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RESUMEN

En esta tesis se ha realizado un estudio de la descarboxi-
Jlasa pirofosfomevalénica (ATP: 5-difosfomevalonato carboxiliasa (deshidra
tante) EC 4.1.1.33), que tuvo dos objetivos. El primero fue aclarar su
papel como enzima regulatoria secundaria en la biosintesis del colesterol
en higado de rata, propuesto hacia fines de la década pasada, y el segqun-
do obtener una preparacifén estable y altamente purificada de la enzima,
con la que pudieran realizarse estudios sobre su estructura y mecanismo

de accidn.

El primer objetivo se logrd midiendo la actividad de las
quinasas mevalbnica y fosfomevaldnica y de la descarboxilasa pirofosfomeva
lénica en homogeneizados 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 4cido mevalbnico. Las condiciones experi-
mentales escogidas fueron ayumo por 48 horas, alimentacién con dietas con-
teniendo colesterol al 2% o colestiramina al 3%, y diabetes inducida por
estreptozotocina. En todos los casos se encontraron variaciones de simi-
lar magnitud en la actividad de las tres enzimas estudiadas, y no sélo va-
riacién en la actividad de la supuesta enzima regulatoria secundaria, con
lo que no se sustenta la proposicién que origind esta investigacibn. Los
datos que aqui se obtuvieron son comparables, sin embargo, con los obtenidos
por otros autores que han medido otras actividades enzimdticas de la biosin-
tesis del colesterol en condiciones similares a las nuestras. El conjunto
de toda esta informacibén permite concluir que la sugerencia de que existen

posibles etapas regulatorias secundarias para el control de la biosintesis
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del colesterol puede englobgrse en una proposicién més general. Esta pro
posicibn es que existen variaciones en el mismo sentido en la actividad
de todas las enzimas de la biosintesis del colesterol que catalizan eta-
pas desde acetil-CoA hasta, por lo menos, escualeno, y que éstas se pro-
ducen después de la respuesta primaria de la reductasa de HMG-CoA (que es
la enzima regulatoria de la via metabblica) a las diversas condiciones

experimentales a que se someten los animales.

El segundo objetivo de esta tesis se logrd mediante la puri
ficacién de la descarboxilasa pirofosfomevalénica de higado de pollo. La
enzima se purificd a través de tratamiento a pH 5,3, fraccionamiento con
sulfato de amonio, y cromatografia en DEAE-celulosa, Sephadex G-200, fos
focelulosa, hidroxilapatita y azul de dextrano-Sepharose. La preparacidén
obtenida, de actividad especifica 6,3 unidades/mg de proteina, se encontrd
homogénea al analizarla por electroforesis en geles de poliacrilamida en
ausencia de agentes desnaturantes, pero la electroforesis en condiciones
desnaturantes reveld una contaminacibén de alrededor de 15-20%. La purifi
cacién y el rendimiento logrado fueron de 5.800 veces y 4,8, respectiva-
mente. lLa enzima es estable durante por lo menos un mes en 20% glicerol
a menos 20°, presenta una alta especificidad por el ATP y requiere de un
ién metalico bivalente para la actividad, siendo pg+2 y M2 1os mejores.
El pI encontrado es de 4,8, el rango Optimo de pH se extiende de 4,0 a
6,5 y la enzima es inhibida por citrato a valores de pH inferiores a 5,0.
La descarboxilasa pirofosfomevalbnica purificada no requiere de reductores
de grupos sulfhidrilos para su actividad ni estabilidad. Presenta un pe-
so molecular de 85.400 + 1.940 medido por filtracién en Sephadex G-200,

centrifugacién en gradientes de sacarosa y electroforesis en geles de
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poliacrilamida en presencia de SDS y 2-mercaptoetanol, y esti compuesta
de dos unidades iguales o muy semejantes de peso molecular 43.500, segin

lo revela el Gltimo método nombrado.

La enzima presenta cinética hiperbblica para ambos sustra-

tos, el mevalonato-5-pirofosfato (MVA-PP) y el ATP, con una Km verdadera

4 M para el segundo. La

de 1,41 x 107° M para el primero y de 5,04 x 10
representacidn gréfica de los datos cinéticos indica un mecanismo secuen-

cial para la unibén de los sustratos a la enzima.

La descarboxilasa pirofosfomevaldénica de higado de pollo

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

a 30°. La inactivacién es de pseudo-primer orden a todas las concentracio
nes del inactivador empleadas, encontrédndose una constante de velocidad de
segundo orden de 108 min-l.M_l. El orden de la reaccidén (respecto al inac
tivador) es préximo a 1, lo que sugiere que la modificacién de un solo re-
siduo de aminoicido por sitio activo es suficiente para producir la inacti
vacién. La especificidad del reactivo y la alta constante de velocidad de
inactivacidn encontrada sugieren que el residuo que se modifica es. uno de
arginina. Ambos sustratos protegen efectivamente a la enzima de la inacti
vacidén, pudiéndose calcular a partir de los experimentos de proteccidén las

constantes de disociacién de 1los respectivos complejos enzima - sustra-

> M y 1,7 x 100 M para los

to. Se encontraron valores de 5,5 x 10~
complejos enzima-ATP y enzima-MVA-PP respectivamente. El efecto protec-
. +2 . N
tor de los sustratos es menor en presencia de Mg “, lo que sugiere que si
. + . - . .z
bien Mg 2 es importante para la catdlisis no lo es para la unién de los

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

cién por los sustratos permitieron asimismo deducir que los complejos
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enzima-sustrato también reaccionan con el femilglioxal, lo que sugiere que
el residuo que se modifica no tiene un papel importante en la unién de los

sustratos sino en un paso de la catdlisis posterior a la unién.




ABSTRACT

A study has been carried out on pyrophosphomevalonate

decarboxylase (ATP: 5-diphosphomevalonate carboxy-lyase (dehydrating)
EC 4.1.1.33) with a dual purpose. The first obtective of this research
has been to clarify its postulated role as a secondary regulatory enzyme
of cholesterol biosynthesis, and the second one has been the obtainment
of a stable and highly purified preparation of the enzyme, suitable for
studies of its structure and mechanism of action.

The first objetive was achieved by measuring the activi-
ties of mevalonate and phosphomevalonate kinases and pyrophosphomevalo-
nate decarboxylase in liver homogenates from rats subjected to experi-
mental conditions where the rate of cholesterol biosynthesis from mevalo
nate is known to be altered. The experimental conditions selected were
48-hours fasting, feeding diets containing 2% cholesterol or 3% cholesty-
ramine, and streptozotocin-induced diabetes. In all four situations,
variations in the activity of all three enzymes tested were found, instead
of variations only in the supposedly secondary regulatory enzyme. These
findings do not support the proposition that pyrophosphomevalonate de-
carboxylase 1is 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 enzymes of hepatic
cholesterol biosynthesis in rats kept under experimental conditions 1ike
those used in this work, a more general view about the control of this
metabolic pathway can be proposed. We suggest that variations in the sa-

me way in the activity of all enzymes of cholesterol biosynthesis from acetyl
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CoA up to at least squalene synthase are produced after HMG-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 enzyme
was purified by means of pH 5.3 treatment, ammonium 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 enzyme had a specific activity of
6.3 units/mg of protein (5,800 times that of the crude liver extract) and
was obtained in 4.8% yield. Purified pyrophosphomevalonate decarboxylase
is stable at least one month in 20% glycerol at -20°, is highly specific
for ATP, and requires a bivalent metal ion for activity GMg+2 or Mn+2
being the best). The optimum pH range is from pH 4.0 to pH 6.5; the
enzyme is inhibited by citrate below pH 5.0, and the pI 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 composed of two identical, or nearly identical, subunits

of molecular weight 43,500.

Pyrophosphomevalonate decarboxylase shows hyperbolic

kinetics for both substrates, mevalonate-5-pyrophosphate (MVA-PP) and
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> M and 5.04 x 10°* M, respectively.

ATP, with true Km values of 1.41 x 10~
Graphical representation of the kinetic data shows a sequential mechanism

for the binding of the substrates to the enzyme.

The 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
108 min—1 M—l. The reaction order for inactivation is close to 1,
suggesting that the modification of a single amino acid residue per
active site of the enzyme is enough to completely 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

5

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

6

for the enzyme-ATP complex, and 1.7 x 10 ~ M for the enzyme-MVA-PP

complex. Substrate protection is less effective in the presence of Mg+2,
suggesting that although Mg+Z 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.




1. INTRODUCCION

La descarboxilasa pirofosfomevaldnica [ATP: 5-difosfomeva-
lonato carboxiliasa (deshidratante) (EC4.1.1.33)] cataliza la descarboxi
lacién del MVA-PP en presencia de ATP y un metal bivalente para producir

IpPP, ADP, Pi y CO,, de acuerdo a la ecuacibn
+2

MVA-PP + ATP — 2 > IpPP + ADP + (O, + Pi

Esta reaccibén corresponde a una de las primeras etapas de
la biosintesis de isoprenocides, substancias que derivan del MVA y que se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza. Algunos ejemplos
de isoprenoides los constituyen los terpenos, esteroides, carotenoides,

caucho, giberelinas, etc., y su relacién biogenética con el MVA se esque-

matiza en la figura 1.

En los animales el colesterol representa uno de los isopre
noides cuantitativamente mas importantes, y en la figura 2 se presentan
algunas de las etapas de su biosintesis a partir de acetil-CoA. Puede
verse que el MVA se forma por la condensacién sucesiva de tres moléculas
de acetil-CoA, para luego experimentar dos fosforilaciones consecutivas.
La primera es catalizada por la quinasa mevalénica y la segunda por la
quinasa fosfomevalbénica. E1 MVA-PP, producto de la reaccibn catalizada
por la quinasa fosfomevaldnica, 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 mamiferos (Beytia § Porter, 1976).
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Figura 1. Relacién biogenética de algunos isoprenoides con el 4cido me-
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Figura 2. Etapas de la biosintesis del colesterol desde acetil-CoA hasta

escualeno.

las enzimas que catalizan estas reacciones son: 1= tiolasa de
acetoacetil-CoA; 2= sintetasa de FMG-CoA; 3= reductasa de HMG-CoA; 4=
quinasa mevalénica; 5= quinasa fosfomevalénica; 6= descarboxilasa pirofos-
fomevaldnica; 7= isomerasa de isopentenilpirofosfato; 8= preniltransfera-

sa, ¥ 9= sintetasa de escualeno.




Una de las razones por el constante interés en la biosinte
sis del colesterol radica en que alteraciones de su metabolismo pueden te
ner consecuencias patolégicas, siendo wna de ellas la arterioesclerosis,
hoy en dia una de las principales causas de mortalidad humana (Goldstein
& Brown, 1977).

La biosintesis del colesterol es un proceso extramitocon-
drial en animales, siendo las enzimas que catalizan las etapas desde ace-
til-CoA a FPP solubles (permanecen en el sobrenadante de 105.000 g) excep-
to la enzima que cataliza la sintesis de MVA, la reductasa de HMG-CoA, que
se encuentra wnida a las membranas del reticulo endoplédsmico. A partir
del FPP las enzimas vuelven a ser microsomales (Beytia § Porter, 1976).
Aunque se ha visto que pricticamente todos los tejidos corporales tienen
la capacidad de sintetizar colesterol, el higado se ha identificado como
la fuente biosintética principal, tanto en monos como en ratas (Dietschy
& Wilson, 1970). Se sabe que en este 6rgano el metabolismo del coleste-
rol esti sometido a un complejo sistema de control y puede ser modificado
por una serie de factores ambientales, nutricionales y hormonales siendo
el colesterol mismo un eficaz inhibidor de su propia formacién (Dempsey,
1974). Se encuentra bien establecido que la enzima reguladora de esta
ruta es la reductasa de HMG-CoA. Al respecto, ya en 1959 Bucher § col.
(1959) demostraron que la etapa limitante de esta biosintesis se encontra
ba entre acetato y MVA, y luego Seperstein § Fagan (1966) aportaron evi-
dencias experimentales de que esa etapa era en realidad la reduccibn de
HMG-CoA a MVA. DPosteriormente Shapiro § Rodwell (1971) y Dietschy &
Brown (1974) confirmaron que en una amplia variedad de estados fisioldgi-
cos, los cambios en la velocidad de sintesis del colesterol eran estricta

mente paralelos a los cambios en la actividad de la reductasa de HMG-CoA.




Debido a esta relacién, generalnﬁnte se acepta que la actividad de la re
ductasa de HMG-CoA es un indice de la velocidad de sintesis del coleste-

ol a partir de acetato (Dugan, 1981).

Se ha visto que tanto la reductasa de HMG-CoA como la sig
tesis del colesterol a partir de acetato (pero no de MVA) experimentan va
viaciones circadianas de entre 5 a 10 veces, con um miximo alrededor de
la medianoche (Dugan § Porter, 1976). El aumento de actividad en la re
ductasa se debe a un aumento en la velocidad de sintesis de enzima, sin
alterarse su velocidad de degradacién (Dugan & col., 1972), siendo €l
peridodo de semi-decaimiento para la enzima (t 1/2) de 2 a 3 horas
(Rodwell § col:, 1976). En los Gltimos afios, algunos grupos de investi-
gadores han sugerido que también podria ser fisiolégicamente importante
la interconversién de la enzime entre formas activas y poco activas a
través de un mecanismo de fosforilacién y desfosforilacidén dependiente
de ATP (ver Schroepfer 1981, y las referencias alli citadas). Este ﬁlti—
mo punto, sin embargo, ha sido severamente criticado por Ness § col
(1982) quienes han demostrado que, por lo menos en algunos casos, lo que
se habia interpretado como disminucién en la actividad de la enzima
causada por fosforilacién de la proteina mediada por una proteina-qui-
nasa, no era sino el efecto de contaminacién de quinasa mevaldnica en
el ensayo.

Afm cuando la reduccibén de HMG-CoA a MVA es el sitio prima
rio para el control de la biosintesis del colestercl, se ha visto que lue
go de alimentar ratas por periodos de varios dias con dietas conteniendo

colesterol, puede detectarse tambien una disminucién en la velocidad de

flujo de metabolitos en otros segmentos de la ruta, posteriores al MVA.




Asi por ejemplo, Siperstein & Guest (1960) informaxon que luego de alimen
tar ratas con dietas ricas en colesterol, la velocidad de conversién de
[2—14C] MVA a colesterol en cortes de higado disminuia al 35% de los va-
lores controles, en tanto que la incorporacién de [1-14C] acetato habia
bajado al 5%. Por consiguiente aqui se demostrd que afin cuando la etapa 1i
mitante de la velocidad era anterior al MVA, también evistia wa marcada
reduccién en el flujo de metabolitos en el segmento de la via posterior
a é1, y que ésta se producia en forma secundaria a la primera. Un poco
después, Gould § Swyryd (1966) demostraron que luego de la alimentacidn
prolongada con colesterol, se producia una disminucién en la capacidad de
convertir tanto MVA a colesterol como MVA a FPP y FPP a colesterol en homo
geneizados de higado de rata. Deqtro del mismo contexto, Slakey § col.
(1972) encontraron que se necesitan al menos dos puntos secundarios de re
gulacibn, uno entre MVA y escualeno y otro entre escualeno y colesterol,
para poder explicar el fjujo de materiales a través de la Via completa de
biosintesis del colesterol. Ademds de estos efectos nutricionales, se ha
visto que en homogeneizados de higado obtenidos de ratas diabéticas se
produce también una disminucibn en la incorporacibén de [2—14C] MVA a co-
lesterol 2 semanas después de la inyeccidén de estreptozotocina (Cayen y
col., 1975). Anteriormente ya se habia demostrado que la actividad de
la reductasa de HMG-CoA disminuye a valores bastante bajos en el higado
de ratas diabéticas (35 y 7% de los controles al cabo de 4 y 7 dias des-
pués de la inyeccién de estreptozotocina) (Nepokroeff § col., 1974).
Ramachandran & Shah (1976) han presentado datos que sugieren
que la descarboxilacién del MVA-PP podria ser una etapa limitante en la
conversién de MVA a colesterol en ciertos casos. Estos autores observaron

que al destetar ratas se producia aumento en la velocidad de descarboxilacién



de [_1-14(3] MVA, en tanto que no se .pronCfLa variacidén en las velocidades
de formaci6n de MVA-P y MVA-PP, Este aumento en la velocidad de descar-
boxilacibn del MVA no se producia, en cambio, cuando luego del destete

las ratas se alimentaban con una dieta conteniendo 1% de colesterol, Los
datos obtenidos por estos autores respecto a la descarboxilacién de MVA-
PP son criticables ya que no fueron obtenidos en las mejores condiciones,
puesto que el MVA-PP fue generado in $itu a partir de MVA, y con ello la
enzima distaba de estar saturada con su sustrato. Por otra parte, Shama

Bhat § Ramasarma (1977) indican que tanto la conversidén de [2—14C] MVA a

14C] MVA presentan cambios circa

esteroles como la descarboxilacidén de [1-
dianos en homogeneizados de higado de rata. Estos Gltimos resultados, sin
embargo, se encuentran en abierta contraposicibén con varios otros, ya que
si bien es un hecho establecido que tanto la incorporacién de acetato a co
lesterol como la actividad de la reductasa de HMG-CoA presentan fluctuacio
nes circadianas en higado de rata, (Dempsey, 1974; Rodwell & col., 1976),
existe un gran nfimero de evidencias que indican que ni la incorporaciém de
[2—14C] MVA a colesterol (Back § col., 1969) ni la actividad de las enzimas
individuales ubicadas entre MVA y escualeno (Slakey § col., 197Z; Jabalquin

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

Los resultados anteriormente comentados respecto al posible
segumdo punto de control para la biosintesis del colesterol hacen de espe-
cial interés un andlisis sistemdtico de la actividad de las tres enzimas
que catalizan etapas entre MVA e IpPP en higado de ratas sujetas a distin
tas situaciones nutricionales u hormonales. Un estudiode esta naturaleza
deberia dar evidencias a favor o en contra del posible papel regulador

sugerido para la descarboxilasa pirofosfomevalénica (Ramachandran §
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Shah, 1976). Asi,podria esperarse de antemano que cuando el animal esté
en condiciones como ayuno, alimentacién con dietas con o sin colesterol,

o en estado diabético, se produzcan variaciones en la actividad de esta
enzima y no en la de las quinasas que la preceden. Uno de los propbsitos
de esta tesis ha sido, justamente, la de contribuir al esclarecimiento del
papel regulador de la descarboxilasa pirofosfomevalénica de higado de rata
en la biosintesis del colesterol. Con este objeto, se decidié medir la
actividad de las quinasas mevaldnica y fosfomevalénica y de la descarboxi-
1

lasa pirofosfomevalénica en homogeneizados de higado de ratas sometidas a

diferentes condiciones fisiolbgicas.

Independientemente del papel regulatorio que pueda tener
la descarboxilasa pirofosfomevalénica en la biosintesis del colesterol,

la enzima presenta un gran jinterds desde el punto de vista de su estructu-

Ta y mecanismo de accidn.

Como se dijo en la parte inicial de esta Introduccién, la
enzima cataliza la reaccibn bimolecular entre el MVA-PP y el ATP para ge-
nerar cuatro productos: IpPP, ADP, CO2 y Pi‘ Todo indica que la reaccidn
deberia ser estereoespecifica para el (3R)-MVA-PP, pues la quina-
sa mevaldnica lo es para el (3R)-MVA (Popjdk, 1970), la quinasa fosfomeva-
1énica 1o es para el (3R)-MVA-P (Hellig § Popjék, 1961}, y es sabido que
la sintesis estereoespecifica es la regla en la biosintesis de isoprenoi-

des (Popjak, 1970).

El conocimiento que se tiene de la descarboxilasa pirofos-

fomevaldnica es extremadamente pobre. Cuando se inicié este trabajo, la

enzima no habia sido obtenida en forma homogénea de ningln tejido, ni

o



animal ni vegetal. Tan sdlo se habian obtenido preparaciones parcialmen-
te purificadas de las enzimas de levadura (Bloch & col., 1959), higado de

cerdo (Popjék, 1969; Beytia, 1972), y l4tex de Hevea brasiliensis

(Skilleter § Kekwick, 1971), con aumentos en su actividad especifica de
111 34, y 29 veces, respectivamente. Usando estas preparaciones, se ha
determinado que la estequiometria de la reaccién es la mostrada al comien
zo de este capitulo. Se ha encontrado, ademis, que la pérdida de los gru
pos carboxilo e hidroxilo se realiza a través de una eliminacidén anti,

como se muestra a continuacién (Cornforth & col., 1966):

O\ Ve

C
H\\—\ CH3
cT CQCHZ CH,0POP

Hp OH

La reaccidn que cataliza esta enzima es de sumo interés ya

que existen pocas descarboxilaciones similares a ésta descritas hasta aho
ta. La reaccibn catalizada por la carboxiquinasa fosfoenolpirivica pudie
ra considerarse una de las mds similares, ain cuando en este caso se libe

ra un producto fosforilado, el fosfoenolpiruvato:

o
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OP +CO »+GDP

g
\/§

Esta enzima ha sido obtenida en forma homogénea de higado
de rata, y se ha establecido la presencia de un grupo ditiol vecinal esen

cial para la catilisis (Colombo § col., 1978).

Desde el punto de vista de la quimica orginica, la descar
boxilacién del MVA-PP podria considerarse una reaccién andloga a la des -
carboxilacién en acetona en medio alcalino del derivado dibromado del Aci
do trans-cindmico (el 2,3-dibromo-3-fenilpentanoico) para dar g-bromoesti

reno (Cristol § Norris, 1953):
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En este caso, la descarboxilacién produce exclusivamente
cis-g-bromoestireno, lo que indica uma eliminacidn del carboxilo y del bro
muro de tipo anti, en analogia a la eliminacién de los grupos carboxilo e

hidroxilo del MVA-PP en la reaccidén catalizada enzimAticamente.

Ei_mecanismo de la reaccién catalizada por la descarboxi-
lasa pirofosfomevaldnica continfla siendo un interrogante, a pesarde que los
primeros estudios al respecto se hicieron hace ya 20 afios. En esos estu-
dios, Konrad Bloch y su grupo (Lindberg & col., 1962), usando una prepara
cidén obtenida de levaduras, pudieron demostrar con [3-180] MVA-PP que el
oxigeno del grupo hidroxilo en la posicién tres del MVA-PP se transfiere,
luego de la descarboxilacibn, al fosfato inorganico liberado.Sobre la base
principalmentede este experimento, los autores sugirieron dos posibles me-
canismos para la reaccién de descarboxilacién, como puede verse en la fi-
gura 3. Los dos mecanismos propuestos difieren en que en uno de ellos
(Fig. 3a) hay formacién de un intermediario trifosforilado, y en el otro
(Fig. 3b) la descarboxilacién, la rotura del enlace C-O, y la formacién
del enlace O-P son procesos concertados. En este Gltimo caso el ATP no
estd actuando como un agente fosforilante sino que sélo estd proporcionan-
do, a través de su fosforilo terminal, un agente electrdfilo capaz de atraer
electrones desde el enlace CS—O del MVA-PP para generar de esa manera un
centro de cargas positivas en el C3 y favorecer entonces la descarboxila-
cidén y formacién del doble enlace. Respecto a estos mecanismos, es de in-
terds hacer notar que Popjdk (1969) informa que, usando una preparacién de
descarboxilasa de higado de cerdo, la aparicién de CO, y ADP son procesos
sincronizados en un amplio rango de pH, lo que apoya el mecanismo concer-

tado de la Fig. 3b. Sin embargo, aun cuando el mecanismo fuese el de la
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Figura 3. Posibles mecanismos de descarboxilacién del mevalonato-5-piro-
fosfato.

Se representan los mecanismos (a) a través de wn intermediario

trifosforilado y (b) concertado, sugeridos por Lindberg & col. (1962).
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Fig. 3a, seria muy dificil demostrar que existe un retraso entre la produc
cién de ADP y la de CO2 con el equipo descrito por Popjék (1969). Un in-
tento de atrapar un posible intermediario trifosforilado usando un.anélo-

go del MVA-PP no descarboxilable didé resultados negativos (Hellig, 1962).

El mecanismo de esta reaccibén es frecuentemente mal inter-
pretado en los textos corrientes de bioquimica (Cardemil § Jabalquinto,
1983). Asi por ejemplo, Lehninger (1978) indica que 'Una tercera fosfori
lacién en el &tomo de carbono 3 (del MVA-PP) rinde un producto intermedio
muy inestable, que pierde 4cido fosférico y se descarboxila para formar
3-isopentenil-pirofosfato....". Por otra parte, Stryer (1981) acota que
""...el mevalonato es convertido a 3-fosfo-5-pirofosfomevalonato a través
de tres fosforilaciones sucesivas, y este intermediario inestable pierde
CO2 y Pi para generar 3-isopentenilpirofosfato'. En gran medida esta
reaccién no ha podido ser estudiada en mayor detalle debido tanto a la ba-
ja pureza e inestabilidad de las preparaciones enziméticas 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 aparecié una publica-
cibén (Shama Bhat § Ramasarma, 1980) dando cuenta de la obtencibén en forma
homogénea de la descarboxilasa pirofosfomevalénica de higado de rata. Los
autores informan un peso molecular de 126.000 para la enzima, estando ésta
formada de 4 subunidades de peso molecular de 35.000 cada una. Se obtu
vo un pH 6ptimo cercano a 5,2, ATP resultd ser el mejor nuclebtido, y un
metal bivalente uno de los requisitos importantes para la catdlisis. Esta
preparacién, sin embargo, es extremadamente inestable, ya que pierde un

99,5% de su actividad en 12 horas. Los autores lograron recuperar un 52%
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de actividad en el mismo periodo de tiempo guardando la enzima en presen-
. . +2

cia de concentraciones 0,5 M de MVA-PP, ATP, Mg ~ y 2-mercaptoetanol. De-

bido a estos problemas de estabilidad esta preparacién no es Util para

efectuar estudios del mecanismo de accién de la enzima.

En la tabla 1 se resumen las propiedades de las distintas
preparaciones de descarboxilasa pirofosfomevalénica realizadas hasta la
fecha. Ademds de los datos que se presentan en esa tabla, cabe hacer no-
tar que todas las preparaciones obtenidas requieren de un metal bivalente

para la catdlisis, y que la enzima de H. brasiliensis es inhibida por

IpPP y ADP.

Como puede apreciarse de lo expuesto, el conocimiento que
se tiene de esta enzima es insuficiente y de caricter muy preliminar. Es-
ta falta de conocimientos de la enzima y de sus propiedades cinéticas y
moleculares bésicas,hizo plantearnos la necesidad de obtener una prepara-
cién estable y de alto grado de pureza con la que se pudieran posterior-
mente realizar estudios tendientes a aclarar su mecanismo de accién. Como
posibles fuentes de enzima se pensd en los higados de cerdo o de pollo,
ya que ambos pueden ser obtenidos ficilmente y se han purificado también
otras enzimas de la biosintesis del colesterol de ambas fuentes. Final-
mente optamos por intentar la purificacién de la descarboxilasa pirofos-
fomevaldnica de higado de pollo (Alvear & col., 1982), ya que era posible
tener acceso a higados provenientes de pollos alimentados con una dieta

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

ficiles de controlar en cerdos.
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Tabla 1. Algunas propiedades de la descarboxilasa pirofosfomevalbnica

proveniente de diferentes fuentes.

Origen Actividad especifica Km ap. MVA-PP Km ap. ATP pH 4ptimo
(moles.min mg ) (i) (D
H. brasiliensis® 0,7 4 0,12 5,5-6,5
Levadura? 0,61 - -—-- 5,5-7,4
Higado de cerdo?® 0,145 1,2 0,40 5,6
Higado de rata® 0,056 10 -——- 5,2

lSkilleter § Kekwick (1971); 2Lindberg § col. (1962); *Bevtia (1972);

“Shama Bhat § Ramasarma (1980).
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MATERTALES Y METODOS

Materiales biolbgicos
2.1.1. Roedores

Se usaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley proporciona-
das por el vivero del Departamento de Medicina Experimental, Facul-
tad de Medicina, Divisién Ciencias Médicas Oriente, Universidad de

Chile.

2.1.2. Higados de cerdo

Los higados de cerdo utilizados como fuente de las quinasas
mevalénica y fosfomevaldnica se obtuvieron frescos del 'Matadero In-
dustrial San Miguel S.A.". Los Organos se extrajeron en un tiempo
maximo de 15 minutos después del sacrificio de los animales y se man

tuvieron en hielo hasta el momento de su procesamiento (12-13 horas
después).
2.1.3. Higados de pollo

Los higados de pollo (pollos Broiler, 60 dias de edad) se ad-
quirieron extraidos de las aves en "Pollos Ariztia", Planta Panameri
cana Sur. Inmediatamente se colocaron en hielo, luego se limpiaron
eliminando la mayor cantidad posible de grasa, y se guardaron a con-

tinuacién a -80° hasta su procesamiento (2 a 15 dias después).

Reactivos quimicos y materiales cromatogrificos
NADH, ATP, ADP, GIP, UTP, CIP, PEP, quinasa pirGnica tipo II
de mfsculo de conejo, deshidrogenasa l4ctica tipo II de misculo de

conejo, lactona del 4cidoR,Smevalénico, 2-mercaptoetanol, sulfato

16
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de protamina grado X de sglmén, azul de dextrano, fosfatasa alcali-
na tipe I-S de intesting de termero, albﬁmina de suero de bovino,
reactivo Folin-Ciocalteu, citocromo c de corazén de buey, Tris base,
hemoglobinas entrecruzadas liofilizadas, Z,3-butanodiona, fenilglio-
xal, Dowex 50 WX8, agarosa-ribosil (amino hexil) adenosina 5'-tri-
fosfato, agarosa-Ng (amino hexil) carbamoil metil-adenosina 5'<trir
fostato, agarosa-Cg (amino hexil) amino adenosina 5'-trifosfato, Se-
pharose 4B, se obtuvieron de Sigma Chemical Co., Saint Louis, EE.UU.;
Bio Gel P-150, acrilamida, bisacrilamida, TEMED, glicina, persulfato
de amonio, azul de bromofenol, azul de Coomassie, hidroxilapatita,

de Bio Rad Laboratories, California, EE.UU.; colesterol (Colesteri-
ne ™), citrato de sodio, 4cido citrico, 4cido acético, mNCl,, CoCl,,

CdClZ, nCl,, EDTA, TCA, hexano (p.e. 40-60°) fueron productos de

29
Merck A.G., Darmstadt, Alemania; colestiramina (Cuemid TW% se obtuvo
de Merck, Sharp and Dohme, EE.UU.; RyS-[2-%c] Mva nL-2-Yc] ma

(sal dibenzoil etilendiamina)), PPO, POPOP, se obtuvieron de Amersham-
Searle, Radio Chemical Center, Inglaterra; Sehadex G-10 y G-200, PBE-
94 y Polybuffer 74 para cromatoenfoque de Pharmacia Fine Chemicals,
Uppsala, Suecia; DEAE-celulosa (DE-22 y DE-52) y fosfocelulosa fue-
ron productos de Whatman Ltd., Springfield Mill, Kent, Inglaterra;
deshidrogenasa alcoh6lica de levadura provino de Worthington, New
Jersey, EE.UU.; sulfato de amonio ultrapuro se obtuvo de Schwarz/
Mann, Orangeburg, New York, EE.UU.; azul de dextrano-Sepharose fue

gentilmente proporcionado por el Laboratorio de Bicquimica General,

Departamento Quimico Biolbégico, Facultad de Ciencias Bisicas y Far-

macéuticas, Universidad de Chile; glicerol provino de PROLARO,
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Paris, Francia; R[3-14C] MVA (lactona) de New England Nuclear, Bos-
ton, EE. UU. El resto de los reactivos empleados fue de grado anali
tico. La estreptozotocina fue donada gentilmente por el Dr. W.

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

Preparacién del mevalonato-5-pirofosfato

El 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. Popjék (1969)
ha descrito un método enzimitico que consiste en fosforilar el MVA
utilizando una mezcla de quinasas mevalénica y fosfomevaldnica, con
lo que se obtiene un rendimiento adecuado de MVA-PP. EL método adop
tado fue esencialmente el anterior, con algunas modificaciones (Ja-
balquinto § Cardemil, 1980), con lo que se consiguib obtener un pro
ducto sin restos de MVA o nuclebtidos contaminantes y solo con una

pequefia contaminacién (entre un 0,5 a un 2%) de MVA-P.

2.3.1. Preparacién de las quinasas mevalénica y fosfomevaldnica

Estas enzimas se prepararon de higado fresco de cerdo, por una
modificacidn del método de Bazdes & col. (1980) para la purificacién
de la quinasa fosfomevalénica. Un kildgramo de higado de cerdo se
homogeneiz=é por 1 minuto en dos vollmenes de amortiguador fosfato de

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

(l)Todos los amortiguadores empleados en la purificacibén de estas en-
zimas fueron de pH 7,4 y contenian 2-mercaptoetanol 10 mM y EDTA

0,1 mM, a menos que se indique lo contrario.
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operacién y todas las siguientes se realizaron entre-0-4°, El homo
geneizado se £iltr6 a través de varias capas de gasa y se centrifugd
sucesivamente a 27,000 x g durante 30 minutos y a 48,000 x g durante
60 minutos, descartando en cada caso las pellas. El (ltimo sobrena-
dante se fracciond con sulfato de amonio. La filtracidn que precipitd
entre 30 y 60% de saturacién de la sal se disolvibé en amortiguador fos
fato de potasio 1 mM y se dializd contra 50 vollmenes del mismo amorti
guador durante 16 horas. La solucibén de proteinas dializadas se adsor
bibé en uma columa de DEAE-celulosa (DE-22, 6,5 x 22 cm) equilibrada
en el mismo amortiguador. La columa se lavé a continuacibén con amor
tiguador fosfato 50 mM hasta que la absorbancia a 340 nm del eluido
fue alrededor de 0,3 unidades (aproximadamente 4 litros). Se aplicd
enseguida una gradiente de fosfato de potasio entre 60 y 250 mM (1,6
litros de cada uno) con lo cual se produjo la elucién de las enzimas.
La actividad de las quinasas mevaldnica y fosfomevalbénica del eluido
se detect6 como se describe en la seccibn 2.4.1. El eluido seleccio
nado se concentrd con sulfato de amonio al 80% y se redisolvid en
amortiguador fosfato 1 nM.

La mezcla de quinasas mevalénica y fosfomevalbénica obtenida
de la columa DEAE-celulosa se aplicd a continuacibén a una columma de
Bio Gel P-150 (5 x 75 cm) equilibrada en amortiguador fosfato 10 mM,
con un flujo invertido de 20 ml/hora. Este polimero separa completa
mente las quinasas mevalbnica y fosfomevaldnica, por su diferencia
en el peso molecular. Los eluidos seleccionados fueron concentrados
por ultrafiltracibén usando wna membrana Pellicon UM-10. Las fraccio-

nes enzimiticas concentradas fueron lavadas al 50% con glicerol y
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guardadas a -10°. En estas condiciones la quinasa mevalénica retie-
ne un 70% de actividad al cabo de 35 dias, en tanto que la quinasa
fosfomevaldnica en ese plazo retiene el total de su actividad. Se
obtuvo un total de aproximadamente 54 y 58 unidades de quinasas me-
valénica y fosfomevalbnica, respectivamente. Ambas preparaciones en-

zimdticas estaban prdcticamente libres de actividades fosfatésicas.

2.3.2. Sintesis enzimitica del [3—14C] mevalonato-5-pirofosfato

Se describe a continuacién la sintesis y caracterizacién de
[3-14C] MVA-PP. En otras ocasiones se sintetizé [2-T7C] MVA-PP por
una metodologia similar, obteniéndose también resultados anidlogos

a los que a continuacién se informan.

La lactona racémica del MVA se convirtid en la sal de potasio
con un exceso de KOH, incubando a 37° por 30 min, y luego su concen
tracién se ajustd a alrededor de 0,1 M, titulédndose espectrofotomé-
tricamente con un exceso de quinasa mevaldnica y utilizando PK y LDH
como enzimas auxiliares (ver seccién 2.4.1). Esta solucién de MVA
se mezcld con otra de (R) [3—14C] MVA (proveniente de la (R) [3—14C]

lactona) en las proporciones adecuadas para tener radiactividades

especificas de 25 o 3000 cpm/nmol, segim se deseara.

La sintesis enzimitica del MVA-PP se realizb a través de una
modificacién de la técnica descrita por Popjék (1969), con lo cual
se consiguid disminuir a un minimo la concentracién de ATP necesaria,
eliminando asi en gran medida, la posibilidad de contaminacién con
nuclebtidos del producto obtenido. Se incubd a 30° en un volumen fi-

nal de 500 ml repartidos en dos matraces Erlenmayer de 1 1t. con
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250 ml cada wno: (3R)- .[.33~14C] MVA 4,8 nM; ATP 2 nM; 2-mercaptoeta-
nol 10 mM; MgClZ 5 mM; PEP 14,4 mM; KC1 5‘?8 m; PK 1240 unidades; qui
nasa mevaldnica 48 unidades y quinasa fosfomevaldnica 52 unidades,

en amortiguador Tris-HCL 0,1 M pH 8,2. La reaccidn se jncubé 90 mi-
nutos, y se detuvo calentando en bafiomaria hirviente por 3 minutos;
se enfrié en hielo y se elimindé la proteina precipitada centrifugan-
do 15 minutos a 35.000 x g en el rotor SS-34 de la centrifuga Sorvall.
El andlisis por cromatografia en papel del liquido sobrenadante obte-
nido (ver seccién 2.3.4.1.) reveld la formacién de un 80% de [3_—140]
MVA-PP, quedando un 15% de [5-%C] MVA y un 5% de [3-1*C] MyA-P como
contaminantes radiactivos (Fig. 4). Es cohveniente hacer notar que
también se encuentra presente el (3S)-MVA no utilizado por la quina-

sa mevalénica.
2.3.3. Purificacién del mevalonato-5-pirofosfato

El liquido sobrenadante obtenido como se describid en el
punto anterior se ajusté a pH 9,0 con amoniico concentrado, se dilu
y6 con agua destilada para bajar su conductividad al nivel adecuado,

y se aplict con un flujo de 400 ml/hora a una columa de DEAE-celulo
sa (DE-52, 3 x 25 cm) equilibrada con .\'H4 HCO3 10 mM, pH 9,0, de acuer
do a Dugan § col. (1968). La columma se lavd sucesivamente con solucio
nes de .\H_Q:ECO3 pH 9,0 de concentraciln creciente: 1000 ml 20 mM; 1500
ml 40 mM, 2000 ml 60 mM. Se colectarcn fracciones de 22 ml y se midib
la radiactividad en alicuotas de 1,0 ml cada cinco fracciones. Se
encontrd elucién de radiactividad significativa en la aplicacién de

la muestra y lavado con 1\:'H41rICO3 20 mM, niveles bajos en la elucién

con NH,HCO; 40 mM, y gran cantidad en la elucién con NH,HCOz 60 mM.
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Fig. 4. Cromatografia en papel de los productos de la fosforilacién
enzimitica del [$—14C] MVA.,

Se aplicaron 40 pl

del liquido sobrenadante obtenido luego de

centrifugar el medio de incubacibén que contenia la mezcla de quinasas

mevalénica y fosfomevalénica

en papel Whatman N°1. la cromatografia se

desarrolld y reveld como se encuentra descrito en la seccidn 2.3.4.1.
Los valores de Rf determinados para los picos 1, 2 y 3 fueron 0,24,

0,63 y 0,90, respectivamente.

En este sistema, el pico 1 corresponde

al MVA-PP, el 2 al MVA-P y el 3 al MVA.
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Lo primero corresponde en este sistema al MVA, lo segundo al MVA-P,

y lo tercero al MVA-PP.

Se combinaron las fracciones correspondientes al [3-14C]

MVA-PP, liofilizadndose a sequedad. El residuo obtenido se disolvid
en un pequefio volumen de agua destilada y se eliminaron los iones
NHZ y el CO, aplicando la solucién a una columna de 3,5 x 8 cm de

Dowex S0WX8 en forma H . El NH4+ es retenido, en tanto que el CO2 se

libera. El eluido se ajustd inmediatamente a pH 7,0 con KOH.

Debido a que el producto obtenido de la columna de DEAE-
celulosa contiene alin una cierta cantidad de nuclebtidos contaminan-
tes, fue necesario tratar el producto purificado con carbon activado
(que previamente habia sido tratado con HC1 1 M por una hora y luego
lavado exhaustivamente con agua destilada hasta pH 5,0). Este proce
so se realizé agregando alfcuotas de la suspensidn de carbdn activa
do a 1la solucibn agitada mediante un agitador magnético, y controlan
do la disminucién de absorcién a 260 nm de tal modo de no agregar un
exceso, ya que en algunas ocasiones en que esto ocurrid se pudo com-
probar pérdida de MVA-PP por adsorcién. El carbon activado se eli-
mind por centrifugacién a 35.000 x g en el rotor SS-34 de la centri-
fuga Sorvall y posterior filtracién a través de papel Whatman N° 1.
E1 filtrado se liofilizd y redisolvid en agua destilada a una concen
tracién de alrededor de 30 mM, guardandose a -10°. El producto guar
dado en estas condiciones es estable y no se descompone a MVA-P ni

MVA durante por lo menos 8 meses. El rendimiento total del proceso

fue de un 65%.
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2.3.4. Identificacién.y pureza del mevalonato-5-pirofosfato

Se utilizaron diversos criterios para identificar el MVA-PP

y establecer su pureza.

2.3.4.1. Cromatografia en papel e identificacién mediante cém

puto de radiactividad.

El producto se analizd por cromatografia en papel
Whatman N° 1. El cromatograma se desarrollé en forma ascen-
dente durante 16 horas a temperatura ambiente en t-butanol:
4cido férmico:agua (20:5:8), segln lo descrito por Garcia-
Peregrin § col. (1972). El cromatograma se:corté en trozos
de 1 cm, y la cantidad de radiactividad se determind en cada
pedazo poniéndolo en un frasco de contador con 3 ml de 1iqui-
do de centelleo para soluciones hexdnicas (seccién 2.6). EL
examen del cromatograma reveld que el producto obtenido tenia
una pureza radioquimica del 98%, con una pequefia contaminacién

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

2.3.4.2. Cromatografia en papel e identificacién por revelado
1

para fosfatos orgénicos. ]

Las tiras de papel se revelaron de acuerdo a la técni
) —_—

ca descrita por Hanes § Isherwood (1949). S% encontrd concor-
i

dancia entre la zona radiactiva asignada al ¥VA—PP y la posi-
l

cién de la mancha azul que indica fosfato, en el sistema des-

crito en la seccién anterior. No se encontraron indicios de

fosfato inorgénico u otros compuestos fosforilados.
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Figura 5. Determinacidén de la pureza radioquimica del [3—14C] MVA-PP, uti

lizando cromatografia en papel.

Se aplicaron 25 pl (13.000 cpm) del [3—14C] MVA-PP purificado
en papel Whatman N°1. La cromatografia se desarrolld y reveld como se
describe en la seccibn 2.3.4.1. Los Rf detemminados para los picos 1y

2 son de 0,33 y 0,65, respectivamente.
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2.3.4.3. Andlisis del contenido de fdésforo

Se determiné el contenido de fésforo total del MVA-
PP sintetizado, tratando una muestra con HNO3 0,6 Ny HZSO4
1,4 N y calentando a 180° por 1 hora (Umbreit § col., 1957),
y analizando el ortofosfato liberado por el método de Fiske
§ Subbarow, segim lo describe también Umbreit & col. (1957).
Se encontrd que por cada mol de MVA-PP titulado enzimiticamen

te por el método espectrofotométrico habia 2,15 moles de Pi.

2.3.4.4. An4lisis de nucledtidos contaminantes

El sustrato obtenido después de la columna de Dowex
50W contenia sustancias que absorben a 260 nm; sin embargo,
después del tratamiento con carbono activado se pudo comprobar
la desaparicién total de estos contaminantes. Por consiguiente

el MVA-PP utilizado se encontraba totalmente libre de nucleb-
tidos.
2.3.4.5. Anilisis de 4cido mevalénico y fosfomevaldnico

La preparacién purificada del MVA-PP no contenia MVA
detectable utilizando el ensayo espectrofotométrico para la
quinasa mevalénica descrito en la seccién 2.4.1. El ensayo
espectrofotométrico de la quinasa fosfomevaldnica reveld tra-

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

Medicién de la concentracién del mevalonato-5-pirofosfato

Se tituld la concentracién del MVA-PP mediante el ensayo para

la descarboxilasa pirofosfomevalénica que se describe en la seccibn




2.4.

2.4.3., utilizando alrededor de 80 nU de enzima, Midiendo la varia-
cién de absorbancia a 340 nm, que es proporcional & la cantidad de
ADP producido, se estiné la concentracién de MVA-PP. Se determiné
también la radiactividad de la solucién seglm lo descrito en la Sec
cibn 2.6., encontrindose buena concordancia entre la radiactividad
especifica del [3~14C] MVA utilizado y la radiactividad especifica

del [3-1*C] MVA-PP obtenido.

Ensayos enzimiticos

2.4.1. Ensayo espectrofotométrico de las quinasas mevaldénica y fos-
fomevalénica de higado de cerdo.

Se utilizd el método espectrofotométrico descrito por Popjék
(1969), que acopla el ADP producido en la reaccibn enzimitica, con
las reacciones catalizadas por la quinasa pirtvica y la deshidroge-
nasa .l4ctica, midiéndose la variacién de absorbancia a 340 nm. La
mezcla de reaccién contenia en un volumen final de 1 ml: NADH
0,24 mM; ATP 2,5 mM; PEP 0,5 mM; MgCl2 5 mM; amortiguador fosfato
de potasio pH 7,0, 0,10 M; 2-mercaptoetanol 10 mM; PK y LDH, 8 uni-
dades de cada una. A 0,96 ml del medio de reaccibén a 30° se agre-
gaba 0,01 ml de solucién de quinasas mevalbénica o fosfomevaldnica.
Después de registrar la linea base por 2-3 minutos se agregaban
0,015 ml de DL-MVA 100 mM 6 0,03 ml de (R)-MVA-P 20 mM para iniciar
la reaccién. Las velocidades iniciales se determinaron de las pen-

dientes de los trazados densitométricos.
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Z.4.2. Ensayo yadiactivo de las quinasas mevalbnica y fosfomevaldni

ca .de higado de rata,

Para el ensayo de las quinasas mevaldénicd y fosfomevaldnica
en el liquido sobrenadante de 43.000 x g de higado de rata se utili-
z6 un método radiactivo que consistié en cuantificar mediante croma-
tografia en papel las cantidades de [2-14C] MVA-P y [2—14C] MVA-PP
formados a partir de [2-7C] MVA.

El medio de ensayo (descrito por Ramachandran & Shah, 1976)
contenia, en un volumen final de 0,6 ml: R,S-[2—14C] MVA (0,51 Gi/
mol) 0,90 mM; M'gCl2 10 mM; ATP 5 mM; Z-mercaptoetanol 9,3 mM; amorti
guador fosfato de potasio pH 7,4, 100 nM y proteina 0,5-0,75 mg/ml.
Las incubaciones se realizaron por 30 minutos a 37° en tubos cbnicos
de centrifuga cerrados con tapones de goma, y la reaccidn se detuvo
sumergiendo los tubos por 3 minutos en un bafio de agua hirviente.
Los tubos se enfriaron en hielo, se centrifugaron 10 min a 1500 x g,
y las cantidades formadas de [2—14C] MVA-P y [2—14C]NNA-PP se deter
minaron analizando una alicuota del 1iquido sobrenadante en cromato-
grafia ascendente en papel Whatman N°1 desarrollada en t-butanol:
4cido férmico:agua (20:5:8), en forma similar a lo descrito por Gar-
cia-Peregrin § col. (1972). El cromatograma se analizd segfin lo ya
descrito en la seccidén 2.3.4.1. La actividad de la quinasa mevaldni-
ca se calculd a partir de las cantidades formadas de MVA-P (Rf 0,69)
mis la de MVA-PP (Rf 0,31), en tanto que la actividad de la quinasa

fosfomevalbnica se determind en base solo al MVA-PP formado. En 1la

figura 6 se muestra la distribucién de radiactividad en un
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Figura 6. Anilisis radiactivo de las quinasas Hevalénica y fosfomeva-
16nica de higado de rata.

Se aplicaron 100 pl del liquido sobrenadante obtenido segln
lo descrito en la seccibén 2.4.2, en papel Whatman N°1, desarrollindose
en forma ascendente en t-butanol: 4cido férmico: agua (20: 5: 8) y ana
lizdndolo como se detalla en la misma seccibén. Los picos 1, 2y 3 co-
rresponden a MVA-PP, MVA-P y MVA, respectivamente.

29




30

cromatograma, al analizar de esta manera las actividades enziméticas
anteriores, En experimentos preliminares se determind que la activi
dad de cada enzima era lineal con respecto al tiempo hasta 60 min, y
con respecto a la concentracién de proteinas hasta 1,2 mg/ml, en las
condiciones del ensayo. Las unidades de actividad enzimitica de las
condiciones del ensayo. Las unidades de actividad enzimética de las
quinasas mevalbnica y fosfomevalénica se definen como las cantidades
de enzima que catalizan la formacién de 1 nmol de MVA-P mis MVA-PP,
0 de 1 nmol de MVA-PP, respectivamente, por minuto a $7° y en las
condiciones de ensayo descritas. El ensayo de la quinasa fosfomeva-
lénica presenta el inconveniente, naturalmente, de que el sustrato

es generado in situ.

2.4.3. Ensayo espectrofotométrico de la descarboxilasa pirofosfome-
valdnica de higado de pollo.

El método usado consistib en medir el ADP generado en la reac
cibn mediante el acoplamiento de las reacciones catalizadas por la
PKy la LDH, y que ha sido extensamente usado antes para medir esta
y otras reacciones enzimiticas en que se produce ADP (Tchen, 1962;
Popjak, 1969; Cleland, 1979). Experimentalmente se siguid la desapa
ricién de NADH a 30° y 340 nm en un espectrofotdmetro Perkin-Elmer
550 o en uno Carl Zeiss DMR-2Z, provistos ambos de registrador, uti
lizando cubetas de cuarzo de 1 ml de volumen y 1 ml de paso &ptico.

La mezcla de reaccién contenia en un volumen final de 1 ml:
Tris-HC1 pH 7,0, 100 mM; KC1 100 mM; ATP 5 mM; MgClz S mM; PEP
0,5 mM; PK 6,5 unidades y LDH 11,8 wnidades. NADH se agregaba en

forma s6lida hasta que la A340 fuese aproximadamente 1,4, lo que
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corresponde a 0,23 mM. A 0,9 ml de 1la mezcla de reaccién.se agrega-
ba entre 0,005 y 0,1 ml de 1la solucién.de descarboxilasa pirofosfo-
mevalénica. Después 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 reaccién. La velocidad de consumo de NADH, proporcional a la

produccién de ADP, se calculd de la pendiente del trazado densitomé

2

trico y del coeficiente de extincién milimolar (6,22 cm_.mmol_l) del

NADH (Horecker & Kormberg, 1948).

Una unidad de actividad enzimitica se define como la cantidad
de enzima que descarboxila un pmol de MVA-PP por minuto a $0°, en
las condiciones del ensayo. La actividad especifica de una prepara-
cidén de descarboxilasa pirofosfomevaldénica se define como el nfmero
de unidades por mg de proteina. Todos los valores que se informan

son el promedio de por lo menos dos determinaciones.

El ensayo se efectud siempre en condiciones tales que la acti
vidad de las enzimas auxiliares no fuera limitante de la velocidad
bajo ninguna condicién usada. De igual modo, se comprobd que la re-
accibn variaba linealmente con respecto al tiempo y a la concentra-
cibn de proteinas en el ensayo. Este método es Gtil entre pH 5,1 y
8,5; bajo pH 5,0 el NADH se destruye rédpidamente (Lowry § col.,
1961). En preparaciones muy crudas en que existen actividades fosfa
tisicas y oxidasas de NADH este ensayo no es utilizable, y debe en-

tonces usarse el método radiactivo que se describe a continuacién.




2.1.4. Ensayo radiactivo de la descarboxilasa pirofosfomevalénica
de higado de pollo
El método consiste en medir la radiactividad del [3—14C]
IpOH liberado luego de tratar el [3—14C] IpPP con un exceso de fos

fatasa alcalina después de haber incubado la descarboxilasa piro -

fosfomevalénica con [3—14C] MVA-PP, como se ve en las siguientes
ecuaciones:
14 descarboxilasa 14
[3-7°C] MVA-PP + ATP > [3-77C] IpPP + CO7 + ADP + Pi
fosfatasa
[3-1c] 1pPP > [3-1%¢] 1poH

Este ensayo se hace necesario cuando: a) se desea detectar
actividad descarboxildsica en preparaciones muy crudas, en que el
contenido de fosfatasas y NADH oxidasas es muy alto y por lo tanto
no puede emplearse el ensayo espectrofotométrico descrito mis arri
ba, y b) cuando se desea medir la actividad de la enzima en condi
ciones en que no puede usarse el ensayo espectrofotométrico, como
por ejemplo bajo pH 5. Este ensayo radiactivo ha sido utilizado
anteriormente para medir la descarboxilasa pirofosfomevalénica en
homogeneizados de higado de cerdo (Beytia, 1972) y de rata (Slakey
§ col., 197Z). La posible presencia de isomerasa de IpPP no invali

da el ensayo, ya que la fosfatasa agregada deberia hidrolizar tam -

bién al DMAPP.

La mezcla de reaccidn contenia un volumen final de 0,6 ml:

amortiguador Tris-HC1 pH 7,0, 100 mM; ATP 5 mM; MgCl, 5 mM;




MVA-PP 0,41 mM (2,45 x 10S cpm/umol). La mezcla anterior, conteni-
da en tubos cdnicos cerrados con tapones de goma, se preincubaba

5 min a 30°, y la reaccién se iniciaba agregando entre 0,005 y
0,10 ml de descarboxilasa pirofosfomevalénica. Posteriormente se
incubaba 10 min a la misma temperatura, y la reaccién se detenia
agregando 5,5 unidades de fosfatasa alcalina de intestino de terne-
ro disuelta en 0,5 ml de Tris-HC1 1 M pH 8,4 e incubando por otras
dos horas en iguales condiciones de temperatura. Al término de las
dos horas, los tubos se ponian en hielo vy enseguida se procedia a
extraer con dos volimenes de 1 ml de éter de petrdleo (p.eb. 10-
60°). Los tubos se agitaban vigorosamente en un agitador Vortex y
se centrifugaban por 5-10 min a 1500 x g en una centrifuga Jde sobre-
mesa a temperatura ambiente. La radiactividad se media en 1 ml de
las fases hex4nicas adicionindolo a un frasco de cdmputo de 20 ml
de capacidad que contenia 3 ml de liquido de centelleo. Todos los
valores que se informan son el promedio de por lo menos dos deter-

minaciones. Los controles de tiempo cero fueron inactivos.

Se comprobd, usando descarboxilasa pirofosfomevalénica de
higado de pollo de actividad especifica 6,3 U/mg de proteina, que
este ensayo era lineal hasta los 20 min v los 5 .g de proteina. Se
debe hacer notar, respecto a este ensavo, que mide sdlo wuma fraccién
de la actividad descarboxilédsica debido a la volatilidad del IpOH.

Un gran nGmero de observaciones realizadas permite concluir que la

actividad medida por el ensayo radiactivo es, aproximadamente, un

20% de la medida usando el ensayo espectrofotométrico descrito
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antes. Las unidades de actividad enzimitica son las mismas que las

usadas en el ensayo espectrofotométrico,

2.4.5. Ensayo radiactivo de la descarboxilasa pirofosfomevalénica
de higado de rata.

Este ensayo era esencialmente igual al ensayo radiactivo uti
lizado para la enzima de higado de pollo, excepto que el medio de
reaccibén contenia en wn volumen final también de 0,6 ml: amortigua-
dor acetato de sodio pH 4,9 100 mM; B@Clz 5 mM; ATP 5 mM; 2-mercap-
toetanol 10 mM; [2-1%C] MVA-PP 0,68 mM (2,45 x 10° cpm/umol), y 0,4
a 0,6 mg de proteina. El ensayo se realizaba durante 15 min a 37°,
al igual que la posterior hidrélisis de dos horas con fosfatasa al-
calina. El ensayo es lineal hasta los 30 min y 1,2 mg de proteina
(Jabalquinto § Cardemil, 1980). Se comprobd que la adicién de mayor
cagtidad de fosfatasa no generaba mayor radiactividad soluble en
el hexano, por lo que debia ser suficiente para hidrolizar todo el
IpPP formado. La wnidad de actividad enzimidtica corresponde a la
cantidad de enzima necesaria para producir 1 nmol de IpPP/min en

las condiciones del ensayo.

Determinacién de proteinas

La concentracién de proteinas se determind por los siguien-
tes métodos: a) método del biuret (Gornall, 1919) en la estimacidn
del contenido de proteinas de extractos crudos, fracciones precipi
tadas por sulfato de amonio (previamente dializadas), fracciones
obtenidas luego del paso por columas de DEAE-celulosa, y sobrena-

dante de 43.000 x g de homogeneizados de higado de rata;
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b) absorbancia a 280 nm, para el anilisis relativo de eluidos de co-
lumas cromatogrificas; y ¢) micrométodo, que permite analizar mues-
tras con bajo contenido de proteinas o que contienen contaminantes
como glicerol, Tris-HCl, 2Z-mercaptoetanol, que interfieren con el
método de Lowry. Se utilizé el método de Bensadown y Weinstein (1976)
segn lo describe Alvear (1981), Yy que consiste en precipitar las pro
teinas con TCA en presencia de desoxicolato cuantificidndolas luego

por el método de Lowry.

Medicibén de radiactividad.

Las mediciones de radiactividad se efectuaron en un contador
de centelleo liquido Beckman 3150P. Se utilizaron frascos de cémpu
to de 20 ml de capacidad, con 3 6 10 ml de liquido de centelleo pa-
Ta muestras hexdnicas o acuosas, respectivamente. El liquido de
centelleo fue una solucién compuesta de PPO 4 g, POPOP 0,125 g,

100 ml de etanol y 1 litro de tolueno (para muestras hexfnicas), o

bien de PPO 4 g; POPOP 0,125 g; 400 ml de etanol y 1 litro de tolue
no (para muestas acuosas). lLas muestras contadas fueron de hasta

1 ml para los vol{menes arriba mencionados. No se realizaron cur-

vas de calibracién para [14C] por no disponer de patrones radiacti

vos, y debido a ésto todas las radiactividades se expresan en cpm.

Estudios con ratas.

En todos los estudios, salvo que se indique lo contrario,
se usaron ratas machos cuyo peso fluctuaba entre 130 - 250 g
de la cepa Sprague-Dawley, mantenidas con un pericdo de luz
desde las 8:00 a.m. a las 8:00 p.m. Los animales se alizenta-

ron con una dieta basal conteniendo aproximadaments 20% de
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proteina, 3,5% de lipidos, 6% de fibras, 67% de hidratos de carbo-
no, y una mezcla de minerales y vitaminas (Alimentos Balanceados,

Santiago). Los animales se sacrificaron por dislocacién cervical.

2.7.1, Preparacién de homogeneizados de higado de rata

Los higados se extrajeron de los animales inmediatamente
después de muertos, se lavaron con fosfato de potasio 100 mM
pH 7,0, 2-mercaptoetanol 10 mM, EDTA 1 mM, y se homogeneizaron en
dos voltmenes del mismo amortiguador durante 30 segundos en una ju
guera con vaso de acero. Los homogeneizados se filtraron por va-
rias capas de gasa’y lana de vidrio y se centrifugaron a 43.000 x g
durante 1 hora a 4°. Los sobrenadantes se filtraron por lana de

vidrio para remover material lipidico, y se usaron inmediatamente.

2.7.2. Determinacién de la glucosa sanguinea

Para la detezminacién de la concentracién de la glucosa san
guinea, se extrajo sangre por punci6n cardiaca de los animales 1i-
geramente anestesiados con éter etilico, y se analizd por el méto-
do de la neocuproina (Bittner y Manning, 1967) en um analizador au

tomatico Technicon Auto Analyzer II.

2.7.3. Efecto de la diabetes en la actividad de las quinasas meva-
16énica y fosfomevaldnica y de la descarboxilasa pirofosfome
valénica de higado de rata
Un grupo de ratas se inyectd con 2 ml de amortiguador

citrato de sodio 30 mM, pH 4,5. Un segundo grupo se inyect6

con estreptozotocina (60 mg/kg) en el mismo amortiguador que
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arriba, Segﬁn lo descrito por Nepakroeff § col. (1974). Al cabo

de 9 dias, se tomaron 6 ratas de cada grupo, y se analiz6 la gluco
sa sanguinea como se describib antes. Al décimo dia, se sacrifica
ron los restantes animales y se analizaron las actividades enzimé-

ticas como se describib en la seccibn 2.4.2,

2.7.4. Efecto de la alimentacién con dietas conteniendo 2% de co-
lesterol o 3% de colestiramina en las actividades de las
quinasas mevaldnica y fosfomevalbnica y de la descarboxilasa

pirofosfomevalénica de higado de rata

Para este experimento, se tomaron 3 grupos de ratas de 6
animales cada wno. El grupo control recibié su alimentacién usual
descrita mis arriba, excepto que se ofrecié mplida a los animales.
El grupo con colesterol recibibé su alimento molido conteniendo 2%
de colesterol. EL grupo con colestiramina recibid su alimento mo-
1ido y mezclado con un 3% de colestiramina. Al cabo de 6 dias,
todos los animles se sacrificaron y se analizd la actividad de

las enzimas hepdticas como se describib en la seccién 2.4.Z.

2.7.5. Efecto del ayuno por 48 horas en la actividad de las quina-
sas mevaldnica y fosfomevaldnica y de la descarboxilasa pi-

rofosfomevalénica de higado de rata

Para este experimento, se tomd un grupo de ratas control que
recibié la dieta normal, y otro grupo que fue ayunado que s6lo tuvo

acceso al agua. Los dos grupos se sacrificaron a las 48 horas, y se
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analiz§'1a4actividad de las enzimas hepéticas como se describid

en la seccién 2.4.2,

2.7.6. Relacibn entre el sexo del animal y la actividad de las qui'
nasas mevalbnica y fosfomevaldnica y de la descarboxilasa

pirofosfomevaldnica de higado de rata,

Para ver la relacién entre el sexo de las ratas y la acti-
vidad de las enzimas en estudio, se analizaron estas actividades
en un grupo de ratas machos y otro de hembras. Las actividades

« P, . - ey o )
enzimiticas se analizaron como ya se describio en la seccidn

2.4.2.

AnAlisis estadistico de los datos.

Todos los datos para los cuales hay 3 o ms experimentos
individuales se expresan com la media # error estindar y, cuan-
do es apropiado, se usa la prueba de significacién del t de Stu-
dent. }

Todas las rectas representadas en los grificos han sido
trazadas por el método de los cuadrados minimos, salvo que se indi

que lo contrario.

Preparacién de materiales para cromatografia

Todos los materiales usados se procesarcn segim las instruc
ciones que dan los fabricantes: DEAE-celulosa ) fosfocelulosa (Ca-
tAlogo Whatman); Sephadex G-10, G-25 y G-200 (Catilogo Pharmacia

Fine Chemicals, 1979); hidroxilapatita (Catilogo 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 Bisicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile) °
quien lo sintetizé de acuerdoal método de Ryan y Vestling (1974).
Con este polimero se prepard una columna de 10 x 2,5 cm en la cual
se le puso abajo lana de vidrio y sobre ésta papel filtro. Se car
gb la columna con el azul de dextrano-Sepharose que se encontraba
suspendido en agua destilada, y una vez alcanzada la altura desea-
da se lavé con varios vollmenes de amortiguador Tris-HC1 10 mM
pH 7,0 y EDTA 0,1 mM. Luego se llevd a la cémara fria, donde se
lavd con 1 a 2 volimenes del mismo amortiguador pero conteniendo
ademds glicerol al 20%. EL polimero se regenerd lavandolo con 5
volfmenes de KC1 2 M, luego con 5 volimenes de urea 4 M, y final-

mente con agua destilada hasta una conductividad aproximada de al

rededor de 0,01 mmho.
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 técnicas usuales (Gabriel, 1971). Se pre-
pararon geles de poliacrilamida en tubos de vidrio de 13 cm de lar
go y 0,5 cm de didmetro interno, utilizédndose un aparato Hoeffer
Scientific Instruments 101. El gel se preparé en acrilamida al
7,5% y bisacrilamida al 0,02% conteniendo TEMED al 0,0325 % (v/v)
y persulfato de amonio al 0,025 %. La muestra se aplicd en glice

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

El amortiguador de electroforesis consistia en Tris 25 mM y
glicina 192 mM, pH 8,3. Se aplicd corriente constante de 2,5 mA
por gel. Los geles se tifieron 2 horas con azul de Coomassie al
0,25% en metanol 45% (v/v), 4cido acético 10% (v/v) y se destifieron
Ton por difusién en metanol 5% (v/v), 4cido acético 7,5% (v/v), du
rante 24 a 48 horas. Los registros densitométricos de los geles
fueron efectuados en un accesorio de registro para geles acoplado

al espectrofotémetro Varian Techtron 635, a 600 nm a una veloci -

dad de 25 mm/min.

Para la deteccién de la actividad enzimética en los geles,
éstos se extrajeron répidamente y se cortaron transversalmente con
un bisturi en segmentos de 1,0 cm los primeros 4 cm desde el fren-
te, y luego de 0,33 cm hasta el origen. Cada trozo, cortado en pe
quefios pedazos, se transfirié a un tubo cbnico, el que contenia
0,6 ml del medio para el ensayo radiactivo (seccién 2.4.4.), pero
sin [3—14C] MVA-PP. Después de preincubar los tubos 5 min a 30°,
se inicid la reaccibn agregando [3—14C] MVA-PP 0,024 mM 3 x 106
cpm/umol), y se incubd 30 min a la misma temperatura. Luego se de

tuvo la reaccidn como se describe en la seccién 2.1.4.

2.10.2. En condiciones desnaturantes.

La electroforesis en condiciones desnaturantes se realizb
de acuerdo a Weber § Osborn (1969). Las proteinas se incubaron a
37° por 2 horas en amortiguador fosfato de Na 10 mM pH 7,0 conte-

niendo 1% de SDS, 1% (v/v) de 2-mercaptoetanol y 20% (v/v) de
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glicerol, y luego fueron depositadas en geles cilindricos de

0,5 x 13 cm que contenian acrilamida al 10%; bisacrilamida 0,27%;
TEMED al 0,15% (v/v); y persulfato de amonio al 0,075%. La elec-
troforesis se realizd a corriente constante de 8 mA por gel, con
el electrodo positivo en la cimara inferior. Los geles se fijaron
en metanol 40% (v/v) y 4cido acético glacial 7% (v/v) durante 14 a
16 horas, y se tifieron durante dos horas con azul de Coomassie al
0,25% en metanol al 5% (v/v). El destefiido se hizo por difusién
durante 24-48 horas contra metanol 5% (v/v), 4cido acético glacial
7,5% (v/v). Los registros densitométricos de los geles fueron

e

fectuados como se describid para los geles en condiciones nativas

|
{
!
i
(seccién 2.10.1.).

Determinacién del peso-molecular de la descarboxilasa pirofosfome
valénica de higado de pollo.
2.11.1. Por filtracibén en gel

El peso molecular de la enzima se determind de acuerdo a
Andrews (1965). Se empacd una columna Pharmacia de 2,6 cm de di
metro con Sephadex G-200 (previamente desaireado) en amortiguador
fosfato de potasio 0,025 M pH 7,0; KC1 0,20 M; EDTA 0,1 mM hasta
una altura de 83 cm, a temperatura ambiente. Una vez empacado el
polimero se-puso en la cdmara fria y se equilibrd con el mismo
amortiguador a una velocidad de 18 ml/hora durante 72 horas; luego
se invirtid el flujo dejindose a una velocidad de 13,4 ml/hora con
la ayuda de una bomba peristdltica, durante 24 horas. Al momento

de aplicar las muestras el flujo se mantuvo a la misma velocidad.
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Se aplicaron sucesivamente 2,0 ml de una solucién de azul-dextrano
(2 mg/ml), y luego proteinas de peso molecular conocido: citocro-
mo ¢ de corazén de buey (12.400) (Andrews, 1964), quinasa pirGvica .
de mésculo de conejo (237.000) (catdlogo Worthington, 1979); sero-
alblmina de bovino (67.000) (Andrews, 1964) y deshidrogenasa alco-
hélica de levadura (141.000) (catdlogo Worthington, 1979). Todas
las muestras fueron aplicadas en un volumen de 2 ml, colecténdose
fracciones de 2,4 ml. Las posiciones de elucién de los diferentes
marcadores se determinaron midiendo la absorbancia a 600 nm para
el azul de dextrano, a 412 nm para el citocromo c y a 280 nm para
1% seroalbémina. La posicibén de elucidn tanto para la quinasa pi-
r&vica como para la deshidrogenasa alcohblica se determind por
el ensayo espectrofotométrico de actividad (catidlogo Worthington,
1979).
2.11.2. Por gradientes de sacarosa.

Los gradientes de sacarosa fueron preparados entre 5y 20%
en amortiguador fosfato de potasio 10 mM pH 7,0; EDTA 0,1 mM;
KC1 0,1 M en tubos de nitrocelulosa de 5 ml para el rotor SW 50L
de la ultracentrifuga Beckman. Como marcadores se utilizaron cito
cromo ¢ de corazén de buey (12.400) (Andrews, 1964), seroalbGmina
de bovino (67.000) (Andreﬁs, 1964), deshidrogenasa lictica de co-
razén de bovino (140.000) (catdlogo Worthington, 1979) deshidroge-
nasa alcohblica de higado de caballo (83.000) (Reed § Rilling,
1975). Las muestras se aplicaron en amortiguador Tris-HCl 10 mM;
pH 7,0 KC1 0,1 M; EDTA 0,1 mM, en un volumen de 0,1 ml. La descar

boxilasa pirofosfomevaldénica fue aplicada separadamente; citocromo
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c y deshidrogenasa l4ctica se aplicaron juntas en un mismo tubo,

al igual que la seroalbmina de bovino y la deshidrogenasa alcohd-
lica. Se centrifugd durante 20 horas a 135.000 x g en una ultra -.
centrifuga Beckman modelo L5-40 a 4°. Terminada la centrifugacién
se pincharon los tubos y se colectaron fracciones de aproximadamen
te 0,2 ml (12 gotas) de cada uno de los 3 tubos. Esta operacién
se realizb en pieza fria a 4°. A cada fraccién se agregaron 0,8 ml
de amortiguador fosfato de potasio 10 mM pH 7,0; EDTA 0,1 mM; KC1
0,1 M, procediéndose a determinar la posicién de cada proteina en
el gradiente. Citocromo c y seroalblmina de bovino fueron determi
nados por su absorcién a 412 y 280 nm, respectivamente; la deshi -
drogenasa alcohdlica, la deshidrogenasa lactica y la descarboxila-
sa pirofosfomevalbnica se determinaron por ensayo enzimitico de ac

tividad usando en los tres casos un espectrofotémetro Cary 118C

provisto de registrador.

2.11.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de

dodecilsulfato de sodio

Se usb la técnica descrita en la seccién 2.10.2. Se utili
zaron como marcadores de peso molecular mezclas de hemoglobinas en
trecruzadas de pesos moleculares 16.000, 32.000, 48.000 y 64.000,

obtenidas de Sigma Chemical Company, EE.UU.

Determinacién del punto isoeléctrico de la descarboxilasa pirofos-

fomevaldnica

Para la determinacién del punto isoeléctrico se utilizd la

técnica del cromatoenfoque en colurma. E1 polimero (PBE 94,
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Pharmacia Fine Chemicals) se suspendid en imidazol 25 mM pH 6,4;
EDTA 0,1 mM, se desgasificl, y luego se montd una columa de 1 x 14
cm, que posteriormente se equilibrd a 4°, lavédndola con 15 voldme-
nes del mismo amortiguador. La muestra (6,6 unidades de descarbo-
xilasa pirofosfomevalénica proveniente de la etapa de P-celulosa
conteniendo 10 mg de proteina, en un volumen de 25 ml del mismo
amortiguador) se aplicd con un flujo 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 midid el pH y
a las cuales inmediatamente después se les agregd 0,5 ml de fosfa-
to de potasio 1 MipH 7,0. Luego, se determind la absorbancia a

280 nm ¥ la actividad enzimdtica a cada fraccién.

Determinacién de parimetros cinéticos.

Los estudios se hicieron ensayando la actividad de la des-
carboxilasa pirfosfomevalénica por el ensayo espectrofotométrico,
descrito en la seccién 2.4.3. Las Km verdaderas para el MVA-PP y
el ATP fueron determinadas preparando varios medios de reaccidn
que contenian cantidades constantes de amortiguador Tris-HC1 pH 7,0,
KCl, NAD, PEP, PK y LDH (ver seccién 2.4.3.) y cantidades variables
de ATP vy Mg+2 (este tiltimo se mantuvo siempre 5 mdM sobre el ATP,
de modo que la concentracién de Mg+2 libre en el medio fuera cons-

tante, segfn lo descrito por Storer § Cornish-Bowden, 1976).
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Efecto de metales bivalentes

El efecto de la concentracién del Mg+2 se determiné varian-
do la concentracién del metal a concentraciones constantes de ATP
y de MVA-PP. En este caso, se usb el ensayo radiactivo descrito
en la seccién 2.4.4., ya que la quinasa piravica requiere de Mg+2
para su actividad, y esto imposibilita el uso del ensayo espectro-
fotométrico. Para establecer si otros iones metdlicos podian reem
plazar a Mg+2 en la reaccibn, se reemplazd éste por los cloruro de

+2 +2 2

+ 2 +
Mn"~, Co ", Zn ~, cd™ o Ba 2, los que se probaron a una concentra

cién de 5 mM. Se realizaron controles con EDTA 2 mM y 16 mM.

Efecto del pH sobre la actividad de la deécarboxilasa pirofosfome-
valdnica de higado de pollo.

El efecto del pH en la actividad enzimética se determind
efectuando el ensayo radiactivo en amortiguadores 100 mM entre
pH 2,18 y 8,85. Se utilizaron los siguientes amortiguadores:
glicina-HC1, 4cido ortofosférico- KOH, 4cido férmico-KOH, acido

citrico-citrato de sodio, MES-HC1, Tris-HCL.

Estabilidad de la descarboxilasa pirofosfomevalénica de higado de

pollo en funcién del pH.

La enzima se incub6 10 min a 0° en un volumen final de
0,06 ml conteniendo los siguientes amortiguadores 100 mM entre

pH 2,12 y 8,85: KC1-HC1, glicina-HC1l, 4cido férmico-KCH, &cido ci-
trico-citrato de sodio, MES-HCl, Tris-HCl. La actividad remanente

se ensayb en una alicuota de 25 ul por el método radiactivo.
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Inhibicién de la descarboxilasa pirofosfomevalénica de higado de
pollo por citrato, fosfato y ftalato

La actividad enzimitica se midid por el método radiactivo en
presencia de amortiguadores acido citrico-citrato de Na (pH 3-6,4),
4cido ftAlico-KOH (pH 2,65-4) o fosfato de X (pH 6-7,4), a concen-

tracién 100 mM.

Efecto de compuestos sulfhidrilos sobre la estabilidad de la des-
carboxilasa pirofosfomevalénica de higado de pollo

El efecto de 2-mercaptoetanol se estudid con enzima prove-
niente de azul-dextrano-Sepharose (act. esp. 3,91U/mg), en amorti-
guador fosfato de K 10 mM pH 7,05 EDTA 0,1 mM. Se tomaron alicuo-
tas de 1 ml conteniendo 40 mU, que se dejaron en presencia y ausen
cia de 2-mercaptoetanol 10 mM a 4°. Se realizaron duplicados con-
teniendo 0,68 mg de albimina de bovino, con el efecto de ver la
jnfluencia de la concentracidén de proteinas en la estabilidad de
la enzima. La actividad se ensayd por el método espectrofotométri

co en alicuotas de 0,05 a 0,1 ml.

Especificidad de nucledtido de la descarboxilasa pirofosfomevaldéni
ca de higado de pollo.
Para establecer si otros nucledtidos podian reemplazar al

ATP, se reemplazé este por GIP, UTP o CIP en el ensayo radiactivo

usual.
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Modificacidén de la descarboxilasa pirofosfomevalénica de higado de
pollo por fenilglioxal
2.20.1. Reaccién de inactivacién

La enzima se dializd 4 horas contra varios cambios de TEA-
HC1 100 mM, pH 8,15 conteniendo 0,1 mM EDTA. El fenilglioxal se
preparb en el mismo amortiguador y se guardb congelado. A la solu
cién de enzima en amortiguador TEA, preincubada a 30°, se le agre-
gd el fenilglioxal a la concentracidén requerida. A tiempos adecua
dos se tomaron alicuotas de 0,025 ml para el ensayo inmediato de
la actividad por el método espectrofotométrico. El control consis
tid en otra muestra de enzima tratada en forma similar a la cual
se agregd el mismo volumen de solvente en vez de fenilglioxal. E1
efecto de la concentracién del reactivo se determind incubando la
enzima con concentraciones de fenilglioxal que variaron desde

4 3

1,29 x 100 " M a 1,03 x 10 ° M.

2.20.2. Efecto protector de los sustratos

El efecto de los sustratos en la reaccién de inactivacién
se probd incubando la enzima con MVA-PP o con ATP en presencia y
ausencia de Mg+2. Paralelamente se vio el efecto de Mg+2 en la
velocidad de inactivacién y se hicieron controles de la enzima tra
tada con fenilglioxal y de la enzima incubada con cada uno de los

sustratos en ausencia de fenilglioxal.

El efecto de la concentracibén de los sustratos en la reac-

cién de inactivacidn se determind variando su concentracién en au-

5

sencia de Mg+2. El MVA-PP se varib entre 1,1 X 10-6N1y'1,68 x 1077},
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y el ATP entre 1,95 x 10 "My 4,88 x 107°M.

2.20.3. Km aparentes para la enzima modificada

Se determinaron las Km aparentes para ambos sustratos con
la descarboxilasa pirofosfomevaldnica parcialmente inactivada por
fenilglioxal. Para ello, la enzima se tratd con fenilglioxal a
una concentracién final de 4,5 x 10_4 My se incubd a 30° durante
10 minutos. La reaccién se detuvo filtréndola inmediatamente por
una columa de Sephadex G-10 de 20 x 1 cm equilibrada en Tris-HC1
0,1 M pH 7,8, conteniendo 0,1 mM EDTA. La columna se eluyb a tem
peratura amblente, recogiéndose fracciones de 1 ml en las que se
analizd la actividad enzimitica. La misma columa, una vez lavada
con 10 volémenes del mismo amortiguador, se usd para filtrar otra
alficuota de enzima (no tratada con fenilglioxal), la que se colectd

y analizé de igual manera que antes y constituyd el control.

Las Km aparentes se determinaron en las muestras de enzima
eluidas de la columa. En la determinacidén de la Km aparente para

-6 5

el MVA-PP, su concentracién varid entre 3,3 x 10 - My 9,9 x 10 M,

2 -
manteniendo las concentraciones de ATP y Mg+“ fijas en 4,9 x 10 %M
-7 - 2
y 1 x 10 "M, respectivamente. Cuando se determiné la Km aparente
para ATP, éste se varid entre 1,96 x 10_4 My 4,9 x IO—SM, mante-

. . +2 -3
niendo la concentracién de Mg - 5 x 107> M sobre la de ATP, v la de

MVA-PP fija a 9,9 x 107> M.




3.1.

RESULTADOS

Efecto de la diabetes, diversas dietas, y sexo del animal en la ac-
tividad de las quinasas mevalbnica y fosfomevaldnica y de la descar

boxilasa pirofosfomevalénica de higado de rata.

3.1.1. Efecto de la diabetes
Para estudiar el efecto de la diabetes en las quinasas meva

16nica y fosfomevalbnica y en la descarboxilasa pirofosfomevaldnica
de higado de rata, se tomd un grupo de 12 animales a los que se in

yectb estreptozotocina (60 mg/Kg), y otro grupo también de 12 anima
les a los que se inyectd citrato 30 mM, pH 4,5, como control, segimn
se describe en Materiales y Métodos (seccién 2.7.3.). Un tratamien
to similar a éste produce una disminucién significativa en la velo-

14C] MVA a colesterol por homogeneiza-

cidad de incorporacién de [2-
dos de higado de ratas diabéticas, a los 14 dias después de haber
inyectado estreptozotocina, acompafiada de altos niveles de glucosa

plasmitica (Cayen § col., 1975).

Para comprobar que efectivamente en el caso que se describe
se habia producido un estado diabético, se midi6 el nivel de gluco
sa sanguinea en 6 ratas control y 6 tratadas a los 9 dias después
de haber inyectado la estreptozotocina. Los niveles encontrados
(tabla 2) indican que el grupo tratado tenia niveles de glucosa cir
culante significativamente aumentados. Por lo demis, el estado dia
bético ya se habia apreciado por el gran consumo de agua y poliuria

de los animales tratados. En vista de estos resultados, se decidid

I

i
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Tabla 2. Niveles de glucosa plasmitica en ratas controles y diabéticas.

Grupo Peso ratas Glucosa plasmitica
(g) (mg/100 ml)
Control  (6) 225 T 3,6 136 6,8
Diabético (6) 190 - 14 545 T 43,2%

Los dos grupos de ratas se inyectaron ya sea con una solucién de estrep-
tozotocina en amortiguador citrato (grupo diabético) o sélo con amortigua-
dor citrato (grupo control), como se describe en la seccién 2.7.35. Al ca-
bo de 9 dfas, se extrajo sangre de los animales por puncién cardfaca bajo
anestesia suave con éter etilico, y se detemind la concentracién de gluco

sa seglm se describe en la seccién 2.7.2. El nfmero de animales se expre-

sa entre paréntesis.

* Significativamente diferente del control (P < 0,001)
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sacyificar los animales al dia siguiente (10 dias después de injcia
do el tratamiento). Los. resultados obtenidos se presentan en la ta
bla 3, en la que puede apreciarse que la actividad de las tres enzi
mas disminuye significativamente en ratas diabéticas, Disminucio-
nes esencialmente similares se obtienen si se expresan las activida
des enzimdticas como U/higado o U/100 g de rata. las disminuciones
observadas en las tres actividades enziméticas medidas son compara-
bles a la disminucibén en la velocidad de sintesis de esteroles a
partir de [2-14C] MVA en homogeneizados de higados de ratas diabé-
ticas (Cayen § col., 1975), pero no son tan marcadas como la dis-
minucién en la actividad de la reductasa de HMG-CoA observada en ho
mogeneizados de higado de ratas 7 dias despuds de la inyeccién de

estreptozotocina (Brown § col., 1979}, que cae al 7%.

3.1.2. Efecto de 1la alimentacién con dietas conteniendo 2% de co-

lesterol o 3% de colestiramina

Para estudiar el efecto de las distintas dietas en las tres
actividades enzimiticas de higado, se alimentaron tres grupos de
animales con dieta normal, o conteniendo ya sea 2% de colesterol
o 3% de colestiramina, como se describe en la seccibén 2.7.4. Los
animales 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 enzimiticas analizadas aumentan sobre el valor del grupo con
trol en el caso de las ratas alimentadas con 3% de colestiramina,
en tanto que se aprecia el efecto opuesto cuando se comparan los

valores del grupo control con los del grupoc alimentado con 2% de
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colesterol.

Los cambios en las actividades enzimiticas medidas siguen la
misma direccidn que los observados para la reductasa de HMG-CoA
(Brown § col., 1979), y para la tiolasa de acetoacetil-CoA y la sin
tetasa de HMG-CoA citosélicas (Clinkenbeard § col., 1975), medidas

en el higado de ratas en condiciones similares de alimentacién.

3.1.3. Efecto del ayuno

En este caso, se analizaron las tres actividades enziméticas
en higado de ratas controles y de ratas ayunadas por 48 horas, tal
como se describe en la seccibén 2.7.5. Los resultados obtenidos
(tabla 5) evidencian que tanto para las quinasas mevaldénica y fosfo
mevaldnica como para la descarboxilasa pirofosfomevalénica los nive

les de actividad son significativamente menores con respecto al con

trol en el grupo ayunado.

El hallazgo de la menor actividad para las quinasas mevaléni
ca y fosfomevalbénica en higado de ratas ayunadas se contrapone con
lo commicado por Slakey § col. (1972), quienes no observaron va-
riacién en estas dos actividades enzimiticas hepdticas en ratas so
metidas a una situacién similar. Es de hacer notar, sin embargo,
que el ensayo utilizado por Slakey § col. (1972) fue diferente al
empleado por nosotros, ya que ellos usaron um ensayo espectroioto-
métrico para medir estas enzimas y en este trabajo se ha usado un
ensayo radiactivo. El ensayo de Slakey y col. (1972) es esencial-
mente igual al ensayo utilizado en esta tesis para la medicibn es-

pectrofotométrica de la actividad de las quinasas mevaldnica y
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fosfomevaldnica en eluidos de DEAE-celulosa (seccién 2.3.1.), y pre
senta el grave inconveniente de ser interferido por la presencia
de fosfatasas y oxidasas de NADH presentes en extractos crudos.

En un intento por tratar de explicar la discrepancia entre nuestros
datos y los de Slakey § col. (1972), tratamos de medir las quinasas
mevaldnica y fosfomevalénica tanto en el sobrenadante de 43.000 x g
usado por nosotros o en el de 105.000 x g empleado por los autores
anteriores, utilizando exactamente las condiciones experimentales
descritas por ellos. Este intento, sin embargo, no tuvo éxito ya
que la velocidad de consumo de NADH debida a la presencia de enzi-
mas cont%minantes no permitié la deteccibén de la actividad de las
quinasas.1 Los valores de actividad de la quinasa mevaldnica que se
ven en la tabla 5 representan alrededor de un 8% de la actividad de
las enzimas contaminantes, de acuerdo a la velocidad de consumo de
NADH medida en varios ensayos (las velocidades de consumo de NADH
variaron entre 110 y 135 nmoles min~t mg_l). Estos datos sirven
para visualizar las dificultades e inexactitud del ensayo espectro
fotométrico cuando se usa en extractos crudos, y explica la amplia
aceptacién del ensayo radiactivo cuando se han analizado estas en-
zimas en extractos de higado de rata (Ramachandran § Shah, 1976),
de higado de conejo (Markley § Smallman, 1961), de higado o rifién
de pollo (Garcia-Peregrin & col., 1978; Linares § col., 1980), de

tejidos vegetales (Gray & Kekwick, 1973; Loomis § Battaile, 1963)o de

gléndulas suprarrenales de rata (Balasubramaniam § col., 1978).

La menor actividad observada para la descarboxilasa pirofos

fomevaldnica en los extractos hepiticos provenientes de ratas
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ayunadas observadas en este trabajo es perfectamente comparable con
los valores dados por Slakey & col. (1972) para esta enzima en una
situacién similar en que, ademis, se usb bésicamente el mismo ensa

yo para su medicidn.

Con los datos presentados en la tabla 5 se completa la in -
formacién respecto al efecto del ayuno scbre la actividad de todas
las enzimas que catalizan etapas de la ruta biosintética del coles
terol entre acetil CoA y escualeno (Clinkenbeard § col., 1975;
Brown § col., 1979; Slakey & col., 1972). Todas estas actividades
enzimiticas presentan valores bajo los basales en el higado de ra-

tas ayunadas por 48 horas.
|

3.1.4. Actividad de las quinasas mevalénica y fosfomevaldnica y de
la descarboxilasa pirofosfomevalbnica en higado de ratas machos y
hembras.

El anilisis de estas actividades enzimiticas reveld marcadas
diferencias entre los valores obtenidos, dependiendo del sexo del
animal. Como se ve en la tabla 6, la quinasa fosfomevalbnica y la
descarboxilasa pirofosfomevaldnica tienen mayor actividad en el hi
gado de ratas hembras, en tanto que no hay variacién en la activi-
dad de la quinasa mevalbnica. Los datos obtenidos para la quinasa
fosfomevaldnica y para la descarboxilasa pirofosfomevaldnica en ra
tas hembras son comparables a la mayor actividad de la reductasa
de HMG-CoA en homogeneizados hepéticos provenientes de ratas hem-
bras tanto normales como alimentadas con una dieta conteniendo co-

lestiramina (Carlson § col., 1978), y sugieren que otras enzimas
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del metabolismo del colesterol hepitico pudieran tener también ma-
yor actividad en ratas hembras que en ratas machos. La razén fisio

légica de estas diferencias no se conoce.

Purificacién de la descarboxilasa pirofosfomevalénica de higado de
pollo
3.2.1. Experimentos preliminares

El método de purificacibén que se escogid para la obtencidén
de 1a descarboxilasa pirofosfomevalénica fue el resultado de un
gran nimero de experimentos en pequefia escala. FEn estos experimen-
tos se pudo comprobar que la inclusién de 'sulfato de protamina pre-
via a la centrifugacién del homogeneizado, daba como resultado una
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 4cidos en este sobrenadante reveld (tabla 7) que
podfa lograrse un aumento en la actividad especifica de la enzima
de casi 2 veces ajustando el pH a 5,3 con 4cido acético glacial y
centrifugando después las proteinas precipitadas, sin pérdida de

actividad.

Otros sistemas de purificacibén ensayados fueron los siguien
tes:
--- Sepharose 4B y carboximetil-celulosa no resultaron Utiles, pues
no se logrd purificacién de la enzima.
--- Cromatoenfoque en columna no resultd tampeco un buen sistema ya
que la recuperacién de la enzima fue extremadamente baja (8%, sec-

cién 3.3.9.), con muy poco aumento de la actividad especifica.
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Tabla 7. Actividad de la descarboxilasa pirofosfomevalénica en funcién
del pH empleado para precipitar proteinas del sobrenadante pro-
veniente del tratamiento con sulfato de protamina.

pH Actividad especifica Unidades totales
(mU/mg) (mU/m1)

7,0 1,06 28,4

5,3 1,84 30,2

5,0 1,60 27,3

4,7 0,95 16,9 ‘

4,1 0,02 0,8 %

A diferentes alicuotas a 4° de una solucién de proteinas prove

nientes del tratamiento con sulfato de protamina y posterior centrifuga-

cibén del homogeneizado de higado de pollo, se les agregb 4cido acético

glacial h

asta los pH indicados. Inmediatamente después se centrifugd a

10,500 x g durante 5 minutos, y se determind la actividad de la descar-

boxilasa pirofosfomevalénica en el sobrenadante. Se empled el ensayo

radiactiv

o descrito en la seccién 2.4.4, excepto que se incubd a 37° du-

rante 15 minutos en amortiguador 4cido acético-acetato de sodio 100 mM

pH 5,0.
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--- Columas de ATP-agarosa. Se pasaron alicuotas de enzima prove
nientes de la etapa de Sephadex G-200 por 3 tipos diferentes de co
lumnas ATP-agarosa (uniones ATP-agarosa a través del grupo amino
N6’ del C8 y de los hidroxilos de la ribosa). La enzima no fue re
tenida en ninglm caso, asi como tampoco las proteinas contaminantes.
--- Elucién con ATP de la columa de azul de dextrano-Sepharose re-
sultd ineficaz, usando una concentracién de ATP 1 mM. No se proba

Ton concentraciones mayores.

3.2.2. Método de purificacibn adoptado.

Todas las operaciones se efectuaron a 0-4° y todas las solu
ciones contenian 2-mercaptoetanol 10 mM y EDTA 0,1 mM, a menos que
se indique lo contrario.

3.2.2.1. Preparacién del extracto crudo.

Un kilbégramo de higado de pollo se cortd en trozos
pequefios y se homogeneizd con 3 vollmenes de amortiguador
fosfato de potasio 100 mM pH 7,0 conteniendo EDTA ImM en un
homogeneizador Waring Blendor a mixima velocidad durante 1
minuto. E1 homogeneizado se filtrd a través de capas de ga
sa y lana de vidrio, y al filtrado se le agregd una solucién
de sulfato de protamina (30 mg/ml en el mismo amortiguador)
de modo de obtener una concentracién final de 1,5 mg/ml. Se
agitd luego por 2 minutos y se centrifugd por 15 minutos a
23.500 x g. El sobrenadante se filtrd a través de gasa y

lana de vidrio y se ajusté a pH 5,3 con 4cido acético gla-

cial, centrifugindolo de inmediato a la misma velocidad
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durante 5 minutos. El sobrenadante se filtr6 nuevamente a
través de gasa y lana de vidrio, y el pH se reajustd a 7,0

con KOH 10 M.

3.2.2.2. Fraccionamiento con sulfato de amonio.

Al sobrenadante de la etapa anterior se le agregd
lentamente y con agitacidn suave sulfato de amonio sblido
hasta una concentracién de 35% de saturacién, y manteniendo
el pH en 7,0 con KOH 10 M. Terminada la adicién de sal, se
dejb agitando suavemente 30 minutos y luego se centrifugd a
23.500 x g durante 15 minutos. Al sobrenadante se agregd
mis sulfato de amonio de modo de elevar su concentracibn a
60% de saturacién, procediéndose en forma similar al paso
anterior. El precipitado 35-60% se suspendi6 en 400 ml de
fosfato de potasio 1 mM pH 7,0, y se dializd por 18 horas

contra 8 litros del mismo amortiguador.

3.2.2.3. Cromatografia en DEAE-celulosa.

El material dializado de la etapa anterior se dilu-
y6 con fosfato de potasio 1 mM pH 7,0 de modo de bajar su
conductividad a 1,5 mmho, y se aplicd en una columa de
DEAE-celulosa de 27 x 6,5 cm equilibrada con amortiguador
fosfato de potasio 10 mM pH 7,0, con un flujo de aproximada-
mente 650 ml/hora. Una vez aplicada la muestra, se lavd la
columa con 4 litros de amortiguador fosfato de potasio

50 mM pH 7,0 al mismo flujo, y enseguida se aplicduna gra-

diente lineal del mismo amortiguador entre 60 y 140 mM
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Figura 7. Purificacién de la descarboxilasa pirofosfomevalénica en DEAE-
celulosa.

Se utilizb wna columa de 6,5 x 27 cm, equilibrada en amortigua-
dor fosfato de potasio 10 mM pH 7,0, y a ella se aplicd la solucién prove-
niente del fraccionamiento con sulfato de amonio. Una ve: aplicada la
nuestra, la columa se lavd con 4 litros del mismo amortiguador 50 mM, y
se hizo pasar enseguida una gradiente de fosfato de potasio entre 60 y
140 mM (2 litros de c/u) al mismo pH. Se colectaron fracciones de 20 ml
a un flujo de 200 ml/hora. Fn el grifico se presenta solo la elucién con

la gradiente. Se mezclaron las fracciones cuya razén U/ml era mayor de
0,030. A280
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(2 litros de cgda o), colectsfmdose fracciones de 20 ml con
w flujo de 200 ml/hora mantenido con ayuda de uma bomba pe-
ristdltica. El resultado de esta elucibn se presenta en la
figura 7. El eluido seleccionado se concentrd agregando
sulfato de amonio hasta un 80% de saturacién y EDTA 1 nM,
Después de centrifugar a 23.500 x g durante 15 minutos, el
sedimento se suspendié en 50 ml de fosfato de potasio 10 mM

pH 7,0 conteniendo KC1 200 mM.

El grado de purificacién y el rendimiento hasta es
ta etapa son alrededor de 51 veces y 50%, respectivamente,
seglm mediciones realizadas usando el método de ensayo ra-
dioactivo (seccién 2.4.4.). El método espectrofotométrico
(seccibn 2.4.3.), utilizando en el analisis de la columa de
DEAE-celulosa y en todas las etapas que siguen no puede em-
plearse antes de esta etapa debido a la gran cantidad de ac
tividades enzi_méticas contaminantes, como ya se indicd en
Materiales y Métodos al describir el ensayo espectrofotomé—

trico.
3.2.2.4. Cromatografia en Sephadex G-200

La solucidn enzimdtica de la etapa anterior se
aplicd a una columa de Sephadex G-200. Una vez apli-

cada la nuestra, se eluy6 con el mismo amortiguador y se

recogieron fracciones de 20 ml. El perfil cromatogrifico
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Figura 8. Purificacién de la descarboxilasa pirofosfomevalénica por fil
tracién en Sephadex G-200.

La descarboxilasa pirofosfomevalénica proveniente de la etapa
de DEAE-celulosa, se aplicd a una columa de 5 x 90 cm de Sephadex
G-200 equilibrada con amortiguador fosfato de potasio 10 mM pH 7,0 con-
teniendo KC1 200 mM. Se eluy6é con el mismo amortiguador y se colecta-
ron fracciones de 20 ml con flujo invertido de 50 ml/hora. Fn la figu-
Ta se representan también las actividades enzimiticas contaminantes del
ensayo espectrofotométrico (fosfatasas y oxidasas de NADH), cuantifica-
das a través de la velocidad de consumo del NADH antes de agregar el
MVA-PP, durante el ensayo espectrofotométrico de la descarboxilasa piro
fosfomevaldnica descrito en la seccibn 2.4.3.

65
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obtenido se muestra en la figura 8. Se juntayon las fraccio-
nes con la més alta actividad especifica (razon U[nil/A_ZSO >
0,080), se agregb EDTA 1 mM y la enzima se concentrd agregan

do sulfato de amonio al 75% de saturacibn. Después de cen-
trifugar a 23.500 x g durante 15 minutos, el sedimento se -
suspendié en fosfato de potasio 5 mM pH 7,0 y se dializé por

18 horas contra 2 litros del mismo amortiguador.

Mediante esta filtracién en Sephadex G-200 se logrd
eliminar gran parte de las actividades enzimiticas que inter
ferian con el ensayo espectrofotométrico. Puede apreciarse
en la figura 8 que una fraccién importante de estas activida
des contaminantes sale asociada a proteinas de alto peso mo-

lecular.

3.2.2.5. Cromatografia en fosfocelulosa

Al dializado proveniente de la etapa anterior se le
agregé glicerol 20%, y se ajusté a pH 6,0 con HCl concentra-
do. Luego se centrifugé 10 minutos a 23.500 x g, se ajustd
la conductividad del sobrenadante a 0,7 mmho mediante amor-
tiguador fosfato de potasio 1 mM pH 6,0 conteniendo glicerol
al 20%, y se aplicd a una columa de fosfocelulosa.

La enzima se eluyd con una gradiente lineal de fosfa-

to de potasio pH 6,0 desde 20 a 250 mM conteniendo glicerol al 20%
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Figura 9. Purificacién de la descarboxilasa pirofosfomevalénica en fos-
focelulosa.

Se utilizd una columa de 3,7 x 21 cm equilibrada en amorti-
guador fosfato de potasio 10 mM pH 6,0 conteniendo glicerol al 20%. A
ella se aplicd la solucién enzimdtica proveniente de la etapa de Sepha-

dex G-200. Una vez aplicada la muestra, la columa se lavb con 350 ml

del mismo amortiguador, y se eluyb conuna gradiente de fosfato de potasio
pH 6,0 desde 20 a 250 mM (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 recogieron fracciones de 18 ml con wn flujo

de 60 ml/hora, Al eluido seleccionado (razbn U/ml/Aygq >
0,20) se le reajustd el pH a 7,0 con KOH 10 M, y se concen-
trd por ultrafiltracién en una celda Amicon utilizando una
membrana UM 10. La enzima concentrada se diluyb con fosfato
de potasio 1 mM pH 7,0 y se concentr$ como antes, Por Gltimo
se agregd glicerol a una concentracidn final de 20% y se ajus
t6 la conductividad de la solucibn a un valor de 15% sobre la
conductividad del amortiguador de elucién de la columa de hi
droxilapatita (que se describe a continuacién) mediante adicién
de amortiguador fosfato de potasio pH 7,0 de la concentracién

adecuada.

3.2.2.6. Cromatografia en hidroxilapatita

La enzima se aplicé a wma columa de hidroxilapatita
equilibrada en amortiguador fosfato de potasio 13 mM pH 7,0
conteniendo glicerol al 20%. El volumen de la columa se
calculd de modo que el cuociente 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., Una vez apli
cada la muestra, la columa se lavd con el mismo amortiguador
con wn flujo de aproximadamente 20 mi/hora. La enzima no es
retenida por la hidroxilapatita en estas condiciones y sale .
junto con el lavado, Otras proteinas, sin embargo, si son
retenidas (figura 10).

En esta etapa es importante tanto que la conductivi-

dad de la muestra esté 15% por sobre la del amortiguador de
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Figura 10. Purificacién de la descarboxilasa pirofosfomevalénica en hi-

droxilapatita.

La enzima purificada por cromatografia en fosfocelulosa se apli
c6 a una columa de hidroxilapatita (1,3 x 1,5 cm) equilibrada en amorti-
guador fosfato de potasio 13 mM pH 7,0 conteniendo glicerol al 20%. Se
colectaron fracciones de 1,2 ml a un flujo de aproximadamente 20 ml/hora.
En el punto indicado por la flecha, se lavd la columa con fosfato de po-
tasio 200 mM pH 7,0, con lo cual eluyen proteinas contaminantes.
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elucibp de la. columpa, comp que 1a razén ml hidroxilapatita/
mg de proteinas sea de 0,4, En circunstancias en que estos
parémetros no se ajustaron adecuadamente, la enzima fue re-
tenida en la columa, elyuendo solo al aumentar la concentra
cidén del amortiguador de ldvado a 30 mM, En estos casos, sin

embargo, la purificacibn y el rendimiento fueron menores.

3.2.2.7. Cromatrografia en azul de dextrano-Sepharose.

La enzima proveniente de la columa de hidroxilapa-
tita (en un volumen de 17 ml) se aplicd directamente a wna
columna de azul de dextrano e?uilibrada en amortiguador
Tris-HC1 10 mM pH 7,0; EDTA 0%1 mM; glicerol 20%, pero sin
Z-mercaptoetanol. La columa se lavé con el mismo amortigua
dor hasta que la absorbancia a 280 nm se hizo nula, y eluyén,
dose enseguida con el mismo amortiguador conteniendo KC1
75 mM (Figura 11). Las fracciones activas se concentraron

por ultrafiltracién en wna celda Amicon ultilizando una mem

brana UM 10, y la enzima se guardd congelada a -20°.

Los resultados obtenidos en la purificacibn de la
descarboxilasa pirofosfomevaldénica de higado de pollo se
muestran en la tabla 8, en la que se registran solo las eta-
pas a partir de la cromatografia en DEAE-celulosa, ya que
el método de ensayo radiactivo no puede emplearse en

las etapas anteriores debido a la presencia de actividades

enzimticas que interfieren con este ensayo. Un gran nlmero
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Figura 11. Purificacién de la descarboxilasa pirofosfomevaldnica en azul

de dextrano-Sepharose.

La descarboxilasa pirofosfomevaldénica, purificada por hidroxil
apatita, se aplicé a una columa de azul de dextrano-Sepharose de 2,5 x
10 cm equilibrada con Tris-HC1 10 mM pH 7,0; EDTA 0,1 mM; glicerol 20%.
Se colectaron fracciones de 5 ml con un flujo de 25 ml/hora. Una vez
aplicada la muestra se lavé con 75 ml del mismo amortiguador. En el pun-
to indicado por la flecha se eluyb con el mismo amortiguador conteniendo

ademds KC1 75 mM.
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de preparaciones, sin embargo, indican que cuando se usa el
método de ensayo radiactivo en estas etapas iniciales (sec-
cidn 3.2.2.3) la purificacién y el rendimiento total de la

purificacién son 5800 veces y 4,8%, respectivamente.

3.2.3. Estimacién de la pureza de la enzima.

Ia figura 12 muestra tanto el barrido densitométrico de um
gel de poliacrilamida en que se aplicd una muestra de la enzima ob-
tenida de la columa de azul de dextrano-Sepharose, como la activi-
dad enzimitica a lo largo de otro gel corrido en idénticas condicio
nes. Puede apreciarse que hay una correspondencia perfecta entre

la actividad enzimitica y la proteina asociada.

La electroforesis en presencia de SDS de la descarboxilasa
pirofosfomevaldnica purificada (figura 13), demostrd presentar una
banda principal correspondiente al 80% del total de la proteina del
gel, y una banda secundaria correspondiente a 20% de dicho total.
Se concluye entonces, en base a los argumentos que se dan mas ade-
lante en la seccién 3.3.1.3, que la enzima obtenida se encontraria

con un grado de pureza del 80%, de acuerdo a este criterio.

3.2.4. Contenido de descarboxilasa pirofosfomevaldnica en el extrac-

to crudo.

De acuerdo a los datos presentados en la seccibén 3.2.2.7 el
rendimiento total de la purificacién de la descarboxilasa pirofos-
fomevalbnica de higado de.pollo es de 4,8%, obteniéndose 1 mg de
proteina a partir de 1 Kg de material de partida. Esto significa

que del total de 63.900 mg de proteina del homogeneizado obtenido
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Figura 12. Trazado densitométrico de gel de poliacrilamida de la descar-

boxilasa pirofosfomevalénica y actividad enzimAtica asociada.

Dos muestras de enzima conteniendo 10 ug de proteina (act.

F s A

esp. 6,26) se sometieron a electroforesis en tubos cilindricos de 0,5 cm
de difmetro con acrilamida al 7,5%. Uno de los geles se corté en seccio-
nes para el enéayo de actividad enzimitica y el otro se tifi6 con azul de
Coomassie. El trazado densitométrico se efectud utilizando un accesorio
de registro para geles acoplado a un espectrofotémetro Varian Techtron
635, a 600 nm y a una velocidad de 25 mm/minuto. La actividad enzimética
se expresa como la radiactividad (cpm) recuperada en las fases hexdnicas
del ensayo radiactivo al cabo de 30 minutos de incubacibén. Mayores deta-

1les de este ensayo en la seccidén 2.4.4 de Métodos.
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Figura 15. Trazado densitométrico de un gel de poliacrilamida en condicio
nes desnaturantes de la descarboxilasa pirofosfomevalénica pu-
rificada en azul de dextrano-Sepharose.

La electroforesis se efectud en geles de acrilamida al 10%, y se
aplicaron 10 ug de proteina. Las condiciones experimentales se describen
en la seccién 2.10.2. EI registro densitométrico se efectud a 600 mm y a
una velocidad de 25 mm/min, con una escala de absorbancia de 0 a 1,0.
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luego de la precipitacifn con sulfato de protamina, la descarboxi-
lasa pirofosfomevalénica contribuye con 20,8 mg, lo que representa,
un 0,033% del total, Este valor se compara en la tabla 9 con los
valores obtenidos dl realizar un cidlculo similar con los datos pre
sentados por otros autores que han purificado otras enzimas de la

Tuta de la biosintesis del colesterol a partir de higado de pollo.

Propiedades de la descarboxilasa pirofosfomevaldnica de higado de

pollo.
3.3.1. ﬁeterminacién del peso molecular.

El peso molecular de la enzima se determind por tres métodos
diferentes: cromatografia en Sephadéz G-200, gradiente de sacarosa
y electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dode-

cilsulfato de sodio y Z-mercaptoetanol.
3.3.1.1. Cromatografia en Sephadex G-200.

Se usd una columa de Sephadez G-200, y la figura
14 muestra el resultado de representar los cuocientes entre
los vollmenes de elucién (Ve) y el volumen de exclusién
(Vo) (Andrews, 1964) en funcibn de los pesos moleculares.
Se puede estimar un peso molecular de 87.000 para la des-

carboxilasa pirofosfomevaldbnica.
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Tabla §. Porcentaje del total de las proteinas de homogeneizados de higa-

dos de pollo representados por algunas enzimas de la biosintesis

del colesterol.

Enzima Porcentaje Referencia

Reductasa de HMG-CoA 0,004 Beg & col. (1979)

Descarboxilasa piro-

fosfomevalénica 0,033 Este trabajo

Preniltransferasa 0,15 Reed & Rilling (1975)

v o o aeparoy
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Figura 14. Determinacién del peso molecular de la descarboxilasa pirofos-
fomevaldnica por cromatografia de exclusién molecular en Se-
phadex G-200.

Se utilizd una columa de Sephadex G-200, de 2,6 x 83 cm equi-
librada con amertiguador fosfato de potasio 25 mM pH 7,0; KC1 200 mM;
EDTA 0,1 nmM. Las muestras fueron aplicadés en un volumen de 2 ml conte-
niendo: 1, citocromo ¢ (2,5 mg); 2, seroalb(mina de bovino (9,7 mg); 3,
deshidrogenasa alcohélica de levad