es  posible  que  los  datos

de  Shama  Bhat  6  Rama.sarma   (1980)   referentes  a  este  punto   no  sean  de-

finitivos .

El  hecho  que  el  efeeto  inhibitorio  de citrato  sea  dependien

te  del  pH y  sea  de  un  50%  alrededor  de  pH  4,4  hace  sxponer clue  la  es-

pecie  responsable  del  efecto  sea  el  ronoani6n  en que  los  dos  grtxps

carioxilicos  primarios  se  encuentran protonados,  ya que  los  pK para

el  acido  citrico  son  3,08,   4,7+  y  5,+0   (Handbook  of  Chemistry  and

Physics,1968).    El  efecto  inhibitorio  encontrado  para  ftalato  hace

pensar  en  los  efeetos  inhibitorios  infolmados  pai`a  rna  serie  de  com-

puestos  aronfticos  sobre  la  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  de

honDgeneizados  de  higado  de  rata   (Sham  Bhat  6  Ramasarm,   1979) .   Es

posible  que  estos  efeetos  est6n  reflejando  un  cielTo  grado  de  silnili

tud estnictural  de  anbas  enzims,  ach  cuando  difiei`en  tan  dristica-

mente  en  sus  estructuras  cuatemarias.
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La  enzima  presenta  cin6tica  hiperb6lica  para  ambos  sustra

tos.    Los  trazados  de  Hanes  para  un  sustrato  a  difel`entes  concentra

clones  fi].as  del  otro  dan  en  ambos  casos  rectas  Clue  se  col`tan  a  la

izciuierda  de  la  ordenada.     Este  comportamiento  es  t±pico  para  un  m£

canismo  secuencial  para  dos  sustratos,  aunque  no  establece  si  se  tra

tra  de  una  adici6n  de  ellos  ordenada  o  al  azar.    El  hecho  que  ademas

se  corten  bajo  la abscisadebe  interpretarse  como  indicaci6n de  clue  la

constante  de  disociaci6n pal`a  el  prilner  sustrato  (si  es  un mecanismo

secuencial  ordenado)  o  para  ambos   (si  es  un  mecanismo  secuencial  al

azar)  es  mayor  que  la  constante  de  Michaelis  pai`a  ese  sustl`ato

(Cornish-Bowden,   1979) ,   1o  que  tambi6n  se  ha  v-isto  en  otros  ca

Asi,  para  la  quinasa  fosfomeval6nica  de  higado  de  cerdo,  Bazae!   (1977)

encontr6  tambi6n  que  la  constante  de  disociaci6n pai`a  el  pi.iner  sus-

trato  era  mayor  que  su  Kin.

En  los  experimentos  de  inactivaci6n  de  la  descarboxilasa pi

rofosfomeval6nica  por  fenilglioxal,  se  encontr6  que  arnbos  sustratos

son  capaces  de  proteger  efectivamente  a  la  enzima,  y podrfa  ser  indi

cativo  de  un mecanismo  cin6tico  en  que  la  uni6n  de  los  sustratos  es

al  azar.     Si  esta  suposici6n  es  valida,  pueden  cL..1culai.se  entonces  a

partir de  los  graficos  secundarios  de  los  datos  cin6ticos  las  respec

tivas  constantes  de  disociaci6n.    Al  efectuar  este  ccilculo,   1as  cons

tantes  resultaron  ser  0,035  m\'I y  0,85  Irful para  los  complejos  en=ima-

}IVA-PP  y  enzima-ATP,   respectivamente.     Estos  \:-alores  son  in.a}-ores  que

las  constantes  de  Michaelis  para  cada  sustrato,  i`{ue  fuel-on  estimadas

en  0,014  ITM  y  0,504  mM  para  el  MVA-PP  y  el  .i.TP,   1-espectivanente.
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De  acuerdo  a  las  condiciones  en  que  se  hicieron  los  experi-
+

mentos  cin6ticos,   la  concentraci6n  del  complejo  ngAI'P-2  fue  alrede  -

dor  de  un  90%   (Storer  6  Cornish-Bo`v-den,   1976)  y  por  lo  tanto,   si  el

sustrato  verdadero  de  la  enzima  fuera  el  comple].o  M8ATP-2,  las  cons-

tantes  de }iichaelis  y de  disociaci6n  determinadas  para  el  ATP  debe  -

r±an  ser  .Tlny-similares  a  las  de  dicho  complejo.     Existen  razones,

sin  embargo,  Clue  hacen  pensar  que  la  enzima  presenta  mayor  afinidad

por  ATP  libi`e  que  por  el  coxplejo  i\IgATP-2.     Estas  razones  derivan  de

que  en  los  experimentos  de  inactivaci6n  de  la  descarboxilasa  pirofos

fomeval6nica  por  fenilglioxal  se  encontr6  que  el  efecto  protector de

los  sustratos  era  siexpre  mayor  en  ausencia  de  Mg+2  que  en  su  presen

cia.     Esto  podr±a  sicm, ificar  que  Mg+2,  si  bien  es  necesai`io  para  la

catalisis,  no  lo  fuera para  la uni6n de  los  sustratos  a  la  enzima.

De  esta  forma,  1as  constantes  de  disociaci6n  de  los  coxplejos  enzi  -

rna-sustrato  determinadas  en presencia  de  Mg+2  podr±an  ser mayores

clue  las  determinadas  en  su  ausencia.    Desde  este  punto  de  vista,  re-

sultaria  16gico  que  las  constantes  de  disociaci6n para  estos  comple-

jos  determinadas  a  partir  de  los  experimentos  de  inacti\raci6n  con  fe

nilglioxal   (realizados  en  ausencia  de  Mg+2)  fueran menores  que  las

encontradas  por  los  m6todos  cin6ticos.    En  efecto,1as  constantes  de

disociaci6n  para  los  complejos  enzima-ATP  y  enzima-}ft.r.i-PP  detemina-

das  por  estos  experimentos  de  inactivaci6n  result'aron  ser  5,5  .x  |o-5  .\|

y  1,7  I  10-6  }1,  respectivanente   (Tabla  15) .   Debe  toELII`se  en  cuenta,  sin

enbal`go,  que  las  condiciones  experinentales  en  cada  caso  fuel.on  diferen

tes  en  cllaJ1.to  a  la  coxposici6n  del  n`edio  y  el  pH.     Ta.ITpoco  puede



134

descartarse,  por  supuesto,  que  la menor protecci6n  ejercida por NIP

en presencla  de  Mg++  se  deba a  que  el  complejo  formado  entre  ellos

se  une  a  la  enzima  de  rna  forma  diferente  a  la  clue  se  une  el  ATP  so-

lo.

Otro  aspecto  interesante  que  llama  la  atenci6n  referente  a

este  punto  es  la  forma ide  la  curva  de  pH,  que  indica  que  la  enzi]ri.a

presenta  actividad m63cima  hasta  pH  4,0,  8n  el  cual,  de  acuerdo  a  las

condiciones  del  ensayo,  existe  s6lo  un  4%  de  la  especie  A"g-2  pre-

sente  a  pH  7,  con  el  aunento  correspondiente  de  las  especies  liATP-3,

Hz4TP-2  y  MgRATP-(Storer  6  Cornish-Bowden,1976).

EL  el  caso  de  la  cat.boxiquinasa  fosfoenolpirdvica  que,  como

se  analiz6  en  la  Introducci6n,  cataliza rna  reacci6n hasta  cierto

punto  similar a  la  catalizada por  la  descarboxilasa pirofosfomeval6-

nica,  se ha  encontrado  que  la  constante  de  disociaci6n del  collplej-o

enzima-IDP  es  un  orden  de  magnitud mayor  en  presencia  de  }h+2  que  en

su  ausencia  O{iller  6  col. ,1968).     Ei  este  caso  se  ha  demostrado  me

diente  t€cnicas  de  resonancia  paramagn6tica  del  electr6n  (EPR)  y me-

diante  la  velocidad  de  relajaci6n  de  los  protones  del  agua   (PRR)  que

el  th+2  se  one  a  la  enzima  libre y  que  el  coxplejo  activo  serfa  del

tipo  enzima-metal-sustrato.     Estudios  usando  las  t6cnicas  menciona-

das  ser±an  de  gran utilidad  para  dilucidar  el  tipo  de  interacci6n  en

tre  la  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  y  sus  sustratos,  aprov-e  -

chando  el  hecho  que  }h+2  sea  casi  tan  efectivo  como  Mg+2  para  la  ca-

talisis .
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4. 2.4.  Modifica.ci6n  quimica  con fenilglioxal.

Una  de  las  formas  de  abordar  el  estudio  de  los  residuos

esenciales  de  aminoacidos  para  la  actividad  catalitica  de  rna  enzilna

consiste  en  emplear  reactivos  modificadores  especificos  para  ellos.

En  vista de  que  nmchas  enziITas  que  catalizan  reacciones  en  que  |]artici

pan  sustratos  ani6nicos  presentan  residuos  de  arginina  esenciales

(Riordan,  1979) ,  decidimos  averitquar  si  ocurria  lo  mismo  en  el  caso

de  la  descarboxilasa  pirofosfomevai6nica  ya  que  sus  sustratos  deben

presentar  carga  negativa  a pH  fisiol6gico.    Como  reactivo  modifica  -

dor  se  escogi6  a  fenilglioxaJ,ya  que  se  trata  de  un  reactivo  altanen

te  espec±fico  para  arginina     (Takahashi,1968).

Nosotros  encontraITos  que  el   fenilglio:{al  inactiva  i`6pidanente

la  enzima  siguiendo  rna  cin6tica  de  pseu.do-primer  orden.    La  inacti-

vaci6n es  dependiente  de  la  concentraci6n  del  reactivo,  y  se  observa

una  relaci6n  lineal  entre  las  constantes  de pseudo-priner  orden y la

concentraci6n del  fenilglioxal.    Este  resultado  es  caracter±stico  de

una  reacci6n  de  segundo  orden.    A pH  8,15  el  valor  de  la  constante

de  segundo  orden  se  estim6  en  108  min-]M-1.     La  dependencia  lineal

de  las  constantes  de  pseudo-primer  orden  en  funci6n  de  la  concentra-

ci6n  del  fenilglioxal,  y  la pendiente  cercana  a   1   encontrada  al  gra

ficar  el  1ogaritmo  de  esas  constantes  en  funci6n  del  logaritmo  de

las  iconcentraciones  del  fenilglioxal,  sugieren  que  la  reacci6n  de

rna  mol6cula  de  fenilglioxal  por  sitio  activo  de  la  enzirra  es  sufi  -

ciente  para  inactivarla  totalmente   (Cardemil  a  Eyzaguirre,1981).

I)e  acuerdo  al  trabajo  de  Takahashi   (1968)  se  supone  que  el  fenilglio

xal  reacciona  con  los  residuos  de  arginina  para  dar un prodrcto
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conteniendo  dos  residuos  de  fer}ilglioxal/arginina modificada.    Si  tal

es  el  caso  con  la descarboxilasa pirofosfomeval6nica,  debemos  suponer

que  la  setqunda mol6cula  de  fenilglioxal  reacciona  con  el  coxplejo  en-

zima-fenilglioxal  ya  inactivo  y por  lo  tanto  su  uni6n no  se  puede  de-

tectar  con  la metodologia  expleada.    Este  tipo  de'  situaci6n  es  relati

vamente  condn,  aunque  tanbi6n  se  enclientran  casos  como  el  de  la. mono-

oxigenasa  lactica  en  que  la  inactivaci6n  de  la  enzima  es  de  primer

orden  con  respecto  a  la  enzima y  de  segundo  orden  con  respecto  al  fe-

nilglioxal   (Peters  a  col.,1981).

La  descarboxilasa  pirofosfomeval6nica  modificada  Parcialmente

por  fenilglioxal  no  presenta  variaci6n  sicm>enificativa  en  las  Kin  aparen-

tes  para  los  dos  sustratos.    La  interpl.etaci6n  mss  simple  de  este  he-

cho  es  que  la  enzima modificada  es  totalmente  inactiva,  de  modo  que

en  tales  circunstancias  solo  son  activas  las  mol6culas  de  enzima no

modificadas  por  el  reactivo.

La protecci6n de  la  inactivaci6n  ejercida por  los  sustratos

sugiere que  el  gmpo  reactivo  esta  en o  cerca del  sitio  activo`    El

aunento  de  la  velocidad  de  inactivaci6n  en  presencia  de  Mg+2  5  rrM

indica  clue  i\B+2  podria unirse  a  la  enzima provocando  con  ello  un  can-

bio  confomacional  en  la  proteina  que  haria  in.£s   accesible   al  reac-

tiv-o  el  residuo  que  reacciona,  en  forma  analoga  a  lo  sugerido  antes

por  Cardemil  a  Eyzagr> irre   (1979)  para  la  quinasa  pirdvica.   La  menor

protecci6n  de  los  sustratos  en presencia  del  metal  bivalente  podria  es

tar  reflejando  diferencias  en  las  constantes  de  disociaci6n de  los  con

plejos  en=ima-sustrato  en  presencia  y  ausencia  de  Mg+2.



157

Los  residuos  de  arginina  de  alcqunas  enzimas  reaccionan  con

reactivos  dicarbonilicos  lmcho  mas  rapido  que  la  arginina  libre,  1o

que  hace  a  estos  reactivos  altamente  especificos.    La  de|)endencia  de

la  reacci6n  entre  arginina y  fenilglioxal  u oti`os  reactiv-os  dicarbo-

n±1icos  con  el  pH ha  hecho  I)ostular  a  Patthy  6  Th6sz   (1980)  que  la

for[na  reactiva  de  arginina  es  la  desprotonada.    Por  consig-uiente  los

autores  anteriores  han sugerido  que  la  gran  reactividad de  los  resi-

duos  de  arginina  en  alcqunas  enzimas  se  debe  a  rna  disminuci6n  de  su

pK.    Una  revisi6n  de  la  literatura  indica  que  la  reacci6n  de  la  des-

carboxilasa  pirofosfomeval6nica  con  fenilglioral  se  cuentaL  enti-e  las

mss  rapidas  que  se  ham  descrito,  siendo  la  constante  de  velocidad  de

segundo  orden  de  108  min-LM-1  en  las  condiciones  de  la  inactivaci6n.

Este valor  es  s61o  comparable  a  la  constante  de  velocidad  para  la

reacci6n de  inactivaci6n de  la   Creatina-quinasa    por  fenilglioral

en  amortiguador  veronal  50  mM pH  8,7  a  30°,  que  se  informa  tiene  un

valor  de  169  min-]M-1  y  es  15  veces  mayor  que  la  deteminada  para  la

reacci6n  de  la  arginina  libre  en  las  mismas  condiciones  (Borders  a

Riordan,1975).    Esta  reactividad  tan  alta  de  fenilglioral  hace  ITny.

poco  probable  que  pudiera  estar  reaccionanado  con  algrfu  residuo  dife

rente  de  arginina.

El  hecho  que  el  efecto  protector  de  los  slistl`atos  sea  fim-

ci6n  de  su  concentraci6n,  permiti6  determinar  las  constantes  de  diso

ciaci6n  de  los  complejos  enzima-sustrato.     Si  se  postula  que  tanto

la  enzima  libre  como  el  complejo  enzima-1igando  reaccionan  con  el

inactivador,  y  tomando  en  cuenta  que  la  reacci6n  de  inactiTaci6n  es
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de  segundo  orden,  es  posible  aplicar  la  ecuaci6n

L      .,,       rkobs-ko5s

kobs=  k2M  +   [ ]Kd

donde  ko5;  es  la  constante  de  inactivaci6n  observada  en presencia de

un  ligando  protector  L;  k2  corresponde  a  la  constante  de  velocidad

de  segundo  orden  para  la  reacci6n  del  complejo  enzima-1igando  con  el

modificador;  M es  la  concentraci6n  del  modificador;  kobs  es  la  Cons-

tante  de  inactivaci6n  observada  en  ausencia  de  ligando  protectol`,  y

Kd  la  constante  de  disociaci6n para  el  complejo  enzima-1igando.    Es-

ta  ecuaci6n  corresponde  al  modelo  de  inactivaci6n  presentado  en  el
I

Ap6ndice .

AI  graficar  ko5s  en  funci6n  de  (kobs  -  ko5s)/L  Se  obtiene

rna  linea  recta  cuya  intersecci6n  en  la  ordenada  corresponde  a  k2IM,

de  tal  modo  que  si  k2=0  (en que  el  conplejo  enzima-1igando  no  reac-

ciona  con  el  modificador)  1a  recta  pasa  por  el  origen.    En  cualquier

caso,  1a pendiente  de  la  recta  corresponde  a  Kd.

En  el  caso  que  aqui  se  analiza,  se  encontr6  que  los  valores

de  las  constantes  de  disociaci6n  de  la  enzima  con  AIP  y  con }IVA-PP

fueron  5,5  I  10-5  M y  1,7  x  10-6M,   respectivanente,  y  que  los  datos

se  a].ustan  a  un  mecanismo  en  que  la  uni6n  de  los  sustratos  a  la  en=i

rna  no  protege  totalmente  a  6sta  de  su  reacci6n  con  el  fenilglio.\-al,

sino  que  s61o  tiene  el  efecto  de  disminuir  las  constantes  de  veloci-

dad  de  inactivaci6n    de    log  min.-t  M-1    a  27  min-1\I-1   (para  e|  caso

del  complejo  enzima-.\TP)  y  a  10  min-]M-1(para  el  caso  del  complejo
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elizinE+lvAipp).   Estos  heehos  Sugieren  que  el  residro  que  se  rodifir

ca no  esta  directamente  invo|ucrado  en  la  uni6n  de  los  ligandos  sino

ITfis  bien  es  ixportante  en  otras  fases  del  proceso  catalitico.    Una

conclusi6n  sirilar  se  ha  obtenido  a.I  hacer un  estudio  com  el  aqui

descrito  para  la  inactivaci6n  de  la  sacal`opina-deshidrogenasa por

2,3'butanodiona   (Fujioka  f|  Takata,   1981) .  `Antes  ya  Davidson  G  Flym

(1979)  habian  concluido  qiie  en  el  caso  de  la  aldehido-reductasa  depe±

diente  de  NAI)PH  de  rifi6n  de  cerdo  el  residuo  de  arginina  que  se  lrodi-

fica  con  2,3-butanodiona no  es  ixportante  en  la  uni6n  del  nucle6tido

sino  que  probablemente  juega  un  papel  ixportante  en  laL  orientaci6n

de  la  coenzim para  su  uni6n y  fo+aci6n posterior  del  coI]plejo  ter-

Irario  enzim-NAI)PH-aldehido.     Por  io  tanto,  los  residuos  de  arginina

esenciales,  ademfs  a participar  en  la uni6n  de  los  sustratos  a  un  gran

ndero  de  enzimas   (Riordan,1979) ,  pueden  tahoi6n  desexpefial`  otro  pa-

pel  dentro  de  la.  catflisis.

4.3.    Conclusiones  finales  y  proyecciones.

La  primera parte  de  este  trabajo  ha permitido  preseritar rna  hi

edtesis  general  sobre  algimos  aspectos  Gel  control  de  la.  biosintesis

del  colesterol  en  higado  de  rata.    Se  sugiere  clue,  luego  de  producir

se rna  alteraci6n  en  la  actividad de  la  rediictasa  de inK;-Co.i hepatica,

y  si  las  condiciones  clue  originaron  el  calTbio  se  nantienen,   se  produ-

ce rna  alteraci6n  en  la  actividad de  mchas  otras  enzimas  de  la  lu-

ta,   en   el   ITiisro  sentido  del  de  la  reductasa`   (Jabalquinto  G  Carde-

nil ,    1981) .     Esta  hip6tcL`sis  permite  explicar  observaciones  ante-

riores  que  sugerian  a  enzilras  especificas-  entre  ellas  la
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descarboxilasa pirofosfomeval6nica`corno  puntos  seeunda.rios  de  regrl±

ci6n  de  la  bios'mtesis  del  colesterol  en higado  de  rata.  Seria  de

inter6s  en  el  futuro  ver  si  estas  variaciones  concertadas  de  activi

dad  se prodrcen  tahoiin  en  6rganos  de  la  rata  que no  biosintetizan

normalmente  colesterol,  corm  el  rifi6n  (Jabalquinto  6  Cardemil,1982) ,

o  bien  en  el  higado  en  situaciones  en  las  cuales  la  reductasa  de  mRE-

CoA no  se  coxporta  ya  colro  la  enzim  regulatoria  de  la  via  metab6lica,

colro  en  algunos  canceres   quigan  6  Porter,   1976) .  Bajo  otro  punto  de

vista,  seria  interesante averitquar  taITbich  el  meeanislro  a  trav6s  del

cual  se prodrcen  estos  calTbios  de  los  niveles  de  actividad y-  si  se
itrata  de  variaciones  en  la.  concentraci6n  o  s61o  en `1a  actividad  de
I

1as  enzims,  utili=ando  t6cnicas  coTro  la  inunotituiaci6n.

En  la  segunda  |]arte  de  esta  tesis  se  ha  obtenido  rna  prepa-

raci6n  estable  y  altamente purificada  de  la  descarboxilasa pirofosfo-

neval6nica  de  higado  de pello.    Usando  esta preparaci6n  se  deterina-

ron  sus  caracteristicas  lroleculares  y  cataliticas basicas  (Alvear  8

col.,1982),  asi  corm  talrbi6n  se  demstr6  que  la  enzina  presenta  un

residuo  de  arginina  esencial  para  su actividad.

La  enzirm  obtenida  difiere  en  algunos  aspectos  irpertantes

de  la  en=im  de  higado  de  rata,  lo  que  constitny-e  otro  ejenplo  de  las

distintas  forms  roleculares  que  puede  tener  rna  mism  enzilm,  depen-

diendo  de  la  especie  o  del  6rgano  del  cual  se  aisla.

Parecen  de  especial  intel.6s  los  resultados  qiie  apimtan  a  que

el  ATP-4  presentaria  rna rmyorafinidad por  la  enzin  que  el  coxplejo

ATPMg-2  a  pH  8,15.   Esto  la  difei.enciai`ia en gran  medics  de  otras  enzins
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que  utilizan  nuc|e6tido.s,  y podria  ser  indicatiyo  de que  el  rretal.

fuera necesario  nds  bien para.  estabilizar una  cierta  confor|raci6n  ac

tiva  de  la  enzirm.     Sin  duda  que  este  es  un  aspecto  clue  merece  estu-

diarse  en  el  futuro,  tal  vez  haciendo  uso  de  t6cnicas  corno  la  resonan

cia paramagn6tica  del  electr6n,  aprovechando  que i\`h+2  sustituye  efi-

cazmente  al  Mg+2  en  la  catalisis.

Ija  obtenci6n  de  esta  preparaci6n  estable y-  altanente  I)urifi-

cada  de  la  descarboxilasa.  pil`ofosfomeval6nica permitirf  enfocar  talnbi6n

el  problem  del  mecanislro  qufmico  de  la  reacci6n,  que no  ha  avanzado

his  alla  de  donde  lo  dejaran  los  estudios  iniciales  de  los  gnipos  de

Bloch  0.indberg  6  col.,1962)  y  de  Popjak y-ColTiforth   (Hellig,1962;

Comfolfh  a  col.,1966).  Aunque  la  evidencia  actual  indica  que  el  ne-

canisro  de  descarboxilaci6n  del  mevalonato-5 -pirofosfato  queda  mejor

representado  por un  proceso  concertado,  no  puede  ciertamente descar-

tarse  la existencia.  de un  intermedia.rio  trifosforilado.  Mss  ach,  el

8nlpe  OP03H2    deberia  ser  mejor grlpo  saliente  que  el  0H-,  por  lo

que  en  ese  caso  la  deficiencia  electr6nica  en  el  C3  seria  mayol`,  fa-

cilitando  la  descarboxilaci6n. Aderiscle la posible aislaci6n  e  identi-

ficaci6n  de un  intermediario  de  este  tipo,  tahoi6n podrian usarse

analogos  del  sustrato  en  los  que  se  encuentre  alterado  el  pK  del  gni-

pe  hide-o.`ilo  terciario.     Colro  se  ve  en  la  figura  5,   el  meeanisro  a

tra\-6s  del  intermediario  trifosforilado  se  veria  fat.-orecide con  rna

disminuci6n  de  ese pK,  y no  ocurriria  lo  misro  en  la  altemativa  con

cei±ada.



APENDICE

Cin6tica  de  inactivaci6n por  fenilglioxal  en presencia  de  un  ligando  pro-

tector.

La protecci6n por un  ligando  contra  la  inactivaci6n  de  una

enzima  por  un  reactivo  modificador  se  analizara  de  acuerdo  al  mecanismo  de

inactivaci6n.     Como  se  describi6  en  Resultados,1a  descarboxilasa  pirofos-

fomeval6nica parece  inactivarse  a  trav6s  de  rna  reacci6n  bimolecular  de  s±

gundo  orden  con  el  fenilglioxal:

E   +  M ±1   E-M

en  que  E  =  enzima;  M  =  modificador   ;  E-M  =  conplejo  inactivo  enzima-modifi
_1_I

cador,  y  ki  =  108  min    M

Para  este mecanismo,  pueden darse  dos  situaciones  diferen  -

tes  al  considerar la protecci6n de  la  inactivaci6n por un ligando:

a)  El  ligando  al  unirse  a  la  enzima  libre  evita  totalmente

la  inactivaci6n,  o

b)  E1  1igando  al  unirse  a  la  enzima  libre  no  evita  totalme±

te  la inactivaci6n.

Analizaremos  en  detalle  s61o  el  segundo  caso  y-a  que  el  caso

a)  es  rna  situaci6n  limite  del  b) .

La  situnci6n  puede  esquematiz'arse  de  la  siguiente  manera:

E  +  L  :d    EL+
++

MM

+kl                +k2
EM                       EI.M
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donde  E,  EL,  EM y  Elm  son  la  enzima  libre,  el  coxple]-o  enzima-1iganao,   1os

coxplej os  inactivos  enz.ima-moaificalof y  enzima-1igando-modificador ,  respeE

tivanente;  M es  el  modificador  (fenilglioxal) ;`  L  es  el  ligando  (sustrato  u

otro) ;  ki  y  k2  son  las  constantes  de  velocidad  de  formaci6n de  los .coxple-

jos  ina.ctivos  " y  EILM,  rest)ectivanente,  y  Kd  la  constante  de  disociaci6n

del  coxplejo  EL.

En  el  caso  que  el  equilibrio  entre  E,  L  y-  EL  sea  r6pido  en

conparaci6n  con  el  proceso  de  inactivaci6n,  1a velocidad de  inactivaci6n

en presencia  del  1igando  se puede  expl.esar  a  trav6s  de  la  siguiente  ecua-

ci6n diferencial :
-d   (Ea)   =  ki(E)Ql)   +  k2(EL)Q1)

dt

donde  Ea  =  enzima  activa  =  E  +  EL.

Al  dividir  la  ecuaci6n anterior por  Ea resulta:

-  d   (Ea) kl (E) Or) +  k2 (EL) qu)

(1)

(2)

dt(Ea)                    (E)   +    (EL)

ReelTplazando  EL  en  funci6n  de  su  constante  de  disociaci6n

Kd= (E) (L)

(EL)

y  reordenando  tenemos :
-d   (Ea)         OJI)(kiKd+k2(L))

dt
(Ea)                           Kd   +   (L)

Como  la  velocidad  de  inactiva.ci6n  de  la  enzima  es:

-   d   (Ea)

dt
=  kob:   (Ea,

(3)

(-':)

(5)
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resulta  que  a  partir  de  la  ecuaci6n  (4)  se  obtiene  que  la  constante  de  inac

tivaci6n  de  pseudo-primer  orden  en  presencia  de  ligando  (kob:)  es :

kob:  = qu)    [Kdki   +  k2(L)]

Kd   +   (L)

Al  tomar  reciprocos  y  reordenar  se  obtiene:

1                                Kd                                                          (L)

(6)

(7)

kob:        ftyl)    [Kdki   +k2(L)]            OJI)    [Kdki   +k2(L)]

que  se  reduce  a.  1a  ecuaci6n  de  Mildvan  a  Leigh  (1964)  para  el  caso  en  clue

k2  =  0,  es  decir,   si  EL  no  reacciona  con  M:

L=|+ u
kob:          qu)ki           ftyl)Kdki

1a  expresi6n:

(8)

A partir  de  la  ecuaci6n  (6),  Scnitton  a  Utter  (1965)  derivaron

kob:    k2     1-*=_+
kobs       ki               (L)

en  que     kobs  =  fyflci

(9)

(10)

representa  la velocidad  de  inactivaci6n  en  ausencia  de  ligando  protector.

Por lo  tanto,  un grafico de g   en funci6n de

(L)

es  rna  linea  recta  con  pendiente  =  Kd  e  intersecci6n  en  el  eje  de  las  ord±
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nadas  =  i;  .    Esta  expresi6n,  si  bien permite  la  determinaci6n  de  Kd,  no

permite  una  estimaci6n  de  las  constantes  ki  y  k2.    El  calculo  de  k2  es  pg

sible,  sin  embargo,  ya.  sea  determinando  en  foma  independiente  el  valor  de

ki  o  bien  reordenando  la  ecuaci6n  (6)  a:

kob:  = Kd  kobs

Kd   +   (L)

para  obtener  finalmente

kob:  =  k2   qu)   +  _

ivflc2     (L)

Kd  +   (L)

(L)

(11)

(12)

de  tall modo  que  al  graficar  kob: en  funci6n  de  kobs  -  kob5    se  obtiene
(L)

I

rna  linea  recta  cuya pendiente  es  Kd  y  cuya  intersecci6n  en  el  eje  de  las

ordelradas  es  k2M.      Si  k2  =  0,  la  recta  pasa  por  el  origen  y  esto  sicm,mifica

que  el  coxplejo  enzina-1igando  no  reacciona  con  el  modificador.    Esta  ex-

presi6n ha  sido utilizada por  Fujioka  6  Takata  (1981),  si  bien  los  autores,

err6neamente,  interpretan  la  intersecci6n  en  el  eje  de  las  ordenadas  como

k2   y  no  como  k2M.

Para  los  casos  mss generales en  que  la  reacci6n  del  modifica

dor  con  la  enzima  sea  reversible  o  6sta  se  inactive  Dasando  a  trav6s  de  un

intermediario,  el  calculo  de  Kd  es  posible utilizando  las  expresiones  der±

vadas  por  Horiike  6  Mccormick   (1980)   o  por  Cai`i.illo  €i  col.    (1981).
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