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PRESENTACION

La enzima 3-hidroxi-3-metilglutari 1 coenzima A
reductasa se considera la principal reguladora de la vía

Como se expone más
adelante, se trata de una enzima que está sometida a múl-
tiples mecanismos diferentes de regulación de su actividad,
que pueden agruparse en dos grandes tipos, en función de
la rapidez con que se manifiestan sus efectos sobre la ac-

Así pues, la HMG-CoA reductasa se ha-
lia controlada a través de mecanismos que afectan a la can-

tidad de enzima presente en las células y a través de mo-

dificaciones que alteran el estado de actividad de la en-

zima ya existente.

metabólica de síntesis del colesterol.

tividad enzimática.

De entre estos últimos, el mecanismo regulador
más importante es el que se ejerce gracias a la modifica-
ción covalente de la enzima, por fosforilación reversible.

En el Departamento de Bioquímica de la Facultad
de Farmacia, se ha desarrollado una línea de investigación
dedicada al estudio del mecanismo de interconversión de

la HMG-CoA reductasa entre formas de distinta actividad,

a través de la fosforilación y desfosforilación de la en-

zima, mediada respectivamente, por HMG-CoA reductasa qui-
nasas y HMG-CoA reductasa fosfatasas.

La mayoría de estudios acerca de la fosforila-
ción de la HMG-CoA reductasa, realizados anteriormente

al inicio del presente trabajo, han sido desarrollados
empleando preparaciones de HMG-CoA reductasa quinasa en

el citosol, en los microsomas o en preparaciones escasa-

mente purificadas. Por ello, el primer objetivo plan-
teado, fue la obtención de preparaciones de HMG-CoA re-

ductasa quinasa suficientemente purificadas y activas,

procedentes de las fracciones citosólica y microsomal
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del hígado de rata. Ello permitiría estudiar de una mane-

ra sistemática y reproducible, el fenómeno de la inacti-
vación por fosforilación de la HMG-CoA reductasa.

Dada la controversia existente acerca de la re-

alidad y significación del proceso de fosforilación de la
HMG-CoA reductasa, nuestro objetivo inmediato fue la de-
mostración de que nuestras preparaciones enzimáticas eran

capaces de fosforilar significativamente a la reductasa,
inactivándola simultáneamente, de manera reversible. Ello

permitiría además, estudiar la posible existencia de ca-

racterísticas diferenciales en la fosforilación por las
dos proteína quinasas purificadas.

Trabajos previos sugerían que la reductasa qui-
nasa de citosol requería la presencia de nucleósidos di-
fosfato durante la inactivación de la HMG-CoA reductasa,

2 +
además del ATP y del Mg . Durante la realización de la
presente Memoria fue descrito el aparente carácter alos-
térico de la activación de la HMG-CoA reductasa quinasa
de citosol por tales nucleótidos. En consecuencia, se

consideró sumamente interesante investigar este aspecto

regulatorio de la HMG-CoA reductasa quinasa, no sólo de
citosol sino también de microsomas. En esta misma línea

se decidió estudiar también el posible efecto activador
de los nucleósidos monofosfato, puesto que no había sido
previamente descrito, ni tan siquiera probado, para nin-

guna de las HMG-CoA reductasa quinasas.

Una vez confirmada la hipótesis anterior se de-
cidió profundizar en el conocimiento del posible carác-
ter alostérico de la activación por nucleótidos no cícli-
eos de ambas reductasa quinasas. Este aspecto ha sido
estudiado desde una perspectiva cinética, empleando la
técnica de inactivación mediante un compuesto de estruc-
tura análoga a la de los nucleótidos de adenina, capaz de
reaccionar cova 1entemente con las reductasa quinasas.
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Estos estudios han permitido establecer clara-
mente la mayor afinidad de las HMG-CoA reductasa quinasas
de microsomas y de citosol por el Mg-AMP, en comparación
con el Mg-ADP y también el carácter alostérico de la in-
teracción de dichos nucleótidos.

Finalmente, y como objetivo de tipo más general,
el análisis comparativo de los resultados derivados del
estudio anterior con ambas HMG-CoA reductasa quinasas,
permite investigar la identidad de las dos reductasa qui-
nasas y establecer si realmente se trata de la misma en-

zima o bien, por el contrario, son enzimas distintas.
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ABREVIACIONES MAS USUALES EMPLEADAS EN ESTE TRABAJO

Adenos ina-5'-monofosfato

Desoxiadenosina-5'-monofosfato

Adenosina-3',5'-monofosfato

Adenosina-5'-difosfato

P1,P^-di(adenosina-5')pentafosfato
Adenosina-51-trifosfato

Bis(2-hidroximetil)imino-tris-(hi-
droximeti1)metano
Carbono 14

Curio, milicurio, microcurio

Citidina-5'-monofosfato

Citidina-51-difosfato

Citidina-5'-trifosfato

Dibenzoiletilendiamina

Diciclohexilcarbodiimida

Dietilaminoeti1

N,N'-dimetilformamida

Dimetilsulfóxido

Ditiotreitol

Etilendiaminotetracetato

Etilenglicol-bis(2-aminoetileter)-
N , N,N1 ,N'-tetracetato
Fluorosulfonilbenzoiladenosina

Gravedades

G1ucosa-6-fosfato

Guanosina-5'-monofosfato

Guanosina-5'-difosfato

Guanosina-5'-trifosfato

Lipoproteína de alta densidad
Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazi-
noetanosulfónico

Acido 3-hidroxi-3-metilglutárico
3-hidroxi-3-metilglutari1 coenzima A
Tritio

I nos ina-5'-monofosfato

Inosina-51 - difosfato

AMP

dAMP

AMPc

ADP

APc A
ATP

Bis-Tris

14
C

Ci , mCi , jjCi
CMP

CDP

CTP

DBED

DCCI

DEAE

DMF

DMSO

DTT •

EDTA

EGTA

FSCUBzAdo, FSBA2
x g

G-6-P

GMP

GDP

GTP

HDL

Hepes

HMG, ácido

HMG-CoA
3 H

IMP

IDP
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Inosina-5'-trifosfato

Constante de activación

Constante de Michae1 is-Menten

Lipoproteína de baja densidad
Molar, milimolar, micromolar

Mili amperios
Mevalonolactona

Nicotinamidoadenín dinucleótido

Nicotinamidoadenín dinucleótido

reducido

Nicotinamidoadenín dinucleótido

fosfato

Nicotinamidoadenín dinucleótido

fosfato reducido

Nanómetros

Fósforo 32

Ortofosfato inorgánico
Pirofosfato inorgánico
Fluoruro de fen ilmeti 1 su 1foni 1 o

2,5-difen iloxazol

Revoluciones por minuto
Dodeci 1 su 1fato sódico

Sulfonilbenzoiladenosina

Fosfato de tetrabutilamonio

Acido tricloroacético

N,N,N',N'-tetrametilendiamina

12-tetradecanoil-13-acetil forbol

L-1-tosilamido-2-feniletilclorome-

ti 1cetona

Tris(hidroximetil)aminometano
Unidades internacionales de activi-

dad enzimática.

Uridina-5'-monofosfato

Uridina-5'-difosfato

Uridina-51-trifosfato

ITP

Ka
M

LDL

M, mM, jiM
mA

MVL

NAD+
NADH

NADP+

NADPH

nm

32p
Pi

PPi

PMSF

PPO

r.p.m.

SDS

SC^BzAdo
TBAP

TCA

TEMED

TPA

TPCK

Tris

U

UMP

UDP

UTP
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1.1. REGULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

POR MODIFICACION COVALENTE

El mecanismo de modificación covalente de las

proteínas constituye uno de los principales sistemas de
regulación de las funciones celulares, tanto en células

procariotas como en células eucariotas.
las necesidades celulares, una proteína interconvertible
alterna su estado entre formas modificadas covalentemen-

te y formas no modificadas, gracias a la acción de dos
enzimas que catalizan las reacciones opuestas.

De acuerdo con

En la actualidad se conocen numerosas formas

distintas de modificación covalente de las proteínas de
los sistemas biológicos, que se traducen en una altera-

Sin embargo, tan solo un reduci-
do número de ellas tiene carácter reversible.

ción de sus funciones.

Las pro-

teínas interconvertibles pueden ser agrupadas en seis
clases según el tipo de modificación que experimentan
(1): fosforilación, nuc1eotidi 1ación , ADP-ribosilación,

metilación, acetilación y ti ros i 1ación .

El trabajo que se expone a continuación está
dedicado al estudio del primero de los citados mecanis-
mos de interconversión y más concretamente, al de aque-

lias enzimas que catalizan las reacciones de fosforila-
ción de la HMG-CoA reductasa, principal enzima regulado-
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ra de la biosíntesis de colesterol.

1.1.1. REGULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA POR CICLOS

DE FOSFORILACION Y DESFOSFORILACION

La existencia de fósforo en las proteínas es co-

nocida desde hace aproximadamente 100 años, si bien su im-

portancia real sólo se puso de manifiesto cuando se com-

probó que su incorporación o liberación de ciertas proteí-
ñas iba acompañada de cambios en la actividad enzimática
o en la función de las mismas.

Los primeros descubrimientos en este campo fue-
ron protagonizados por Krebs, Fisher y Lamer, quienes
demostraron que el control nervioso y hormonal del meta-
bolismo del glucógeno en músculo esquelético, se ejercía
a través de cambios en el estado de fosforilación de la

glucógeno fosforilasa (2), la glucógeno fosforilasa qui-
nasa (3) y la glucógeno sintasa (4).
el descubrimiento de la proteína quinasa dependiente de
AMP cíclico (5), el acontecimiento que desencadenó el
extraordinario desarrollo experimentado por las investí-

gaciones en este campo.

Sin embargo, fue

Se ha establecido que es mayor el número de en-

zimas cuya actividad está regulada por fosforilación y

desfosforilación, que el de las enzimas que están regula-
das por cualquier otro tipo de mecanismo covalente.
actividades de más de treinta enzimas involucradas en el

metabolismo de carbohidratos, proteínas, lípidos y áci-
dos nucleicos, están reguladas mediante ciclos de fosfo-
rilación y desfosforilación (6). Además, procesos tales
como la contracción del músculo liso (7), la adquisición
de resistencia celular a determinados virus (8), ciertas

transformaciones inducidas por virus (9,10) y la respues-

ta celular a hormonas adrenérgi cas, insulina y al factor

Las
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de crecimiento epidérmico (11), están mediadas también

por fosforilación de proteínas. Todos estos ejemplos, a

los que cabría añadir la creciente importancia asignada
a este sistema de regulación en el control de la estruc-
tura y expresión genética, permiten afirmar que el pro-
ceso de fosforilación y desfosforilación de proteínas
constituye el principal sistema de respuesta de las célu-
las frente a los estímulos fisiológicos extracelulares.

En este tipo de sistemas, la interconversión de
una proteína fosforilable está catalizada por una proteí-
na quinasa y una proteína fosfatasa.
los que una enzima
se definen como sistemas en cascada.

Tales sistemas, en

modifica a otra enzima o proteína,
Frecuentemente,

cuando la forma activa de una enzima interconvertible ac-

túa a su vez como una enzima modificadora de la actividad

de una segunda enzima interconvertib1e, ambos ciclos tra-

bajan acoplados, constituyendo cascadas bicíclicas.

Habitualmente las enzimas fosfori 1ab1 es están

sometidas a una regulación adicional por efectores alos-
téricos, que modifican su actividad directamente o bien
a través de la inducción de cambios en las velocidades

A su vez, el gradode fosforilación y desfosforilación,
de fosforilación es responsable de modificaciones en los
valores de constantes enzimáticas tales como, la KM para
los sustratos, la K3 para un determinado activador o la

a

K- para un cierto inhibidor, simultánea o separadamente.
Es decir, se trata de un mecanismo que modifica la acti-
vidad enzimática en función del grado de fosforilación de
la proteína, el cual a su vez es dependiente de los nive-
les de efectores celulares presentes, quienes además,
pueden hacer variar la amplitud del efecto derivado del
estado de fosforilación de la enzima. En resumen, este

tipo de sistemas en cascada constituye un modelo óptimo
de integración de las diferentes señales metabólicas,
dado que, merced a la existencia de múltiples puntos de
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interacción de las enzimas integrantes de los mismos con

los diversos efectores alostéricos, son sensibles a las
fluctuaciones en los niveles de multitud de metabolitos.

Así pues, la actividad específica de una enzima fosforila-
ble puede variar continua y progresivamente, dentro de un

amplio margen de valores, debiéndose descartar la idea de
un mecanismo de regulación rígido e independiente, que ac-

tua a través de cambios drásticos entre dos estados extre-

mos de activación.

Estos sistemas cíclicos de fosforilación y des-
fosforilación además de proporcionar, lo que podríamos de-
finir como una elevada flexibilidad regulatoria, presen-

tan ventajas adicionales derivadas de una alta capacidad
de amplificación de las señales metabólicas generadas por

concentraciones notablemente bajas de un efector primario,
de una gran rapidez de respuesta frente a dichas señales
(12,13) y de un consumo energético muy pequeño en compa-

ración con el consumo total de energía celular (14).

Un principio generalizado es que las enzimas
involucradas en vías metabólicas de degradación resultan
habitualmente activadas por fosforilación e inactivadas
por desfosforilación, mientras que la mayoría de las en-

zimas reguladoras de los procesos biosintéticos son inac-
tivadas por fosforilación y activadas por desfosfori 1 a-

ción (15).

Este hecho permite que diferentes rutas metabó-
licas puedan ser reguladas coordinada y sincrónicamente
por acción de un reducido número de proteína quinasas y

proteína fosfatasas, en respuesta a un relativamente re-

ducido número de mensajeros secundarios, entre los que

se pueden citar: AMPc, GMPc, calcio, fosfolípidos, poli-
La activación de la glucógeno fosforilasa,

simultánea a la inactivación de la glucógeno sintasa pro-

ducida por la estimulación de la proteína quinasa depen-

aminas, etc.
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diente de AMP cíclico, pone de manifiesto la existencia
de una regulación sincronizada del metabolismo del glucó-

Estageno en respuesta a la acción de la adrenalina,
misma hormona induce la activación de la triaci 1g1 i cero 1

lipasa (16) simultánea a la inactivación de la glicerol-
fosfato acil transferasa (15), lo cual evidencia de nuevo

la existencia de un mecanismo coordinado de regulación de
la degradación y síntesis, respectivamente, de los trigli-
céridos en el tejido adiposo,
muía la inactivación de la acetil-CoA carboxilasa (17),lo
cual asociado a la inactivación de la glucógeno sintasa,
señala la existencia de un control coordinado entre las

vías de síntesis de ácidos grasos y del glucógeno.

También la adrenalina est'i-

Así pues, el mecanismo de interconversión de una

enzima entre formas activas e inactivas por fosforilación
y desfosforilación debe ser entendido como un proceso di-
námico, en constante funcionamiento, que puede alcanzar
diferentes estados de equilibrio, resultantes de las acti-
vidades relativas de las enzimas transformadoras (proteí-
na quinasas y proteína fosfatasas) y que se manifiesta
en forma de diferentes grados de fosforilación de la pro-

teína regulada.
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1 .2. ASPECTOS GENERALES DEL METABOLISMO DEL COLESTEROL

El colesterol fue obtenido por primera vez a

partir de cálculos biliares a finales del siglo XVIII,
sin embargo su estructura no pudo ser determinada hasta
el año 1932. Es un esteroide perteneciente al grupo de
los lípidos menos polares y su esqueleto carbonado, de
27 átomos de carbono, contiene un solo doble enlace

C

{A ) y un grupo hidroxilo sobre
constituida por tres anillos de ciclohexano y uno de ci-

clopentano en fusión trans, con una cadena lateral de
ocho átomos de carbono.

La molécula está

El colesterol es un componente de las membranas
celulares, presente en la casi totalidad de las células

Por el contrario, los individuos pertene-
cientes al reino de los procariotas habitualmente no re-

quieren colesterol (18).
encuentra orientado perpendicularmente a la superficie
de las mismas, principalmente en forma libre, no esteri-
ficado, dispuesto en paralelo entre los esfingo1 ipi dos

Algunas células son capaces de
almacenarlo, esterificado de manera reversible con áci-

dos grasos de cadena larga,
cuentra formando parte de las 1 ipoprotei ñas circulantes,
que lo transportan entre los diferentes tejidos, bien en

forma esterificada, bien en forma libre.

eucariotas.

En las membranas celulares se

y los g 1 i cerolípidos.

Por último, también se en-
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Actualmente se ha comprobado que el colesterol
es un componente determinante de la naturaleza físico-
química de las membranas celulares y que la concentración

y distribución del mismo, puede modificar la capacidad
catalítica de enzimas ligadas a dichas membranas (19,20),
al modificar su grado de fluidez (21). Entre estas enzi-
mas se encuentra la propia HMG-CoA reductasa, como vere-

mos más adelante.

La mayoría de las células de los organismos eu-

cariotas requieren colesterol para la construcción de las
membranas celulares, tanto para la síntesis "de novo" du-
rante la proliferación celular, como para el mantenimien-
to del ritmo de recambio en las membranas de células ya

exi stentes. Además de cumplir esta importante función
estructural, el colesterol en determinados tejidos, es

precursor de la síntesis de compuestos esteroideos tales
como los ácidos biliares (hígado), las hormonas esteroi-
deas (glándulas suprarrenales y ovarios) y determinadas

Debido a las funciones que cumple es necesario
que pueda ser transportado a todos los tejidos del orga-

nismo, lo cual se hace a través del plasma fundamental-
mente, por medio de las 1 ipoproteíñas de baja densidad
(LDL) y las 1ipoproteíñas de alta densidad (HDL) (22).

vitaminas.

La mayor parte del colesterol transportado por

las 1 ipoproteíñas plasmáticas lo es en forma de esteres,

generados por transferencia de un residuo de ácido graso

procedente de la lecitina (fosfolípido mayoritario en el
plasma) al hidroxilo del colesterol.
catalizada por la enzima plasmática, lecitin-colesterol
acil transferasa (LCAT) (23).
terificación tiene lugar en los tejidos periféricos del
organismo, aunque en este caso catalizada por la enzima
aci 1-CoA-co1 estero 1 acil transferasa (ACAT) (24).

Esta reacción está

Esta misma reacción de es-

El colesterol requerido para cubrir las necesi-
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dades celulares del organismo puede ser obtenido de la
dieta o sintetizado en el hígado, aunque en menor propor-

ción también puede ser sintetizado en el intestino, en el
riñón y en el cerebro, en los primeros días después del

Debemos tener presente que todas las células
del organismo tienen capacidad real para sintetizar co-

lesterol sin embargo, el aporte de colesterol por las
LDL circulantes hace que esta capacidad no se exprese.

Así pues, el hígado es el órgano que capta y degrada más
colesterol que ningún otro, debido a su gran tamaño y a

la elevada concentración de receptores de LDL (25-27).

nacimiento.

En este órgano el colesterol puede ser trans-
formado en ácidos biliares que se excretan por la bilis
al intestino, aunque realmente una buena parte es reab-
sorbida en el propio intestino, con objeto de reducir
las necesidades de colesterol por parte del hígado,
eliminación real del colesterol sobrante se verifica ma-

yori tari amente por las heces, como colesterol libre o

bien en forma de productos de transformación, tales como

las sales biliares y los alcoholes saturados colestanol
y coprostanol.
rivados del colesterol tales como las hormonas esteroi-

deas o sus productos de transformación.

La

La orina en menor proporción elimina de-

El colesterol se sintetiza a través de una de

las más largas vías metabólicas conocidas, pues su sínte-
sis a partir de ácido acético precisa de más de 45 reac-

Son metabolitos importan-
tes de esta vía el hidroximetilglutari1 coenzima A, el
ácido mevalónico, distintos terpenos como el geraniol,
el farnesol y el escualeno y compuestos con estructura

ciones enzimáticas diferentes.

esteroidea, como el lanosterol y el desmosterol (esque-
ma I). Esta larga vía presenta dos etapas bien diferen-
ciadas. Una primera totalmente anaeróbica, desde acetato
hasta escualeno y una segunda, desde escualeno hasta co-

lesterol, que requiere la presencia de oxígeno molecular.
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ESQUEMA I VIA DE SINTESIS DEL COLESTEROL
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A través de esta vía no sólo se sintetiza escualeno y co-

lesterol , sino también toda una serie de compuestos po-

1 isoprenoi des que son esenciales para el normal desarrollo
de las funciones celulares tales como el dolicol (28) la

ubiquinona (29) y la i sopenteni 1adeni na de ciertos RNAs
de transferencia (30) (esquema II).

Es un hecho sobradamente comprobado que la con-

centración de colesterol en sangre se mantiene constante
dentro de unos valores normales, que oscilan alrededor de
1,9 g/L, lo cual pone de manifiesto la existencia de meca-

nismos reguladores de los niveles plasmáticos de coleste-
rol. La aparición de defectos en el funcionamiento de
estos mecanismos provoca la aparición de alteraciones pa-

tológicas causadas por una elevación incontrolada del ni-
vel de colesterol plasmático. De entre ellas, las más
frecuentes son la formación de cálculos biliares y la ate-
roesclerosis que es responsable de la mitad de las muer-

tes que se registran en los países occidentales.

En esta enfermedad, el colesterol, carbohidratos

complejos, sales de calcio, plaquetas y células prolifera-
das se acumulan en las paredes de las arterias y forman
voluminosas placas, que obstaculizan de tal manera el flu-

jo de la sangre que acaba formándose un coágulo,
trucción de la arteria, a su vez, deriva en un ataque car-

diaco o una apoplejía de consecuencias generalmente fata-
les para el enfermo,
es consecuencia del cambio de composición de la bilis,
constituida por micelas en las que el colesterol 'se halla
asociado a la lecitina y los ácidos biliares.

La obs-

La formación de cálculos biliares

Pequeñas
variaciones en las proporciones relativas de estos com-

ponentes provocan la saturación de colesterol, que preci-

pita en forma de microcristales que pueden crecer hasta
constituir cálculos de gran tamaño.

En la actualidad está claro que los niveles de
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ESQUEMA II PRODUCTOS DEL METABOLISMO DEL MEVALONATO
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colesterol plasmático dependen del equilibrio entre la
velocidad de síntesis de las 1 ipoproteíñas transporta-
doras y la eficiencia de los mecanismos que controlan
el nivel de los receptores específicos que inician su

catabo1 ismo.

El metabolismo intracelular del colesterol vie-

ne regulado por la cantidad de colesterol liberado por la
vía de las LDL, el cual a su vez ejerce un estricto con-

trol sobre las actividades de la HMG-CoA reductasa (22),
y de los receptores de las LDL (31).

Estas 1 ipoproteíñas se unen a sus receptores es-

pecíficos de la membrana celular, constituyendo complejos
LDL-receptor que se introducen en la célula por endocito-
sis (32-34).
lisosomas, después de que el receptor se separe para

unirse de nuevo a la membrana plasmática, y la fracción

proteica de las LDL es degradada, liberándose el coles-
terol esterificado que es hidrolizado por una lipasa áci-
da (33,35,36).

Las vesículas formadas se fusionan con los

El colesterol libre sale de los lisosomas

y salvo en el caso de células especial izadas,s_e emplea pa-

ra la síntesis de membranas.

Como hemos dicho antes, la cantidad de coleste-

rol liberado por las LDL controla el metabolismo celular
En primer lugar, reduce la capacidad de

la célula para elaborar su propio colesterol, reprimien-
do la síntesis de la enzima HMG-CoA reductasa, que cata-
liza una de las principales etapas reguladoras de la vía

La supresión de esta enzima obliga a la
célula a depender del colesterol externo procedente de la
captación de LDLs plasmáticas por sus receptores específi-

En segundo lugar, activa la enzima ACAT, promovien-
do el almacenamiento de colesterol en la célula, en for-
ma de esteres que se depositan como pequeñas gotas in-

En tercer lugar, el acumulo de colesterol

de este esterol.

b i os intética.

eos.

tracelulares.
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intracelular activa un mecanismo de retroinhibición que

insta a las células a detener la síntesis de nuevos recep-

tores de LDL. De esta manera las células ajustan el nú-
mero de sus receptores, de modo que se incorpore el co-

lesterol suficiente para cubrir sus necesidades sin que

se produzca exceso.

Son varias las enzimas que se encuentran regu-

ladas en la larga vía de síntesis del colesterol y la ma-

yoría de ellas lo son por esteróles.
la HMG-CoA reductasa (37), la HMG-CoA sintasa (38,39),
la escualeno sintetasa (40,41) y algunas de las enzimas

Estas enzimas son

que catalizan la conversión de escualeno en colesterol

(42,43) . Sin embargo, cuantitativamente el principal
punto de control de la ruta metabólica es anterior a la
formación de mevalonato y corresponde mayoritariamente
a la reacción catalizada por la HMG-CoA reductasa.
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1.3. 3-HIDR0XI-3-METILGLUTARIL COENZIMA A REDUCTASA

La enzima 3-hidroxi-3-metilglutari1 coenzima A
reductasa (HMG-CoA reductasa o reductasa) (mevalonato:
NADP+ óxido-reductasa, E.C. 1.1.1.34) cataliza la reduc-
ción del S-HMG-CoA a R-meva1 onato, en una reacción que

precisa de dos moléculas de NADPH.

tipos de enzimas conocidos que catalizan una óxido-reduc-
ción asociada a nucleótidos de piridina, con transieren-
cia de cuatro electrones, siendo las otras dos la histi-

Es uno de los tres

dinol deshidrogenasa y las nucleósido difosfato azúcar

deshidrogenasas (44). La HMG-CoA reductasa es capaz tam-
bién de catalizar la reacción inversa, es decir, la aci-

lación oxidativa del R-mevalonato a S-HMG-CoA (45).
Sin embargo, la termodinámica del proceso hace que "in
vivo" el equilibrio siempre esté desplazado en dirección
a la síntesis de mevalonato.

El notable interés promovido por el estudio de
En pri-

mer lugar está el hecho de que la HMG-CoA reductasa jue-

ga un papel fundamental en la regulación del metabolismo
del colesterol y que, en consecuencia los fallos en su

función reguladora pueden derivar en graves patologías.
De ahí la gran importancia que el conocimiento profundo
de la regulación ejercida sobre esta enzima, tiene en el
terreno de la fisiología, la bioquímica y la diagnosis

esta enzima obedece básicamente a dos razones.
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En segundo lugar, se trata de una enzima que es-

tá sometida a una estricta regulación por numerosos facto-
res y mecanismos, y que por lo tanto constituye un exce-

lente modelo de regulación de una actividad enzimática por

múltiples y diversos efectores.

especial interés desde el punto de vista de los estudios
bioquímicos básicos.

clínica.

Esto le proporciona un

1.3.1. ESTRUCTURA DE LA HMG-CoA REDUCTASA

En cultivos de células de hámster se ha demos¬

trado que la HMG-CoA reductasa es una g1ucoproteína que

forma parte de la membrana del retículo endoplasmático
(46,47) y cuyo centro catalítico se halla orientado hacia
el citosol (48). La enzima está constituida por una ca-

dena po1 ipeptídica glucosilada (46,47), con un peso mole-
cular aparente comprendido entre 90 y 100 Kd (49-52),des-
conociéndose por el momento con exactitud si "in vivo"
existe en forma de monómero o de oligómero.
recientes en hígado de rata sugieren la posibilidad de

que "in vivo" puede existir en equilibrio entre formas
monoméricas (100 Kd) y formas diméricas (200 Kd), cons-

tituídas por la asociación mediante formación de enlaces
disulfuro, de dos monómeros de 100 Kd.

catalíticamente activas aunque sus propiedades cinéticas
difi eren (53).

Estudios muy

Ambas formas son

Otro grupo de investigadores (54)jusando técni-
cas de inactivación por radiación, ha llegado a la con-

clusión de que la forma nativa de la reductasa en las mem-

branas del retículo endoplasmático, está constituida por

dímeros de 200 Kd de peso molecular, formados por dos sub-
unidades idénticas de 97 Kd unidas por enlaces de tipo no

covalente, aunque su naturaleza exacta no se ha estableci-
Los experimentos reseñados han sido realizados en

presencia de agentes reductores a concentraciones consi-

do.
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derablemente elevadas.

Recientemente, se ha podido determinar con exac-

titud la secuencia de aminoácidos de la HMG-CoA reductasa

a partir de la secuencia de nucleótidos de su DNAc, que

ha sido clonado a partir de una línea de células de ova-

rio de hámster chino (UT-1), que tienen una elevada canti-
dad de reductasa (2% de la proteína total celular) (55),
como consecuencia de su adaptación al crecimiento en pre-

sencia de compactina, que es un inhibidor competitivo de
la reductasa (56).
hámster consta de 887 residuos de aminoácidos, lo que a

la vista de su secuencia, le confiere un peso molecular
de 97.092 daltons (47,49).

La HMG-CoA reductasa de ovario de

La proteína está dividida en dos regiones bien
La amino terminal, de 35 Kd, extremadamen-

te rica en aminoácidos hidrofóbi eos, se considera el pun-

to de anclaje a la membrana del retículo endop 1 asmático,
puesto que se ha demostrado que la atraviesa hasta siete
veces (47,57).
do en el lumen del retículo endop1asmático .

diferenciadas.

El extremo amino terminal está localiza-

La segunda región, que contiene el centro cata-
lítico de la enzima, tiene un peso molecular aparente de
62 Kd y su carácter hidrofílico le confiere solubilidad

Esta región, que se encuentra proyectada hacia
el citoplasma, puede ser separada del resto de la molé-
cula de reductasa por tratamiento con diversas proteasas
(47,57) .

en agua.

La función concreta de la región hidrofóbica de
la membrana está aun por descubrir, aunque se especula so-

bre una supuesta función de "receptor" del colesterol ce-

dido por las LDL (57).

La inserción de la proteína en la membrana del
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retículo endop 1 asmático se produce simultáneamente al ini-
cío de la traducción de RNAm (46) y de manera un tanto

sorprendente, en comparación con el modelo propuesto para

la síntesis de numerosas proteínas integrales, la secuen-

cia hidrofóbica de reconocimiento en su extremo amino

terminal, no resulta escindida y aparece conservada en la
luz del retículo endoplasmático (46,49).
una característica propia de las proteínas integrales de
las membranas del retículo endoplasmático (58).

Esta parece ser

1.3.2. DISTRIBUCION DE LA HMG-CoA REDUCTASA

La actividad HMG-CoA reductasa se encuentra am-

pliamente distribuida en la mayoría de las células de los
mamíferos (59) y también se encuentra en levaduras (Neu-
rospora) (60), en ciertas bacterias como Pseudomonas yen

Actinomicetos (61 ) .

los mamíferos, allí donde la actividad reductasa se mani-

fiesta más notoriamente es en hígado y en intestino, te-

jidos en los que se sintetiza entre un 65 y un 75 % del
colesterol total requerido por el organismo (62).
condiciones normales las células del resto de los teji-
dos periféricos reciben suficiente aporte de colesterol
por la vía de las LDLS como para no tener que expresar

su capacidad b i os intética .

Sin embargo, retornando de nuevo a

En

Recientes trabajos (63) han puesto de manifies-
to mediante técnicas de microscopía electrónica de inmuno-
fluorescencia y microscopía electrónica, que la HMG-CoA
reductasa de hígado de rata no se encuentra homogénea-
mente distribuida por todo el tejido hepático, sino que

se halla concentrada en grupos de hepatocitos localiza-
dos preferentemente en la zona periportal de los lóbulos
hepáticos y que tan sólo un 20 % de los hepatocitos de
las ratas normales parecen contener a la enzima.
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1.3.3. SOLUBILIZACION DE LA HMG-CoA REDUCTASA

Al tratarse de una enzima de membrana (integral)
debe ser previamente solubilizada para su posterior estu-

Se han descrito numerosas técnicas para ello, entre
las que se incluyen la so 1 ubi 1 ización en presencia de de-
oxicolato (64), la congelación y descongelación de los mi-
crosomas. (65,66), la congelación y descongelación combina-
da con una incubación en un medio con glicerol al 50% (v/v)
(65) y la incubación con KC1 4 M (65).

dio.

Con las técnicas descritas se obtenían elevados

rendimientos de purificación de una HMG-CoA reductasa, cu-

ya subunidad presentaba un peso molecular comprendido en-

tre 50 y 56 Kd (67-71).
ron a partir de HMG-CoA reductasa de hígado humano (72,73).
Más tarde, Ness y col.(74) demostraron que la solubiliza-

de hígado de rata era debida
a la acción de las proteasas de lisosomas, liberadas como

consecuencia de la ruptura de las vesículas lisosomales,
durante el tratamiento de congelación y descongelación.
La incorporación al medio de so 1 ub i 1 izac i ón de inhibido-
res de sulfhidril proteasas (antipaína o leupeptina) blo-
queaba drásticamente la liberación de la reductasa (menos
del 10 % de solubilización).
poración al medio de inhibidores de serín proteasas y de
carboxil proteasas no modificaba el grado de solubiliza-

Estos y otros datos permitieron asignar la respon-

sabilidad de la solubi1ización proteolítica de la reduc-
tasa (50-56 Kd) a la catepsina Toa una proteasa muy si-
mi 1ar.

Idénticos resultados se obtuvie-

ción de la HMG-CoA reductasa

Por el contrario la incor-

ción.

Experimentos posteriores desarrollados por Chin
y col. (50) con células UT-1, demostraron que la forma na-

tiva de la HMG-CoA reductasa tenía un peso molecular apa-

rente de 90-92 Kd y que podía ser transformada en un frag-
mentó de 62 Kd, por incubación previa a la solubi 1 iza-
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ción, en un medio hipotónico. Esta reducción en el peso

molecular era impedida por el EGTA, lo que sugería la ac-

ción de proteasas dependientes de calcio; esta forma mo-

lecular podía ser degradada hasta la especie de 50-56 Kd

por congelación y descongelación en ausencia de leupepti-
na. Los datos obtenidos sugerían que el peso molecular de
la HMG-CoA reductasa nativa era de 92 Kd y que las demás
formas de menor peso molecular, correspondían a fragmentos

, proteolíticos derivados de la anterior.

El fragmento catalíticamente activo (50-56 Kd)
ha sido purificado a homogeneidad en varios laboratorios
(75) y con él han sido realizados la casi totalidad de
los trabajos que han permitido conocer las propiedades ci-

Cabenéticas y regulatorias de la HMG-CoA reductasa.
destacar que un hecho común a todas estas técnicas es el

aparente enmascaramiento de la actividad HMG-CoA reducta-
sa cuando se halla en los microsomas.

tectar más de un 100 % de la actividad reductasa de los

microsomas, al sumar la actividad medida en la fracción

La razón de es-

es posible que la solubili-
zación aumente la accesibilidad al sustrato.

Es frecuente de-

soluble y en los microsomas residuales,
te fenómeno no está clara;

Otras al-

ternativas son que las moléculas de reductasa aumenten
su actividad específica al so 1ubi 1 izarse o bien que, du-
rante este proceso,se pierdan ciertos inhibidores.

En cualquier caso hay que tener presente en

todo momento que no se trata de la forma nativa de la
enzima, la cual recientemente ha sido solubilizada en

presencia de inhibidores de proteasas, empleando deter-
gentes no iónicos (50-52). La enzima de hígado de rata
solubilizada en estas condiciones, ha sido purificada

parcialmente aunque no se dispone de evidencias conclu-

yentes de que realmente se trate de la forma nativa ori-

ginal (76) .
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1.3.4. SENSIBILIDAD A LA TEMPERATURA

A pesar de que la enzima microsomal es relati-
vamente insensible al frió o al calor, la reductasa so-

lubilizada es extremadamente sensible a las bajas tempe-
raturas, resultando rápidamente inactivada entre 0 y 49C
(65,66,77).

Esta inactivación es reversible por incubación
a 37QC, durante un tiempo mínimo de 20 minutos (78), res-

taurándose completamente la actividad reductasa original,
y puede ser prevenida por incubación previa en presencia
de NADPH (79). Otros autores por el contrario, han seña-
lado la irreversibilidad de este fenómeno (66); sin embar-

go, en ambos casos se sugiere como posible explicación del
mismo la disociación de las unidades de la enzima soluble,

debida a la ruptura de los enlaces hidrofóbicos que las
mantienen agregadas en estructura aparentemente tetramé-
rica (64,65,67,70).

Por otra parte, la HMG-CoA reductasa obtenida
por el procedimiento de congelación y descongelación, es

considerablemente resistente a temperaturas elevadas, lo
cual se aprovecha con excelentes resultados para su puri-
ficación; sin embargo, la HMG-CoA reductasa nativa, obte-
nida por solubi1ización con detergentes no iónicos, en

ausencia de congelación y descongelación, no presenta es-

ta propiedad, sino que es muy sensible a las altas tempe-
raturas (76 ) .

1.3.5. RITMO CICLICO DE LA HMG-CoA REDUCTASA

La actividad de la enzima HMG-CoA reductasa de

hígado de rata está sometida a una pronunciada variación
diurna, observándose cambios en su actividad comprendi-
dos entre seis y diez veces el valor mínimo (80). La má-



21

xima actividad se observa al cabo de seis horas del ini-

ció de la fase oscura, aunque el ritmo cíclico está aso-

ciado realmente al patrón de alimentación (81).

Varios trabajos sobre el tema apoyan la idea de
que estos cambios de actividad, están asociados exclusi-
vamente a cambios en la cantidad total de proteína enzi-
mática inmunoprecipitable existente en el hígado (82,83),
debidos principalmente a cambios en la velocidad de sin-
tesis de la enzima (84-86), en respuesta a los niveles de
insulina circulante (59,87-89).

Sin embargo, estos resultados están en parcial
con los presentados por Edwards y col.(90),

quienes afirmaron que el ritmo circadiano era resultante
de una activación de la enzima, así como de un incremento

en la cantidad de la proteína enzimática.
ciones han sido recientemente confirmadas por Easom y col.
(91), quienes demuestran claramente
variación tanto de la cantidad total de la enzima, como

del estado de activación de la misma, durante el ciclo

Los autores sugieren que el ritmo circadiano de
la actividad HMG-CoA reductasa es consecuencia de la su-

perposición de dos ciclos de actividad de la enzima, uno

que afecta a la cantidad total de proteína y otro que

afecta al estado de fosforilación.

vidad presentan algunas diferencias entre ellos y no se

superponen exactamente.

contradicción

Tales afirma-

la existencia de una

diurno.

Ambos ciclos de acti-
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1 .4. REGULACION DE LA HMG-CoA REDUCTASA

Debido al importante papel desarrollado por la
HMG-CoA reductasa en el control de la biosíntesis del co-

lesterol y a las frecuentes y graves consecuencias deri-
vadas de la elevación de sus niveles en sangre, se han
realizado grandes esfuerzos con objeto de averiguar cua-

les son los factores que regulan la actividad de la HMG-
CoA reductasa y a través de qué mecanismos ejercen su ac-

c i ón. Estos estudios se han centrado preferentemente en

la HMG-CoA reductasa de hígado y de intestino, por la ra-

zón anteriormente expuesta, de ser los dos órganos en los
que se sintetiza mayoritariamente el colesterol precisado
por el organismo.

Como se puede observar en el esquema III, la
HMG-CoA reductasa está sometida a dos tipos distintos de
contro 1:

a) regulación de la cantidad de enzima presente,
actuando sobre las velocidades de síntesis y de degrada-
ción de la reductasa (parte superior).

b) regulación de la capacidad catalítica de la
enzima existente (parte inferior).

El primer tipo de control manifiesta sus efectos
a largo plazo, puesto que se ejerce en parte a través del

proceso de síntesis de la proteína, mientras que el según-
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ESQUEMA III MECANISMOS DE REGULACION DE LA ENZIMA

HMG-CoA REDUCTASA



colesterol
oxiesteroles
mevalonato

glucagón/ \
/ \

© ©
/ \

/ \
/ insulina \

' © / \ © '
/ \\

degradación
\¡, l/

sintesis HMG-CoA
* REDUCTASA

A

fosforilación inhibidores
proteicos
agentes

reductores
fluidez de la

membrana
activadores
alostéricos

desfosforilación

(activación)
insulina

(inactivación)
glucagón

mevalonato
colesterol

oxiesteroles



24

do es de efectos más rápidos, es decir, a corto plazo.

1.4.1. REGULACION A LARGO PLAZO

El colesterol y sus derivados oxigenados tales
como el 25-hidroxicolesterol y el 7-cetocolestero1 (22,92,
93), ejercen una fuerte represión sobre la actividad HMG-
CoA reductasa, llegando a disminuir la cantidad de proteí-
na en un 90 %. La cantidad de proteína también resulta no-

tablemente disminuida por compuestos no esteroideos, deri-
vados del mevalonato y por el momento desconocidos (37,51,
92) . La reducción en los niveles de la enzima es atribui-

ble por lo menos a dos hechos distintos:

a) supresión de la transcripción del gen de la
reductasa, que se traduce en una disminución de la canti-
dad de RNAm y por lo tanto de la síntesis de la proteína
(94-96).

b) aumento de la velocidad de degradación pro-

teolítica de la proteína reductasa (51,92,97).

También se dispone de ciertas evidencias de que

la cantidad de HMG-CoA reductasa puede estar regulada a

nivel de la traducción de su RNAm (98).

Son varias las hormonas implicadas en la regula-
La insulina incrementa lación de la HMG-CoA reductasa.

actividad de la reductasa, presumiblemente estimulando su

s í ntes i s (99-101). Dado que las concentraciones circulan-
tes de insulina "in vivo" también fluctúan de acuerdo con

un ciclo rítmico (102,103), cuyo máximo coincide con el
de la actividad reductasa, se ha propuesto a esta hormona
como principal responsable del mantenimiento del ciclo
circadiano de la actividad HMG-CoA reductasa (59,91).

Al efecto de la insulina se le opone el del

glucagón, que actúa disminuyendo la actividad reductasa
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a largo plazo (68,101).

Otras hormonas tales como las tiroideas y las
adrenales, tamnién modifican la actividad de la reducta-

sa, incrementándola (87,104,105).
las hormonas sexuales actúan sobre la reductasa, supri-
miendo su actividad, aunque parce ser, dada su estructura
esteroidea, que su acción es debida más a su carácter de

. análogos del colesterol que a su propiedad de hormonas
(93,106).

Finalmente, también

Algunas de las hormonas consideradas ejercen
también su acción modificando la actividad específica de
la enzima, lo cual será tratado más adelante.

Otro posible mecanismo propuesto para la regula-
ción de la HMG-CoA reductasa, está relacionado con el man-

tenimiento de la estructura de los microtúbulos que forman
parte del citoesqueleto de ciertas células,
este sentido han sido desarro 11 ados empleando una deter-
minada variedad de células gliales de cerebro de rata

(107,108).

Estudios en

1.4.2. REGULACION A CORTO PLAZO

De entre los varios mecanismos de regulación en-

globados bajo este título, uno de los más importantes, por

no decir el más importante, es el de la interconversión de
la enzima entre formas activas e inactivas por fosforila-
ción y desfosforilación. Este proceso será tratado exten-
sámente a continuación, pero previamente haremos una bre-
ve descripción de otros mecanismos que actúan en la misma
di rece ión .

Se ha sugerido que el propio colesterol, los es-

teroles derivados de él y los fosfo 1ípi dos , pueden afectar
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a la reductasa, provocando cambios en el grado de fluidez
de las membranas del retículo endoplasmático (19,20,109-
113). Estos autores sostienen la teoría de que tanto el
colesterol y sus derivados, como los fosfo 1ípi dos, al va-

riar su proporción en la membrana, pueden provocar cambios
en la conformación de la enzima HMG-CoA reductasa, afee-
tándose su capacidad catalítica. Es posible que ello se

deba a un reajuste de la posición de la reductasa en la
membrana del retículo endoplasmático, que varíe su grado
de exposición al citosol. De ahí podría derivarse una

mayor accesibilidad a sus sustratos o tal vez una mayor

sensibilidad a la acción de enzimas proteolíti cas o de
las enzimas que modifican su actividad cova 1entemente

(quinasas y fosfatasas).

Otros autores han estudiado el efecto regulador
a corto plazo ejercido por otros metabolitos.
sentido ha sido descrito el efecto inhibidor ejercido por

el ácido oleico y el oleil-CoA sobre la actividad HMG-CoA
reductasa (114), directamente sobre la enzima, modifican-

do su conformación, sin afectar a la composición lipídica
de la membrana.

En este

se especula con la existencia en el
de una proteína con actividad inhibidora de la

reductasa, que requiere la presencia simultánea de Fe

para actuar (115,116).

Asimismo

citosol
2 +

También ha sido descrito que la actividad de la
HMG-CoA reductasa hepática puede estar regulada de manera

reversible por los niveles de metabolitos con grupos tiol.
Así pues, se sugiere que los niveles de glutatión reduci-
do de la célula, actuarían como reguladores de la activi-
dad reductasa a través de una interconversión de la enzi-

ma entre formas oxidadas (inactivas) y reducidas (activas)
(117).
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El mecanismo de acción propuesto consiste en

modificación conformacional que altera la capacidad
de unión de la reductasa a su sustrato (HMG-CoA), aunque

una

ambas formas pueden unirse al otro sustrato de la reac-

ción (NADPH) (118). Estudios posteriores han demostrado

que el NADPH puede unirse al centro catalítico de la re-

ductasa de manera cooperativa, existiendo la posibilidad
adicional de unión a un centro regulador de la molécula
enzimática (119). Este efecto alostérico disminuye pro-

gresivamente hasta desaparecer a medida que aumenta la
concentración de agentes reductores (119).
tores han demostrado que la reductasa microsomal puede
ser también regulada alostéricamente por NAD+ y NADH,

Los mismos au-

cuando las concentraciones de agentes reductores son ba-
jas (120). Estudios estructurales realizados por los
mismos autores, indican que la estructura mínima y su-

ficiente requerida para activar alostéricamente a la re-

ductasa es la del 5'-AMP (121). Estos resultados indi-

can que las interacciones entre los distintos centros

funcionales de la reductasa requieren la formación de

puentes disulfuro, cuya progresiva reducción anula la
capacidad de regulación alostérica.

Estudios desarro 11 ados muy recientemente por

Ness y col.(53,122) demuestran que la HMG-CoA reductasa
microsomal puede existir en dos formas, una monomérica
(100 Kd) y una dimérica (200 Kd) , constituida por dos
monómeros de 100 Kd enlazados por puentes disulfuro. Am-
bas formas exhiben comportamientos cinéticos distintos
en su capacidad de activación alostérica por NADPH, lo
que se supone puede ser un mecanismo de respuesta a cor-

to plazo, relacionado con los niveles de agentes reduc-
tores presentes en la célula, frente a las necesidades
de esteróles.

Gibbons y co1 .( 123 ,124 ) han propuesto la exis-
tencia de un control de la actividad HMG-CoA reductasa
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ejercido por la disponibilidad en el citosol de uno de
Tal afirmación ha surgido de

la observación de que en algunas ocasiones, no se ha po-

dido establecer una buena correlación entre las variado-

nes de la actividad reductasa en respuesta a ciertas hor-
monas y los cambios en la velocidad de síntesis de coles-

Asimismo parece ser que a las concentraciones de
HMG-CoA presentes en la célula intacta (citosólico y mi-

. tocondrial), la HMG-CoA reductasa no se encuentra satura-

da y por lo tanto, la velocidad de la reacción que cata-
liza, es inferior a la medida en experimentos "in vitro",
en presencia de concentraciones saturantes de sustrato.

sus sustratos, el HMG-CoA.

tero 1.

Así pues existe la posibilidad de que cambios
en la concentración citosólica de HMG-CoA, regulen de ma-

Estos cambios po-

drían ser consecuencia de las actividades de las enzimas

precedentes en la vía de síntesis del colesterol, que a

su vez dependen de las disponibilidades de aceti 1-CoAc i -

Para poder compensar estas fluctuaciones en

la disponibilidad de HMG-CoA, debidas a la actividad me-

tabólica de la célula, la actividad de la HMG-CoA reduc-

tasa se modifica, para mantener constante en todo momento
el flujo de síntesis de esteróles.

ñera adicional a la HMG-CoA reductasa.

toso 1 i co.
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1 .5. REGULACION DE LA HMG-CoA REDUCTASA POR FOSFORILACION

Y DESFOSFORILACION REVERSIBLE

En este capítulo estudiaremos con más detalle
uno de los principales mecanismos de regulación a corto

En 1 íneas gene-plazo de la actividad HMG-CoA reductasa.
rales podemos decir que el estado de actividad de la re-

ductasa depende de las actividades relativas de las enzi-
mas que la fosforilan (reductasa quinasa) y de las enzimas

que la desfosfori 1an (reductasa fosfatasa).

INACTIVACION Y REACTIVACION DE LA HMG-CoA REDUCTASA

EN MICROSOMAS Y SOLUBLE

1.5.1.

En el año 1973, Beg y col.(125) demostraron por

primera vez que la preincubación a 37QC de una suspensión
de microsomas con Mg-ATP, producía una rápida pérdida de
actividad de la enzima HMG-CoA reductasa.

específica de la reductasa inactivada no se modificaba ni
por congelación y descongelación de los microsomas, ni por

lavados sucesivos de los mismos con solución amortiguado-
ra neutra.

La actividad

Después de lavados repetidos de los microsomas
en condiciones en las que no se extraía la reductasa, és-
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tos eran cada vez menos sensibles a la inactivación de-

pendiente de Mg-ATP.

Estos mismos autores (125,126) identificaron una

actividad inactivadora presente en los mencionados extrae-
tos microsomales, en el citosol o en la fracción proteica
resultante de precipitar el citosol con sulfato amónico al
45 % de saturación, que cuando se añadía a los microsomas
lavados repetidas veces con solución amortiguadora neutra,
restauraba la capacidad para inactivar reductasa microso-
mal, dependiente de Mg-ATP.
de inactivación era dependiente del tiempo de incubación.
Así pues, un sistema inactivador parecía encontrarse tan-
to en el citosol como adsorbido en los microsomas, siendo

el primero de ellos sensible a la presencia de AMPc.

En todos los casos el grado

En ausencia de Mg-ATP la reductasa microsomal
previamente inactivada, podía ser reactivada hasta sus ni-
veles originales, por adición de fracciones de citosol.
Este proceso era dependiente de la cantidad de proteína
añadida y del tiempo de incubación,
tificaron la presencia de un activador en la fracción ci-
tosólica, que incluso activaba ligeramente a la reductasa
de microsomas no tratados previamente con Mg-ATP.

De esta forma iden-

Estos autores (126) indicaron también que la
reductasa solubilizada por congelación y descongelación
(66) podía resultar inactivada por Mg-ATP y una fracción
citosólica.

El conjunto de observaciones indicaba que la
reductasa podía interconvertirse entre dos formas de di-
ferente actividad específica, sugiriendo que el modelo
más adecuado,de acuerdo con la información disponible,
era el de fosforilación y desfosforilación de la proteí¬
na.
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Goodwin y Margolis (127,128) observaron que la

preincubación de un sobrenadante de 10.000 x g de un ho-

mogenado de hígado de rata, a 379C, incrementaba la velo-
cidad de incorporación de [ C|acetato a esteróles entre
siete y veinte veces, sin modificar la velocidad de in-

corporación de [ 14c] meva 1 onato a esteróles,
bación de microsomas y citosol juntos, producía una acti-

La preincu-

vación semejante, mientras que su incubación por separado
antes de reconstituir el sistema de ensayo, sólo producía
una muy ligera activación. Ellos sugirieron que una o va-

rias de las enzimas que catalizan la síntesis del mevalo-
nato a partir del acetato resultaba activada,posiblemente
por una fosfoprotei na fosfatasa de origen citosólico.

Estudios posteriores (129,130) empleando micro-
somas aislados rápidamente por precipitación con calcio,
a partir del sobrenadante de 10.000 x g, antes y después
de la incubación a 37QC, demostraron que la reductasa se

había activado y por tanto, permitieron correlacionar las
variaciones en la velocidad de síntesis de esteróles con

cambios simultáneos de la actividad HMG-CoA reductasa. De

nuevo, se requería la presencia simultánea tanto de los
microsomas como del citosol para aumentar la actividad

Este hecho demostraba el origen citosólico
del factor activante de la HMG-CoA reductasa.

reductasa.

Análogos resultados de activación de la HMG-CoA
reductasa en homogenados de hígado de ratón fueron obteni-
dos por Berndt y co1.(131 ,132 ) .

dad reductasa de microsomas obtenidos a partir del homo-

genado incubado previamente, era dependiente del tiempo

y de la temperatura de incubación.
producía en microsomas aislados, en ausencia de citosol
añadido, ni cuando éste último se trataba con tripsina

previamente a la incubación con los microsomas.

El incremento de activi-

Este efecto no se re-

Estos resultados, unidos a las observaciones
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referentes a que el factor citosólico podía reemplazarse
y Na2S0g (132), que provoca-

ba también la aparente desfosforilación de la glucógeno
sintasa (133), y que la activación era inhibida por NaF
100 mM (conocido inhibidor de fosfatasas) (132) conducían
a pensar que la activación de la reductasa de microsomas
podía ser catalizada por una fosfoprotei na fosfatasa pre-

sente tanto en el citosol como en los microsomas.

2 +
por una mezcla de EDTA, Mg

Brown y col.(134) comunicaron la existencia en

fibroblastos humanos de un factor inactivador de natura-

leza proteica, soluble, capaz de inactivar HMG-CoA reduc-
tasa de microsomas de hígado de rata y de fibroblastos

, ADP y ATP, y cuya activi-
Informaron asimismo de

2 +
humanos, en presencia de Mg
dad no era dependiente de AMPc.
la incapacidad de inactivar más de un 70-80 % de la re-

ductasa microsomal empleada como sustrato, ni siquiera
prolongando el tiempo de incubación o añadiendo una can-

tidad adicional de Mg-ATP, de extracto de fibroblastos o

Propusieron dos posibles explicado-
nes para este fenómeno: a) la existencia de dos formas
de HMG-CoA reductasa, siendo la mayoritaria (70-80 %)
susceptible de ser inactivada totalmente y, b) la exis-
tencia de una única especie molecular de HMG-CoA reducta-
sa, que al ser inactivada se transforma en otra especie

cuyas moléculas conservan entre un 25 y un 30 % de la ac-

tividad catalítica inicial.

de ambos a la vez.

Por el contrario, estos mismos autores se mos-

traron incapaces de poner de manifiesto la inactivación
de reductasa solubilizada a partir de fibroblastos o de
microsomas, por congelación y descongelación (66), es-

tando esta última parcialmente purificada (135).

Nordstrom y col.(136) trabajando con hígado de
rata, consiguieron inactivar y reactivar HMG-CoA reducta-
sa, tanto en microsomas como purificada 1400 veces, em-
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pleando para ello una preparación de inactivador de cito-
sol parcialmente purificada por precipitación con sulfa-
to amónico y cromatografía en Sephadex G-200.
vación de la reductasa, de acuerdo con Brown y col. (134)-',

, ATP y ADP, mien-

La inacti-

2 +
requería la presencia simultánea de Mg
tras que la reactivación se veía bloqueada por la presen-

cia de 50 mM NaF. Ambos procesos, inactivación y reacti-
vación, se desarrollaban más lentamente y en menor exten-
sión cuando el sustrato era HMG-CoA reductasa purificada.
Esta no se inactivaba más allá de un 30 % de la actividad

inicial, mientras que la reductasa en microsomas se inac-
tivaba hasta un 5 %.

unas cinco veces mayor.

La velocidad de inactivación era

Estos datos les sugerían que la
propia membrana microsomal o determinados componentes de
ella podían ser, no imprescindibles, pero sí favorecedo-
res de ambos procesos,

en los microsomas de un inactivador, capaz de inactivar a

la reductasa microsomal, confirmando resultados previos
de Beg y col. (125).

También demostraron la existencia

A la vista de los resultados existentes parecía
evidente que la reductasa inactivada en presencia de Mg-
ATP era una forma estable y real de la proteína, distinta

La inactivación se traducía en unde reductasa activa,

cambio de la velocidad máxima de la enzima (136), mien-

tras que la KM para sus dos sustratos (HMG-CoA y NADPH)
no se modificaba (134,136), lo cual sugería la permanen-

cia de la misma especie enzimática.

El hecho de que la reductasa solubilizada fue-
se susceptible a la inactivación, descartaba la absoluta
dependencia de la membrana microsomal, así como una posi-
ble alteración de dicha membrana, previa a la inactiva-

Por otra parte, la actividad de la reductasa inac-
tiva no podía recuperarse ni por diálisis, ni por dilu-
ción (136) ni por una nueva obtención de los microsomas,
una vez inactivada la reductasa (125).
chos sugerían que la inactivación de la reductasa era

ción.

Todos estos he-
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debida realmente a una actividad enzimática y no a la pro-

ducción de sustancias inhibidoras o al estímulo de reac-

ciones que compiten por los sustratos de la reductasa,
como las catalizadas por la HMG-CoA liasa y la HMG-CoA

Una confirmación adicional provenía del he-
cho de que el /3, V -meti 1 en ATP (análogo del ATP incapaz
de ceder su fosfato terminal) no puede suplir al ATP en

la inactivación de la reductasa (134,137).

deaci 1 asa .

Trabajos posteriores desarrollados por Bové y

Hegardt (138) confirmaron la inactivación de la reducta-
sa microsomal por Mg-ATP y un factor presente en los pro-

pios microsomas, aún después de lavarlos por dos veces

consecutivas. La inactivación podía ser revertida por

incubación en presencia de citosol, en un proceso que po-

día ser bloqueado por NaF 50 mM.

Ingebritsen y col.(139) confirmaron una vez más
la inactivación de la reductasa microsomal por Mg-ATP y

un inactivador endógeno de los propios microsomas y co-

municaron que la actividad podía recuperarse en presen-

cia de una glucógeno fosforilasa fosfatasa de 35 Kd, ob-
tenida según el método de Brandt (140).
ción era también bloqueada por NaF 50 mM.

Esta recupera-

Este mecanismo de regulación ha sido demostrado
también en otros tejidos además del hepático,
observado en cerebro de rata (141), leucocitos humanos

(142), intestino (143-147) y en una gran variedad de es-

pecies animales tales como, cerdo, perro, pollo, rana,

Así, se ha

hámster, ratón, conejo, barbo (148), insectos (149) y en

humanos (142,150). Esta amplia distribución induce a

pensar que este sistema de regulación, desde un punto de
vista evolutivo, presenta un alto grado de conservación
entre los vertebrados. Hunter y Rodwell (148) tras un

estudio comparativo, afirman que en términos cuantitati-
vos, la modulación reversible de la actividad reductasa
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se mantiene más constante que la propia actividad reducta-
Así, ésta varía más de 100 veces entre las diversas

especies estudiadas, mientras que la reactivación de la
reductasa por una fosfatasa, en términos porcentuales,
sólo varía tres veces.

sa.

1.5.2. FOSFORILACION Y DESFOSFORILACI0N DE LA HMG-CoA

REDUCTASA EN MICROSOMAS Y SOLUBLE

Una vez demostrada la existencia de un mecanis-

mo de interconversión de la reductasa entre formas acti-

vas y formas menos activas, y puesto que las evidencias
indirectas apuntaban a que el tránsito entre ambas formas
se producía a través de una fosforilación reversible de
la enzima, era absolutamente necesario demostrar la in-

32
corporación de
de [y-22

P a la molécula de reductasa, a partir

p]ATP, así como su posterior liberación.

Los primeros intentos en este sentido fueron
desarro 11 ados por Chow y col.(151), quienes no consiguie-

partir de |V-22p]32
ron demostrar la incorporación de
ATP a la reductasa aislada por inmunoprecipi tac ión con

P a

anticuerpos relativamente poco específicos,
mente este erróneo resultado fue debido a la baja radioac-
tividad específica del [f-22p]atp empleado,
mostraron incorporación de radioactividad a partir de

[adenina- ^c]ATP, en un intento de probar una posible
adenilación.

Presumible-

Tampoco de-

Beg y col.(152) pusieron de manifiesto la inac-
tivación y reactivación de reductasa en microsomas, en

aparente correlación con la incorporación y liberación
32

P a la proteína microsomal total.
inactivada en estas condiciones, fue parcialmente puri-
ficada, inmunoprecipitada y aislada por e1ectrofores is,

32
P ligado cova 1entemente a su molécula. Sin

embargo, no se presentaron resultados concernientes a la

de La reductasa

mostrando
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desfosforilación de 1 areductasa ni a la estequiometría de
la fosforilación. Tampoco se demostró incorporación de
radioactividad a la proteína microsomal cuando se sustitu-

yó el |V-32p]aTP por [adenina- 14c]ATP.
Bové y Hegardt (138) demostraron una buena co-

rrelación entre la inactivación y reactivación de la re-
32

ductasa y la incorporación y liberación de
teína microsomal total.

P a la pro-

La principal crítica a estos resultados era la
falta de evidencias directas de la incorporación de
a la molécula de la reductasa.

3 2 p

Posteriormente, Keith y col.(153) aportaron evi-
dencias algo más concluyentes, al demostrar que la reduc-

32P,tasa resultaba fosforilada con

de los microsomas con [v_ PjATP, seguida de la purifica-
ción de la enzima inactivada hasta homogeneidad.
ductasa aparecía como una única banda en e1ectrofores is
en presencia de SDS, que comigraba con el
ciones no desnaturalizantes, la actividad, la proteína y

32
P también coincidían.

32
i ncorporación de
oscilaban entre 0,25 y 1 mol de fosfato/mol de subunidad
(52 Kd), aunque los propios autores reconocen que duran-
te el proceso de purificación de la reductasa se produ-
cían considerables variaciones en su estado de actividad,

debidas a la existencia de una proteína fosfatasa insen-
sible al fluoruro.

tras la incubación

La re-

32P. En condi-

e 1 Los datos referentes a la

P fueron muy variables, puesto que

Gil y col.(154) demostraron la incorporación
32

P a reductasa inactivada, también en microsomas, y

purificada hasta casi homogeneidad; cuando la preparación
era analizada electroforéticamente en condiciones no des-

naturalizantes, la radioactividad, la actividad y la pro-

teína reductasa, comigraban.

de

En esta ocasión el grado
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de inactivación de la reductasa fluctuaba entre 25 y 50 %
En este trabajo se presentaron

además evidencias muy sólidas acerca de la reactivación y

desfosforilación de la reductasa por una reductasa fosfa-
tasa de bajo peso molecular (32 Kd), purificada parcial-
mente por los mismos autores, poniéndose de manifiesto

por primera vez una excelente correlación entre ambos pro-

Este último proceso era bloqueado por NaF 100 mM.

de la actividad inicial.

cesos.

Un trabajo casi simultáneo de Beg y col.(155)
demostró por primera vez que la inactivación de la HMG-
CoA reductasa,purifi cada a homogeneidad por congelación
y descongelación, con reductasa quinasa de microsomas

o o

aparentemente homogénea y [V- ¿P"|ATP, se traducía en una
32

incorporación de
32P/ mol de subunidad (51 Kd).

así fosforilada podía ser reactivada completamente, con

32P ligado,

por una fosfoproteína fosfatasa de 35 Kd, parcialmente
purificada (140). Asimismo, para demostrar la fosforila-
ción de la reductasa "in vivo", inyectaron [ ¿p]ortofos-
fato a ratas. La HMG-CoA reductasa fue purificada par-

cialmente e inmunoprecipitada o bien purificada a homo-

geneidad, observándose en ambos casos , tras análisis
electroforético, que la radioactividad comigraba con la
proteína reductasa. La importancia de este trabajo radi-
caba en que se conseguía demostrar la fosforilación e

inactivación de la HMG-CoA reductasa soluble y en estado

homogéneo. Además, quedaba evidenciada la fosforilación
de la reductasa "in vivo".

P a reductasa de aproximadamente 0,9
La reductasamoles de

liberación simultánea de más del 90 % del

Gil y col.(156) demostraron también que la re-

ductasa podía ser fosforilada una vez extraída de las
Los extractos solubles obteni-

dos a partir de microsomas, fueron incubados con [f-32p]
ATP y la reductasa, fosforilada e inactivada hasta un 30%
de la actividad inicial por la reductasa quinasa acompa-

membranas microsomales.
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ñante, fue purificada hasta homogeneidad. Los autores
demostraron la migración simultánea de la actividad re-

ductasa, la proteína y la radioactividad de
do analizaron la preparación obtenida por electrofores is
en condiciones no desnaturalizantes. La reductasa obteni-

da en estas condiciones fue desfosfori 1ada en su casi to-

talidad, cuando se incubó con una reductasa fosfatasa ci-

tosólica de bajo peso molecular, purificada por ellos mis-
. mos (157). El proceso era dependiente de la concentra-

ción de fosfatasa y del tiempo de incubación, siendo blo-

queado completamente por KF 100 mM y también por PPi 1
mM, que es un inhibidor de proteína fosfatasas (158).
Estos resultados fueron concordantes en todo momento con

los obtenidos al estudiar simultáneamente la reactivación

de la reductasa, que resultó ser máxima.

32p, cuan-

Font y col.(159) siguiendo el método descrito

por los autores anteriores, comunicaron el aislamiento
32P,de una reductasa fosforilada con en una proporción

aproximada de 0,3 moles de fosfato/mol de subunidad de
reductasa (51 Kd).

Aunque el carácter covalente de la fosforila--
ción de la reductasa parecía estar suficientemente de-
mostrado, dado que el tratamiento previo a su análisis
electroforético en condiciones desnaturalizantes, no pa-

32
recía modificar el contenido de P de la reductasa,

fueron Keith y col.(160) quienes establecieron la natura-
leza covalente de la fosforilación de la reductasa. Para

ello emplearon HMG-CoA reductasa fosforilada e inactiva-
da hasta un 45 % de la actividad inicial y purificada

parcialmente por el método de Rogers y col.(161), hasta

aquella etapa en que no había otras proteínas fosforila-
El peso molecular de su subunidad

fue de 55-58 Kd; observaron que la HMG-CoA reductasa
fosforilada en estas condiciones lo era exclusivamente

en residuos de serina, siendo la unión del fosfato a la

das contaminantes.
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proteína estable frente a la hidrólisis acida pero sensi-
ble a la hidrólisis alcalina. Cabe recordar que la fos-
forilación en residuos de serina es una característica

muy frecuente en las proteínas cuya actividad está regu-

lada por fosforilación y desfosforilación (6).

Trabajos realizados por Beg y col.(150) han pro-

porcionado evidencias directas de la fosforilación y des-
fosforilación "in vitro" de la HMG-CoA reductasa de higa-
do humano (53 Kd) purificada hasta homogeneidad (72), em-

pleando reductasa quinasa en citosol de hígado humano y

una fosforilasa fosfatasa de bajo peso molecular (140).
Simultáneamente la reductasa es inactivada hasta un 48 %

de su actividad inicial y reactivada hasta la actividad
de partida, a pesar de que todavía retiene ligado a su

molécula un 50 % del fosfato incorporado.

Los experimentos estudiados hasta este punto
aportan toda una serie de pruebas inequívocas suficien-
tes como para afirmar que la HMG-CoA reductasa es una

enzima interconvertible por fosforilación y desfosfori-
lación, en reacciones catalizadas por las correspondien-
tes quinasas y fosfatasas (esquema IV).
anterior, es preciso señalar que la fosforilación de la
reductasa, hasta ese momento, había sido puesta de mani-
fiesto empleando el fragmento proteolítico soluble, con

actividad catalítica.

No obstante lo

En este sentido se orientó el trabajo de Kenne-
11 y y col.(76), quienes reportaron la inactivación de la
reductasa solubilizada de microsomas con detergentes no

iónicos y parcialmente purificada,
talizada por una reductasa quinasa de citosol parcialmen-
te purificada, se producía más rápidamente y en mayor ex-

tensión al emplear reductasa solubilizada con detergentes,
en presencia de leupeptina, EGTA y PMSF, en lugar de re-

ductasa solubilizada proteolíticamente.

La inactivación, ca-

La reductasa era
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MODELO DE REGULACION DE LA HMG-CoA REDUCTASA

POR FOSFORILACION REVERSIBLE

ESQUEMA IV
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reactivada por incubación con una proteína fosfatasa de

bajo peso molecular,
forman acerca del peso molecular de la reductasa obteni-

En general su respuesta frente a la inactivación y

reactivación la asemeja más a la reductasa en microsomas,

que a la solubilizada por congelación y descongelación.

Lamentablemente los autores no in-

da.

Recientemente este tema ha sido abordado por

, Beg y col.(162), quienes han demostrado, empleando técni-
32P a lacas de "inmunoblotting", la incorporación de

molécula de HMG-CoA reductasa , solubilizada a partir de
microsomas en presencia de detergentes no iónicos e in-
hibidores de proteasas (100 Kd), por incubación con pro-

teína quinasa C parcialmente purificada a partir de ce-

rebro de rata (163).

dependiente del catión calcio y de los fosfol ípidos. La
máxima incorporación de fosfato conseguida es de 1 mol/

Simultáneamente la re-

ductasa en su forma nativa resulta inactivada.

La fosforilación es absolutamente

mol de subunidad de reductasa.

La pro-

teína quinasa C es capaz también de inactivar y fosfo-
rilar en iguales condiciones y de manera reversible, al
fragmento activo de la reductasa (53 Kd). La velocidad

de fosforilación de la reductasa se incrementa 3 veces

por la presencia de esteres de forbol (TPA) a concentra-
Así pues , la fosfori 1 a-

ción de la reductasa por la proteína quinasa C goza de
las mismas características que la fosforilación de otras

proteínas por dicha quinasa (164-166).

ciones subsaturantes de calcio.
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1 .6. CARACTERIZACION DE LA HMG-CoA REDUCTASA QUI NASA

1.6.1. DISTRIBUCION SUBCELULAR

La reductasa quinasa fue detectada inicialmente
en microsomas y en citosol de hígado de rata por Beg y

col . (125,126) quienes señalaron que la reductasa quinasa
microsomal podía ser completamente extraída por tres la-
vados sucesivos con solución amortiguadora neutra.

• tos resultados fueron confirmados por Nordstrom y col.
(136) y por Ingebritsen y co 1 . ( 1 39,167 ) , quienes a su vez

estudiaron la distribución subcelular de la(s) enzima(s)
con un cierto detalle, comparándola con la de la proteína

Es-

quinasa dependiente de AMPc, que es eminentemente citosó-
lica (168). Según estos autores la reductasa quinasa es

una enzima de origen citosólico y la actividad hallada
en microsomas se debe a uniones inespecíficas de la pro-

teína citosólica con la membrana microsomal. Esta con-

clusión se veía reforzada por el muy similar comporta-
miento cromatográfico de ambas enzimas en DEAE-ce1u1 osa

(169).

Resultados distintos fueron obtenidos por Bové
y Hegardt (138), quienes consiguieron inactivar reducía-
sa en microsomas lavados por dos veces consecutivas, has-
ta un 5 % de su actividad inicial, lo cual sugería la
existencia de una reductasa quinasa más fuertemente unida
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a la fracción microsomal.

En este mismo sentido se pronunciaron Beg y col.
(170) al reconocer la persistencia de una actividad reduc-
tasa quinasa en microsomas lavados repetidamente con solu-
ción amortiguadora neutra.

Realmente las evidencias experimentales presen-

. tadas hasta el momento son absolutamente insuficientes pa-

ra discernir claramente entre la existencia de una o va-

rias reductasa quinasas de origen común o diferente.

1.6.2. PURIFICACION Y PROPIEDADES

Son relativamente escasos los trabajos publica-
dos referentes a la purificación de las HMG-CoA reductasa

En este sentido, el primer intento de purifica-
ción fue desarrollado por Nordstrom y col.(136), quienes

purificaron parcialmente una fracción del citosol, por

precipitación con sulfato amónico y cromatografía en Se-

phadex G-200.
tivación de la reductasa, exhibía un peso molecular supe-

rior a 150 Kd, aunque no fue estimado con mayor precisión.
Los rendimientos de purificación fueron del 10 %, sugi-
riendo una considerable inestabilidad de la reductasa qui-
nasa.

quinasas.

El factor proteico responsable de la inac-

Ingebritsen y col.(167) purificaron parcialmen-
te reductasa quinasa de citosol, por medio de una croma-

tografía de intercambio iónico en DEAE-ce1u1 osa, obtenien-
do una preparación que no resultaba afectada por la pre-

incubación con elevadas concentraciones de AMPc o GMPc,

de la proteína quinasani por el inhibidor termoestable

dependiente de AMPc (171).

Kleinsek y col.(83) asignaron al inactivador
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citosól ico un peso molecular aparente de 230 Kd.

Harwood y col.(137) en un trabajo reciente, han
descrito un procedimiento de purificación de reductasa

quinasa de citosol, que rinde una preparación altamente
purificada, aunque no homogénea.

prende sucesivas cromatografías en DEAE-sephacel , Blue-

El método descrito com-

sepharose, Sephacryl S-300, DEAE-sephacel e hidroxilapa-
t i ta. Los autores llaman la atención sobre la elevada

inestabilidad de la enzima durante el proceso de purifi-
cación, a la temperatura de 4QC.
gelada en nitrógeno líquido permanece activa durante va-

La pérdida de actividad durante la purifi-
cación se acentúa considerablemente cuando en las solu-

Por el contrario, con-

rios meses.

ciones amortiguadoras se omiten el PMSF, el DTT el piro-
fosfato y el glicerol. Además, recomiendan completar el
proceso de purificación en el menor tiempo posible, omi-
tiendo allí donde se puede, el seguimiento de la activi-
dad enzimática en las diferentes etapas cromatográfi cas.

La preparación enzimática purificada es capaz

de inactivar HMG-CoA reductasa homogénea y soluble. Es-
te proceso es activado por ADP, posiblemente de forma

Análogos resultados demostrando la fosfori-alostérica.

lación de la reductasa no han sido presentados, habiéndo-
32 pse demostrado únicamente su capacidad para incorporar

a la albúmina bovina.

Mediante preparaciones de reductasa quinasa
menos purificadas han establecido que la para la re-

ductasa es de 0,885 unidades y que para el ATP es de 140

jjM. Por otro lado, la constante de activación para el
ADP es de 1,4 mM. La actividad reductasa quinasa no se

2 +
ni por Ca /calmodu1 i na, así como

2 +
ve afectada por Ca

tampoco por AMPc y GMPc.

Por lo que respecta a la enzima de origen mi-
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crosomal, Beg y col.(172) describieron un método de puri-
ficación basado en dos cromatografías sucesivas en DEAE-
celulosa, seguidas de cromatografías en fosfocelulosa, se-

alúmina Cy y finalmente iso-
La preparación obtenida era electroforé-

ticamente homogénea y exhibía un peso molecular aparente
de 380 Kd, con una subunidad única de peso molecular 58

Sorprendentemente los autores no mostraron fosfori-
lación de la reductasa por la enzima purificada,
tivación de reductasa por esta preparación no se estimula-
ba por AMPc, aunque sí se aumentaba la actividad de pre-

La reductasa quinasa parcialmen-
te purificada también podía fosforilar histona 2A y, en

menor medida, caseina, incrementándose su actividad por

la presencia de AMPc.
rilación de la histona 2A y la inactivación de la HMG-CoA
reductasa eran bloqueadas por el inhibidor de la proteí-
na quinasa dependiente de AMPc (171).

pharosa-6B, adsorción sobre
e1ectroenfoque.

Kd.

La inac-

paraciones menos puras.

Además, el incremento en la fosfo-

La reductasa quinasa homogénea mostró un punto
isoeléctrico de 5,6 y no presentaba autofosforilación,
aunque en un trabajo posterior los mismos autores soste-
nían la afirmación contraria (155).

Indirectamente los resultados sugerían la co-

existencia de más de una actividad reductasa quinasa en

microsomas, siendo una de ellas aparentemente estimulable
Por el momento no se han realizado más estu-por AMPc.

dios sobre este tema. Por otro lado, es de señalar la es-

casez de datos presentados, relativos al proceso de puri-
ficación de esta reductasa quinasa, puesto que se omite
toda referencia a perfiles cromatográfi eos y resultados
globales del método.

Este mismo grupo investigador (173) informó
posteriormente de la acusada labilidad de la reductasa
quinasa, coincidiendo en esta observación con otras pos-

teriores (137). Sin duda este ha sido uno de los facto-
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res determinantes que ha condicionado el desarrollo de un

mayor número de metodologías para la obtención de estas
enzimas en un razonable grado de pureza.

1.6.3. FOSFORILACION MULTIPLE DE LA HMG-CoA REDUCTASA

Una vez establecido el carácter fosforilable de

la reductasa, se hicieron algunos intentos para determi-
nar el número, la estructura y la función de sus centros
de fosforilación.

El primer trabajo realizado en este sentido fue
llevado a cabo por Font y col.(159) en nuestro laborato-
rio y en él se demostraba que la reductasa de hígado de
rata, fosforilada por las quinasas microsomales endógenas
(156) hasta un 16 % de su actividad inicial (0,3 moles de
32

P/mol de subunidad de reductasa), una vez purificada a

homogeneidad y sometida a digestión exhaustiva con trip-
sina (60 horas), presentaba dos fosfopéptidos de muy re-

ducido peso molecular,
metía a la acción del bromuro de cianógeno, se obtenía un

único fosfopéptido de 18 Kd de peso molecular, en el que

estaban contenidos ambos fosfopéptidos trípticos,
evidencias disponibles sugerían que la reductasa conte-
nía por lo menos dos centros de fosforilación estructu-
raímente distintos.

Cuando la misma reductasa se so-

Las

Estos resultados fueron confirmados posterior-
mente por Keith y col.(160) empleando reductasa fosfori-
lada, en esta ocasión en los propios microsomas y purifi-

La di-cada parcialmente (única proteína fosforilada).
gestión exhaustiva con tripsina (100-300 horas) y el aná-
lisis subsiguiente por cromatografía líquida de alta pre-

sión y por filtración en gel, reveló la existencia de dos
fosfopéptidos, presentes en una proporción aproximada de
2 a 1 . Ambos parecían estár constituidos por 20 o menos
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aminoácidos, siendo menos abundante el más pequeño de
De todo ello concluyeron que la reductasa conte-

nía por lo menos, dos centros de fosforilación estructu-
raímente distintos, confirmando resultados precedentes.

ellos.

Así pues, la reductasa debe ser incluida en el
grupo de proteínas reguladas por fosforilación en más de
un centro (11 ,174,175).
dos centros, a falta de evidencias concluyentes, se su-

En cuanto a la función de los

giere una posible diferencia (176), basándose en algunos
32pindicios relativos a que la liberación de un 50 % del

ligado a la reductasa, produce una reactivación total de
la enzima y que la liberación del
traduce en una posterior activación (150,177).
res (176) especulan sobre la posible función de uno de
los centros como modulador de la fosforilación del según-

do de ellos o bien como señal capaz de alterar la veloci-
dad de degradación proteolítica de la HMG-CoA reductasa
( 178,1 79) .

32 P restante, no se

Los auto-

Por el contrario, resultados obtenidos en núes-

tro laboratorio, demuestran claramente que la reactiva-
ción de la reductasa mediada por fosfatasas está acompa-

■^P ligado añada de la liberación de la totalidad del

su molécula (156,180,181).

Por todo lo anteriormente expuesto, parece que

la molécula de la HMG-CoA reductasa soluble presenta sola-
mente dos centros de fosforilación estructuralmente dis-

tintos, cuando resulta fosforilada por quinasa(s) presen-

te(s) en los microsomas. La incógnita referente a la po-

sible existencia de centros adicionales, cuya fosforila-
ción pudiera estar catalizada por la quinasa de citosol,
permanece aún sin resolver, no debiendo ser descartada,
ya que la molécula de reductasa contiene 70 residuos de
serina de los cuales, alrededor de la mitad se encuentran

ubicados en el fragmento soluble (49).



48

1.6.4. DEPENDENCIA DE NUCLEOTIDOS

En la actualidad parece estar bien establecido

que la reductasa quinasa tanto de microsomas como de ci-

tosol, es completamente independiente de nucleótidos cí-
clicos (136-138,167,172). Solamente el grupo de Beg y

co 1 . ( 1 25 ,1 70,172) ha sostenido la existencia de una se-

gunda reductasa quinasa dependiente de AMPc, presente en

los microsomas, que copurifica parcialmente con una re-

ductasa quinasa mayoritaria, independiente de AMPc. Por
otra parte, la reductasa no resulta inactivada por la
proteína quinasa dependiente de AMPc procedente de mús-
culo de conejo (tipo I) o de corazón de buey (tipo II)
(167,170).

La primera evidencia referente a los requeri-
mientos de nucleótidos no cíclicos, para la inactivación
de la reductasa en presencia de Mg-ATP, fue aportada por

Brown y col.(134), empleando reductasa quinasa de fibro-
blastos humanos y posteriormente, por Nordstrom y col.
(136), empleando reductasa quinasa de hígado de rata. Am-
bos grupos ensayaron la capacidad de los derivados mono,

di y trifosfori 1 ados de adenosina, guanosina, uridina,
citidina e inosina, para actuar como sustrato en la inac-

De los nucleósidos trifosfa-tivación de la reductasa.

to, solamente ATP, dATP y GTP permitían la inactivación
De to-de la reductasa, siendo el GTP el menos efectivo,

dos los demás nucleótidos probados, tan sólo el ADP mos-

tró capacidad para inactivar a la reductasa ; este hecho
tan sorprendente podía explicarse por una rápida trans-
formación del ADP en ATP, por acción de la adenilato

Esta suposiciónquinasa existente en los microsomas.
se confirmó al comprobar que no se producía inactivación
de la reductasa en presencia de un sistema regenerador
de ADP (134), así como añadiendo AMP al medio de reac-

ción (182). La inactivación tampoco era factible en pre-

sencia de ATP y un sistema regenerador de ATP (134).
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Estos estudios indicaban que la reductasa qui-
nasa precisaba simultáneamente del ADP y del ATP para ac-

A análoga conclusión llegaron Nordstrom y col.(136),
al comprobar que la inactivación óptima de la reductasa
se conseguía con una relación equimolar de ADPyATP.
bos grupos sugirieron la posibilidad, no demostrada, de

que el ADP actuase como activador alostérico.

tuar.

Am-

La presen-

cia de ADP, con iguales requerimientos, también era ne-

. cesaría para la inactivación de la reductasa solubiliza-
da (136).

Resultados más claros respecto al papel del
ADP en la inactivación de la reductasa, fueron aportados
varios años después (137), empleando reductasa quinasa
de citosol purificada y HMG-CoA reductasa homogénea,
nuevo se demostró la necesidad de la presencia simultá-
nea de ADP y ATP en la inactivación, puesto que con ATP
sólo la actividad reductasa quinasa era nula o muy baja.
El ADP podía ser reemplazado por otros nucleósidos di-
fosfato tales como, «,/5-meti len ADP, CDP, dADP y UDP,

aunque con eficiencias progresivamente menores según el
orden de listado, mientras que el GDP era absolutamente
incapaz de sustituirlo.
el ADP interaccionaba directamente con la enzima puesto

su adición,una vez finalizada la reacción de inac-
tivación de la reductasa, no producía efecto alguno so-

bre é11 a; además, la reductasa quinasa también necesi-
taba ADP para fosforilar a la albúmina y la especifici-
dad de la reductasa quinasa hacia los distintos núcleo-
sidos difosfato era la misma, considerando la inactiva-

ción de la reductasa y la fosforilación de la albúmina.

De

Los autores establecieron que

que

Estos hechos, unidos a que el ADP por sí sólo
no permitía la inactivación de la reductasa y que el
a,/3-metilen ADP (análogo incapaz de ceder grupos fosfa-
to) podía sustituir al ADP como activador, les llevaron
a concluir que el nucleósido difosfato actuaba por inte-
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racción directa con la reductasa quinasa y además, en un

lugar distinto al de unión de los nucleósidos trifosfato,
puesto que de ser el mismo, cabría esperar un efecto in-

La hipótesis de la interac-
ción alostérica venía reforzada por la distinta especifi-
cidad de reconocimiento de los nucleósidos difosfato ac-

tivadores, con respecto a los nucleósidos trifosfato que

El GDP no puede sustituir al ADP,
mientras que el GTP sí puede sustituir al ATP y por otro
lado, el CTP no puede reemplazar al ATP pero el CDP si

puede hacerlo con el ADP.

hibitorio más que activador.

actuaban como sustrato.

Atendiendo a que la constante de activación del
ADP (1,4 mM) está por encima de las concentraciones fisio-
lógicas del nucleótido en hepatocitos (alrededor de 0,8
mM) (183), cabría pensar en un posible mecanismo de regu-

lación de la actividad reductasa quinasa por pequeñas va-

riaciones en los niveles fisiológicos de ADP (137).

El requerimiento de ADP en la inactivación fue
puesto también de manifiesto, cuando la reductasa emplea-
da como sustrato era obtenida por solubi1ización con de-

tergentes no iónicos, en presencia de inhibidores de pro-

teasas y EGTA, y por lo tanto se hallaba en su presunta
forma nativa (76)< Esta observación apoyaba la hipóte-
sis de que la interacción del ADP era con la reductasa
quinasa y no con su sustrato proteico, puesto que ambas
formas de la reductasa requerían de su presencia para la
inactivación.

Hunter y col.(148) en un estudio comparativo
del mecanismo de modulación reversible de la actividad

HMG-CoA reductasa hepática, empleando microsomas de di-
ferentes especies de vertebrados, no señalan tal reque-

rimiento en la inactivación por las respectivas reducta-
sa quinasas microsomales.

Si bien el requerimiento de nucleósidos difos-
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fato parece establecido claramente para la reductasa qui-
nasa de citosol, no puede decirse lo mismo para la quina-
sa de microsomas, puesto que ninguna de las preparaciones
obtenidas, total o parcialmente puras, parece mostrar es-

ta dependencia (167,172).

En cuanto a los nucleósidos monofosfato, la po-

sible acción del AMP sobre la velocidad de síntesis de

esteróles y la actividad reductasa, en homogenados hepá-
ticos, fue estudiada sin que se observase efecto alguno
(125). Estudios posteriores no contemplaron siquiera la

posibilidad de que el mencionado nucleótido pudiese cum-

plir funciones activadoras de la reductasa quinasa (134,
136,137).

1 .6.5. REGULACION DE LA HMG-CoA REDUCTASA QUINASA POR
FOSFORILACION Y DESFOSFORILACION

Los primeros indicios, no relacionados en su

momento con el aludido mecanismo de regulación, provinie-
ron de las observaciones realizadas por Brown y col.(134)
y Nordstrom y col.(136), de que la preincubación de los
microsomas a 37QC durante dos horas, les hacía incapaces
de inactivar a la reductasa con Mg-ATP. Ingebritsen y

col.(139) observaron que este fenómeno se producía más
rápidamente sustituyendo el fosfato de la solución amor-

tiguadora por imidazol y que era inhibido completamente
Por todo ello, asociaron la pérdida depor NaF 50 mM.

la capacidad inactivadora de reductasa de los microsomas
a una inactivación de la reductasa quinasa, mediada por

En este sentido hay que recordar

que el fosfato y el fluoruro son potentes inhibidores de
proteína fosfatasas.

una proteína fosfatasa.

Idénticos resultados obtuvieron al tratar un

extracto soluble de microsomas concentrado, a 37QC, en
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presencia y ausencia de NaF.
taba inactivada en ausencia de fluoruro, en función del

tiempo de incubación.

La reductasa quinasa resul-

Esta idea fue confirmada al compro-

bar que la velocidad de inactivación de la reductasa qui-
nasa soluble aumentaba notablemente en presencia de fos-
forilasa fosfatasa de hígado de rata, parcialmente puri-
ficada. Además, cuando un extracto soluble de microsomas,

que contenía reductasa quinasa inactiva (2 horas de incu-
bación previa), se incubaba en presencia de Mg-ATP, la ac-

tividad quinasa se recuperaba.
mulado por AMPc y resultaba inhibido por una concentra-
ción elevada de sal (NaCl 250 mM).

Este proceso no era esti-

Los datos experimentales inducían a pensar que

la reductasa quinasa de microsomas era también una enzi-
ma interconvertible por fosforilación y desfosforilación,
mediada por una proteína quinasa y una proteína fosfatasa,
presentes ambas en microsomas.

La reductasa quinasa de citosol también era

inactivada por una proteína fosfatasa endógena, incluso
más rápidamente,
ceso.

ductasa quinasa quinasa de microsomas (167).
que la elevada fuerza iónica inhibiese a la llamada desde
ese momento, reductasa quinasa quinasa, pero no a la re-

ductasa quinasa, conducía a pensar que la activación de
la reductasa quinasa no se debía a un proceso de autoca-
tá1 isis .

El fluoruro bloqueaba también este pro-

A su vez podía ser reactivada por adición de re-

El hecho de

Los mismos autores (167) demostraron que la re-

ductasa quinasa quinasa se hallaba presente en más de un

80 % en el citosol de hígado de rata, al igual que la re-

ductasa quinasa.

cromatografía de intercambio iónico en DEAE-celulosa del
citosol y comprobaron que la reductasa quinasa quinasa
era distinta a la proteína quinasa dependiente de AMPc,

Consiguieron separar ambas enzimas por
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puesto que no resultaba activada por AMPc ni afectada por

el inhibidor termoestable de la mencionada proteína qui-
nasa.

Los resultados aportados por el grupo de Inge-
britsen les permitieron proponer un mecanismo de regula-
ción de la HMG-CoA reductasa, de tipo bicíclico, como el
mostrado en el esquema V (184).
tasa como la HMG-CoA reductasa quinasa son interconverti-
bles por fosforilación y desfosforilación, siendo la re-

ductasa activa cuando está desfosfori 1ada, al contrario

de la reductasa quinasa, que es activa cuando está fos-
Se propuso a la proteína fosfatasa C de bajo

peso molecular (35 Kd) como responsable de la desfosfori-
lación de ambas enzimas "in vitro". La fosforilación de

la reductasa y la reductasa quinasa se lleva a cabo por

la reductasa quinasa y la reductasa quinasa quinasa,

respectivamente, en presencia de Mg-ATP (167).

Tanto la HMG-CoA reduc-

fori 1ada.

Recientemente (185,186) se ha informado que las
fosfatasas -1, -2A y -2C de hígado de rata desfosfori 1an
tanto a la HMG-CoA reductasa como a la reductasa quinasa.
Los autores confieren una especial importancia a las fos-
fatasas -1 y -2C por ser abundantes en hígado y porque un

20 % de la fosfatasa-1 se halla unida a la fracción mi-

crosoma1 (186).

La existencia del sistema bicíclico propuesto,
así como la demostración de la fosforilación de la re-

ductasa quinasa, fueron confirmadas por Beg y col.(172)
empleando para ello reductasa quinasa quinasa de citosol
de hígado de rata, purificada parcialmente por cromato-
grafía de intercambio iónico en fosfoce 1 u 1 osa .

podía catalizar la fosforilación de la caseína y en me-

ñor medida de la fosvitina, mientras que su actividad so-

bre la histona 2A era muy baja,

pendiente de AMPc.

La enzima

La actividad era inde-

La HMG-CoA reductasa no resultaba
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ESQUEMA V MODELO DE REGULACION DE LA HMG-CoA REDUCTASA

Y DE LA HMG-CoA REDUCTASA QUI NASA A TRAVES
DE FOSFORILACION REVERSIBLE
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inactivada por la reductasa quinasa quinasa.

La incubación de reductasa quinasa de microso-
mas solubilizada e inactiva, con reductasa quinasa par-

cialmente purificada.se tradujo en una progresiva incor-
32

poración de
de la reductasa quinasa.

P a la proteína, asociada a la activación
La reductasa quinasa fosforila-

da y parcialmente activa fue seguidamente inactivada y la
proteína desfosfori 1ada, en presencia de proteína fosfa-
tasa-1 de citosol de hígado de rata (140).
cer definitivamente la fosforilación y desfosforilación
de la reductasa quinasa, esta enzima homogénea (172) fue

o O

incubada con reductasa quinasa quinasa y [v- ¿P]ATP.
fosforilación de la reductasa quinasa se detectó por aná-
lisis e1ectroforético de la mezcla, comprobándose que el
32

P comigraba mayor i tari amente con la actividad reducta-
sa quinasa.

Para estable-

La

Empleando análoga metodología se demostró
la desfosforilación de la enzima en un 70 %.

Los mismos autores proporcionaron evidencias
de que la reductasa quinasa de microsomas y de citosol
de hígado humano, también puede existir en formas acti-

Por ello,

proponen la existencia en hígado humano de un sistema bi-
cíclico de regulación de la actividad HMG-CoA reductasa,
análogo al descrito previamente en hígado de rata (150).

vas e inactivas, interconvertibles entre sí.

Muy recientemente, Beg y col.(187) han demos-
trado que la reductasa quinasa de extractos de fibroblas-
tos humanos puede ser activada e inactivada por reductasa
quinasa quinasa (172) y proteína fosfatasa-1 (140) de hí-
gado de rata, respectivamente,
fiesto la existencia de reductasa quinasa quinasa en ex-

tractos de fibroblastos humanos, capaz de activar a re-

ductasa quinasa de citosol de hígado de rata,
mos resultados fueron obtenidos empleando fibroblastos
de individuos afectos de hipercolesterolemia familiar,

Asimismo, ponen de mani-

Los mis-
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proponiendo la existencia en ambos casos del sistema re-

guiador bicíclico, descrito inicialmente en hígado de ra-
ta (172,184).
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1.7. CARACTERIZACION DE LA HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA

Después de las observaciones iniciales de Berndt

y col.(132) sobre el sistema activador de la reductasa,

Nordstrom y col.(136) fueron los primeros en purificar
parcialmente, a partir de citosol de hígado de rata, una

forma molecular de 30 Kd del activador de la reductasa en

microsomas. La activación era bloqueada por NaF 50 mM,
siendo la concentración media inhibitoria de 5 mM.

Ingebritsen y col.( 139) comprobaron que la fos-
forilasa fosfatasa hepática de bajo peso molecular (35 Kd)
(140), podía activar a la reductasa e inactivar a la re-

El uso de inhibidores específicos de

proteína fosfatasas confirmó las sospechas de que el sis-
tema activador de la reductasa era una proteína fosfata-

Así, se observó como el NaF inhibía la actividad fos-

forilasa fosfatasa, reductasa fosfatasa y reductasa qui-
nasa fosfatasa.

ductasa quinasa.

sa.

Por otra parte, habían sido aisladas dos pro-

teínas termoestables, que eran inhibidores de la fosfo-
rilasa fosfatasa, a partir de músculo (171,188) y de hí-
gado de conejo (189-191), denominadas inhibidor-1 e in-
hibidor-2. Ingebritsen (192) purificó el inhibidor-2
según el método de Khandelwal y col.(191) y apreció su

actuación tanto sobre la fosforilasa fosfatasa, como so-
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bre la reductasa fosfatasa. Sitges y col.(193) observa-
ron que el inhibidor-2 purificado de hígado de rata, in-
hibía también la actividad reductasa fosfatasa.

Posteriormente Phillip y Shapiro (194) comunica-
ron que la reductasa inactiva podía ser activada por una

fosfatasa ácida de patata, mientras Brown y col.(80) in-
formaron de la misma capacidad para una fosfatasa alcali-
na de E.co1 i.

La activación de la reductasa era fuertemente

inhibida por los sustratos de la reacción de la HMG-CoA
reductasa, el HMG-CoA y el NADPH. Saucier y Kandustch (195)
describieron que la activación de la reductasa por un ac-

tivador endógeno, tanto en células L, como en cerebro fe-
tal, era inhibida por HMG-CoA, siendo la concentración que

producía un 50 % de inhibición la de 5-10 jjM.
ma A también inhibía la activación, aunque en menor pro-

porción y el ácido hidroximetilglutárico
concentración de 80 jjM.
ción de HMG-CoA en hígado de rata se encuentra establecí-
da alrededor de 30 pM (196) y dependiendo de la distribu-
ción del HMG-CoA entre el citosol y las mitocondrias, di-
cho compuesto podría ejercer una función reguladora del
estado de activación de la reductasa.

El coenzi-

inhibía a una

Considerando que la concentra-

El posible papel desempeñado por el NADPH está
algo más en entredicho puesto que, mientras algunos auto-
res afirmaban que a una concentración de 20 mM
como potente inhibidor de la activación de la reductasa

actuaba

(195), otros autores observaron que a una concentración
2 mM no inhibía (197). Dado que la concentración ñor-

mal de NADPH en hígado de rata es inferior a 1 mM (198),
el autor descartó la capacidad del nucleótido como regu-

lador de la activación de la reductasa.

A pesar de la importancia de los anteriores
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trabajos, por ser los primeros en estudiar el tema, hay
que señalar que en ninguno de ellos se comprobó que las
preparaciones estudiadas fuesen realmente HMG-CoA reduc-
tasa fosfatasas, con capacidad para desfosfori 1ar a la

Los primeros autores que desarrolla-
ron un estudio sistemático de las HMG-CoA reductasa fos-

fatasas y comprobaron que dichas proteínas realmente des-
fosforilaban a la reductasa, fueron Gil y col.(157).
tiendo de citosol de hígado de rata consiguieron aislar
dos reductasa fosfatasas de elevado peso molecular que,

por tratamiento con etanol, se disociaban en otras dos
fosfatasas de bajo peso molecular (35 Kd).
de HMG-CoA reductasa inactiva, marcada con

da una de las cuatro fosfatasas, producía un incremento
de la actividad reductasa asociado a una liberación del
32

P de la proteína.

HMG-CoA reductasa.

Par-

La incubación

32p, con ca-

Posteriormente, estos autores (199-201) obser-
varón que el efecto inhibitorio del fosfato y del piro-
fosfato sobre las cuatro fosfatasas, podía ser revertí-
do por cationes divalentes. Estos resultados les lleva-
ron a proponer que las reductasa fosfatasas eran metalo-
enzimas (199). Asimismo, el HMG-CoA, el CoA y el NADPH,
mostraron ser inhibidores de la actividad reductasa fos-

fatasa (200), de acuerdo con los resultados obtenidos

previamente por otros autores (195,197), operando con

preparaciones crudas. La incubación de las cuatro re-

ductasa fosfatasas con toda una serie de ácidos policar-
boxílicos (201) inactivaba a las cuatro fosfatasas, de-

pendiendo de la concentración de ácido empleada. Con
posterioridad, Brown y Rodwell (177) confirmaron el tra-

bajo de Gil y col. (201), al aislar dos reductasa fosfa-
tasas de elevado peso molecular, a partir del citosol de
hígado de rata.

Ingebritsen y col.(185) han reportado que las
fosfatasas denominadas -1, -2A y -2C de hígado de rata,
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presentan actividad reductasa fosfatasa, siendo la -2C la
Además, observaron que

la fosfatasa -2C era la más abundante en el hígado, sugi-

más activa sobre este sustrato.

riendo para ella un papel importante en la regulación de
la HMG-CoA reductasa (186). Sin embargo, no descartan
la posible intervención de la fosfatasa-1, dado que un 20%
de su actividad se encuentra unida a los microsomas (186).
No obstante, los autores emplearon como sustrato HMG-CoA
reductasa en microsomas, por lo que no se pueden desear-
tar posibles interferencias causadas por las fosfatasas
microsomales (181).

Recientemente, Calvet y col. (202) en nuestro
laboratorio, han purificado de citosol de hígado de rata
cuatro proteína fosfatasas de alto peso molecular o nati-
vas, denominadas I 13a y 11a, que muestran acti-
vidad sobre la HMG-CoA reductasa, la glucógeno sintasa y

1a 2a’

la glucógeno fosforilasa, si bien con diferentes activi-
dades específicas frente a cada uno de los tres sustra-
tos. Estas cuatro preparaciones, por tratamiento con

etanol a la temperatura ambiente, se transforman en cua-

tro formas de bajo peso molecular, denominadas I ^, I
13b y 11^, respectivamente. Las ocho preparaciones son
capaces de desfosfori 1ar a los tres sustratos marcados

o o

P (180,202), demostrando inequívocamente su carác-
ter de proteína fosfatasas. Atendiendo a toda una serie
de propiedades significativas, los autores identifican
las reductasa fosfatasas 13a y IIa con las proteína fos-
fatasas -2A1 y -2A2 de Ingebritsen y col.(185) y a la
fosfatasa I con la -2C, mientras que la fosfatasa I2a,
que por otra parte presenta una escasa actividad de re-

ductasa fosfatasa, sugieren que podría identificarse con

la fosfatasa-1 de Ingebritsen y col.(185).

2b’

con

La mayoría de los estudios realizados acerca

de las reductasa fosfatasas utilizan como fuente enzimá-

tica la fracción citosólica y pocas son las comunicacio-
nes referentes a las reductasa fosfatasas de microsomas.
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Berndt y col.(132) habían comunicado la activación de la
reductasa en microsomas en presencia de EDTA, MgClg y
Na2S03, posiblemente por estimulación de fosfatasas de mi-
crosomas.

ron la existencia de una actividad reductasa fosfatase de

microsomas, capaz de activar a la reductasa, también de

microsomas, en una reacción que podía ser bloqueada por

el NaF y los fosfatos.

Posteriormente, Feingold y col.(203) descubrie-

Recientemente, Sitges y col.(181) informaron por

vez primera del aislamiento y purificación parcial de tres
reductasa fosfatasas de alto peso molecular, a partir de
microsomas de hígado de rata. Las tres fosfatasas eran

inhibidas por KF, pirofosfato y fosfato y eran capaces de
32

P a partir de una reductasa homogénea marcada
reactivándola simultáneamente. Los investiga-

dores consideraban poco probable que alguna de sus fosfa-
tasas fuese la -2C identificada por Ingebritsen y col.,
puesto que ésta se hallaba tan sólo en un 2 % en los mi-
crosomas.

liberar

32p,con



62

1.8. REGULACION DEL SISTEMA BICICLICO

Una vez establecida la existencia de un sistema

bicíclico, en el que participan una serie de enzimas cu-

yas actividades relativas son las responsables del estado
de actividad de la HMG-CoA reductasa, se plantea la nece-

sidad de conocer con exactitud cuales son los mecanismos

de regulación de estas enzimas y a través de qué señales
metabólicas responden a las distintas necesidades célula-

Puesto que la modulación del estado de actividad de
una enzima a través de sistemas en cascada, está caracte-

rizada por una extraordinaria capacidad de amplificación
de las señales metabólicas, derivadas de pequeñas varia-
ciones de los diversos efectores, los primeros candidatos
a la regulación de este sistema, son las hormonas,
otra parte, varios grupos han sugerido que el colesterol
y sus derivados ejercen un efecto regulador a corto pía-
zo sobre la HMG-CoA reductasa, a través de mecanismos

distintos a los descritos previamente en el apartado 1.4.1.

res.

Por

1.8.1. REGULACION POR HORMONAS

Ingebritsen y col.(204) observaron, trabajando
con hepatocitos aislados de rata, que el tratamiento con

glucagón (10 nM) provocaba una acusada disminución de la
actividad específica de la reductasa, en los primeros 30
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minutos de incubación. Posteriormente, se observaba un

efecto adicional a largo plazo (150 minutos) sobre la ac-

tividad reductasa total susceptible de expresarse o, lo
que es lo mismo, sobre la cantidad de proteína reductasa.
La insulina (85 nM) ejercía el efecto contrario, incre-
mentando la forma activa.de la reductasa.

la forma activa de la reductasa quinasa de citosol
ba en forma opuesta, en respuesta a las mismas hormonas,
en buena correlación con los cambios observados en la ac-

Por otra parte,
varia-

tividad reductasa. Es decir, el glucagón estimulaba la
expresión de la actividad reductasa quinasa y la insulina
la deprimía.

Estudios posteriores, también en hepatocitos,

empleando concentraciones fisiológicas de ambas hormonas,
evidenciaban cambios en el estado de activación de la re-

ductasa, en el mismo sentido, incluso en menos de 15 mi-

ñutos (205-207).
vidad de la reductasa se traducían en cambios en la velo-

cidadd de síntesis de esteróles.

En todos los casos los cambios de acti-

Estos resultados han sido confirmados por Hennen-

berg y Rodwell (208), al observar en hepatocitos aislados
de rata, análogos efectos de insulina y glucagón sobre el
estado de activación de la reductasa.

hepatocitos de AMPc o GMPc también se traducía en una dis-
minución de la forma activa de la reductasa.

observados lo fueron al cabo de 10-15 minutos de adición

del efector y se mantuvieron por lo menos durante 60 minu-
Esta es la primera información habida concerniente

al efecto del GMPc sobre el estado de activación de la re-

ductasa y la velocidad de síntesis de esteróles,
cordar que a este nucleótido cíclico se le presume una

función de segundo mensajero, implicado en la regulación
de la biosíntesis de lípidos (209) en el tejido adiposo,
posiblemente en repuesta a la insulina (210).

La adición a los

Los efectos

tos.

Cabe re-

Beg y col.(155) profundizaron en el estudio del
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mecanismo de acción del glucagón "in vivo", empleando ra-

tas que fueron inyectadas con [ ¿P]ortofosfato y glucagón.
La reductasa fue purificada parcialmente a partir de los
microsomas e inmunoprecipitada o bien, purificada hasta

homogeneidad sin que durante el proceso se observasen va-

riaciones en la relación de actividades específicas
tre las ratas control y las tratadas con la hormona.
administración de glucagóan causaba una disminución de la
actividad reductasa de un 35 %, asociada a una incorpora-

32
P dos veces mayor en las ratas tratadas con la

hormona que en las ratas control,
del hígado experimentaba un incremento de 10-12 veces. Los
resultados fueron completados demostrando que el trata-
miento anterior multiplicaba por dos la actividad reduc-
tasa quinasa de los microsomas, parcialmente purificada.
Este incremento, a su vez, era debido a un aumento de la

forma activa (fosforilada) de la reductasa quinasa.
resultados tenían la importancia de demostrar "in vivo"
que la reductasa estaba fosforilada pero que además, el
estado de fosforilación se modificaba en el sentido pre-

visto, en respuesta a efectores hormonales.

en-

La

ción de

El contenido de AMPc

Estos

En cuanto al efecto de la insulina sobre el es-

tado de activación de la reductasa, son bastante escasos

los trabajos publicados. Las observaciones precedentes
(204-208) contrastan con las realizadas por Brown y col.
(80) y por Dugan y col.(211), quienes comunicaron que la
fracción de actividad reductasa permanecía prácticamente
invariable durante el día, siendo las variaciones cícli-

cas de la actividad debidas únicamente a cambios en la

cantidad total de enzima (82,84-86). Goodman y col.(212)
afirmaron que la fracción activa de la reductasa era la
misma en ratas normales y diabéticas e incluso Young y

col.(213) sugirieron un incremento de esta fracción en

animales diabéticos.

Por el contrario, los efectos de la insulina
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sobre la fracción activa de la reductasa han sido observa-

dos por Easom y Zammit (214), al detectar rápidas activa-
ciones de la reductasa sin variación paralela de la acti-
vida'd total de la enzima, en respuesta a la administración
intravenosa de insulina a ratas diabéticas. Un efecto

idéntico fue observado después de tratamientos hormonales
más prolongados, por vía intraperitoneal; tan sólo al ca-

bo de 2-3 horas se apreció un aumento de 5-6 veces en la
actividad total de la reductasa. Los mismos autores, en

base a estas y otras observaciones, asignan a la insulina
la responsabilidad del mantenimiento de los dos ciclos
rítmicos que sostienen el ritmo circadiano de la activi-
dad reductasa, afectando tanto a la síntesis como a la

fosforilación de la enzima (91).

Los resultados presentados por estos autores
son especialmente interesantes por la técnica empleada en

la toma de muestras, a la que definen como "coid clamping"
(pinzamiento frío). Ellos afirman que es especialmente
adecuada para el estudio de cambios en las actividades ba-
sal y total de enzimas cuya actividad no puede medirse en

homogenados de tejidos, por las interferencias de otras
enzimas liberadas al fracturarse distintos orgánulos (HMG-
CoA liasa mitocondrial) (215), puesto que con la menciona-
da técnica esto se evita.

Los resultados anteriores, interpretados de
acuerdo con el sistema bicíclico descrito, indican que el
glucagón estimula la fosforilación de la reductasa y de
la reductasa quinasa, mientras que la insulina activa la

Así pues, hay eviden-
cias experimentales del funcionamiento del sistema bicí-
clico de regulación y de su respuesta a las señales endo-

Por tanto la HMG-CoA reductasa y la HMG-CoA re-

ductasa quinasa se incorporan a la lista de enzimas cuya

actividad cambia rápidamente, en respuesta a la insulina
Entre ellas cabe citar a la glucógeno sin-

tas a ,g1ucógeno fosforilasa, fosforilasa quinasa, fosfo-

desfosforilación de ambas enzimas.

crinas.

y al glucagón.
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fructoqui nasa, fructosa-1,6-bisfosfatasa, piruvato quina-
sa, piruvato deshidrogenasa y acetil-CoA carboxilasa (216).

En cuanto al mecanismo de acción, representado
en el esquema V, está aceptado que el glucagón actúa a

través del AMPc (11,217). Puesto que la reductasa quina-
sa ha sido descrita como una enzima independiente de AMPc
(136-138,167,172), salvo contadas excepciones (137,172),
hay que pensar en las proteína fosfatasas como blanco de
su acción.

Una primera hipótesis surge del hecho de que tan-
to la reductasa como la reductasa quinasa son desfosfori 1 a-

bles por una misma proteína fosfatasa de 35 Kd (139,218),
identificada como la proteína fosfatasa-1 (219) o proteí-
na fosfatasa C (220) . La forma nativa de alto peso mole-
cular presenta la misma especificidad de sustrato para am-

bas enzimas; por lo tanto, la inhibición de dicha fosfata-
sa produciría una respuesta coordinada de activación de la
reductasa quinasa e inactivación de la reductasa, que am-

plificaría la señal biológica (12).

Esta inhibición de 1 afosfatasa podrí a ser inicia-
da por el AMPc, en respuesta al glucagón, a través de la
fosforilación del inhibidor-1 (171,188,189,221) por la
proteína quinasa dependiente de AMPc.
vez fosforilado, inhibe a la fosfatasa-1.

El inhibidor, una

Esta hipótesis
concuerda con la observación de que su estado de fosfori-
lación en músculo de conejo, se aumenta por el tratamien-
to con epinefrina (222,223) y disminuye tras el tratamien-
to con insul ina (224). El principal punto de duda ante es-

ta hipótesis proviene de que hasta el momento, no ha podi-
do ser demostrada la existencia de inhibidor-1 en hígado
de rata, aunque sí lo ha sido en hígado de perro (190).

El modo de acción de la insulina sobre el sis-

tema bicíclico es todavía desconocido, aunque se sugiere
una posible acción a través también de la proteína fosfa-
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La insulina actuaría activándola a través de sus

supuestos efectos sobre la glucógeno sintasa quinasa-3 y

el inhibidor-1 (15,224), si los efectos de la hormona en

el hígado fuesen similares a los descritos en el tejido
adiposo (225). Cohén y col. especulan con la posibilidad
de que la insulina regule a la 6SK-3, así como a la pro-

teína fosfatasa-1 (226).

tasa- 1 .

La regulación de la actividad fosfatasa implica-
da en este sistema bicíclico podría producirse pues, a

través del inhibidor-2, aislado por distintos autores (189,
190,227). Se ha demostrado que este inhibidor bloquea la
actividad reductasa fosfatasa de la preparación obte-
nida en nuestro laboratorio (202) e identificada con la

fosfatasa-1 ,a la que Ingebritsen y col. asignan también
actividad de reductasa quinasa fosfatasa (185). El inhi-
bidor-2 puede formar un complejo inactivo con la fosfata-
sa-1. Cuando este inhibidor resulta fosforilado por la GSK-
3, se separa de la fosfatasa permitiéndole expresar su ac-

tividad (228). Debemos recordar que Khandelwal y col.(229)
encontraron que el nivel de actividad del inhibidor en hí-
do de rata aumentaba por la diabetes, mientras que la in-
sulina restablecía sus valores normales.

Aunque los mecanismos descritos no están demos-
trados, las evidencias existentes apuntan a que el papel
desempeñado por las proteína fosfatasas en la regulación
del sistema bicíclico descrito es importante.

Recientemente, Beg y col.(162) han propuesto

que la actividad enzimática de la reductasa puede estar

regulada por dos sistemas de quinasas (esquema VI). El
primero comprende a las quinasas que integran el sistema
bicíclico en cascada y el segundo está constituido por

la proteína quinasa C, capaz también de fosforilar a la
reductasa. Este hecho permite presagiar la influencia de
toda una serie de sustancias biológicamente activas, ta-
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MODELO DE REGULACION DE LA HMG-CoA REDUCTASA

POR DOS SISTEMAS DE QUINASAS

ESQUEMA VI
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les como hormonas, neurotransmisores, factores de creci-

miento, etc, sobre la velocidad de síntesis de esteróles,

a través de la degradación del fosfatidi1inositol y la si-
multánea movilización del calcio. Lo anterior unido al

incremento de la fosforilación de la reductasa en presen-

cia de esteres de forbol, sugiere que la fosforilación de
la reductasa por la proteína quinasa C podría ser un meca-

nismo de regulación adicional de considerable importancia.

Asimismo, muchos de los receptores celulares cu-

yo estímulo induce la degradación del fosfatidi 1 i nos ito1

y la movilización de calcio, provocan una activación de la
guanilato ciclasa, elevando los niveles intrace1u1 ares de
GMPc (230,231). En base a observaciones previas (208),
diversos efectores (hormonas, neurotransmisores, factores

de crecimiento, etc.) podrían regular la biosíntesis de
esteróles, estimulando la fosforilación de la reductasa.

1.8.2. REGULACION POR ESTEROLES Y MEVAL0NAT0

Desde hace tiempo se conoce que el colesterol
y sus derivados oxigenados, así como el mevalonato o sus

derivados, ejercen un control negativo sobre la reductasa
a través de cambios en su cantidad (22,51,92,93).
discutir la existencia de este mecanismo regulador de la
actividad reductasa a largo plazo, son varios los grupos

de investigación que abogan por la existencia de un efec-
to regulador de estos compuestos a más corto plazo, por

modificación del estado de fosforilación de la reductasa.

Sin

Edwards y col.(90) observaron en hepatocitos ais-
lados de rata, ambos efectos producidos por la incubación
con suero de rata durante 3 horas, como fuente de coleste-

La adición de mevalonato se traducía en una disminu-

ción de la actividad específica de la reductasa hasta un

29 % de la actividad inicial, junto con una disminución

ro 1 .
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de la proteína enzimática total,
obtenidos por comparación de los puntos de equivalencia
al inmunoprecipitar la reductasa con anticuerpos especí-

Los mismos autores (232) habían demostrado ante-

riormente, que la actividad reductasa disminuía en un 85%
al cabo de 45 minutos de la administración de mevalonolac-

tona por vía intragástrica a ratas,
tenidos a tiempos de acción cortos, fueron confirmados me-

diante inyección de mevalonato a ratones, sugiriéndose
que el efecto era debido principalmente a un derivado del
mevalonato, distinto del colesterol (233).

Los resultados fueron

f i eos.

Estos resultados, ob-

Erickson y col.(234) observaron que la adminis-
tración i ntragástrica de mevalonato a ratas, producía una

rápida caída de la actividad reductasa en menos de 15 mi-
ñutos. La actividad podía recuperarse en presencia de
fosfatasa parcialmente purificada de citosol. Todo ello

apuntaba a una inactivación de tipo reversible, consisten-
te con el hallazgo de que la actividadfosfatasa del cito-
sol se reducía hasta un 36 % de la actividad inicial. De

estas observaciones concluyeron que la rápida y reversi-
ble inactivación de la reductasa en respuesta al mevalo-
nato, era debida en parte a la inhibición de la actividad
fosfatasa, que actuaba directamente sobre la reductasa y

la reductasa quinasa. Observaron también una segunda fa-
se en la inactivación, al cabo de una hora del tratamien¬

to con mevalonato, que no era reversible por tratamiento
Por ello se atribuyó a unacon una proteína fosfatasa.

variación de la cantidad total de la enzima, debida a la

represión de su síntesis o al aumento de su degradación.

Por el contrario, la perfusión de 25-h idroxico-
lesterol en hígado de rata aislado, causó una rápida e

irreversible inactivación de la reductasa, sin que se ob-
servasen variaciones en la actividad fosfatasa del cito-

sol.

Arebalo y co1 .(235,236) observaron el mismo ti-
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pode inactivación bifásica de la reductasa, tras la admi-
nistración intragástrica de mevalonato.
res obtuvieron resultados similares en ratas alimentadas

con una dieta suplementada con un 2% de colesterol, en do-
sis única y por tiempo limitado (236,237).
reductasa era inactivada reversiblemente durante los 60

Los mismos auto-

La actividad

primeros minutos de tratamiento y de manera no reversible,
a partir de las dos horas. Los autores propusieron que

el efecto reversible mediado por mevalonato y colesterol
era una primera respuesta, que daba paso a una serie de
mecanismos regulatorios que derivaban en un aumento de la
degradación de la enzima.

Beg y Brewer (170,238) demostraron que la admi-
nistración de mevalonato a ratas por vía nasogástrica,
provocaba una inactivación reversible de la HMG-CoA reduc-
tasa, hasta un 64 % de la actividad inicial, al cabo de 20

minutos, sin variación de la actividad reductasa total.

Previamente los animales habían sido inyectados intrape-
O O

ritonealmente con [ P]ortofosfato.
minutos de la administración de mevalonato, la reductasa

se aislaba y se purificaba a homogeneidad observándose
un aumento de 1,6 veces respecto al control, en el
incorporado a la enzima.

Al cabo de los 20

32p
El fosfato era eliminado en su

práctica totalidad por tratamiento con proteína fosfata-
Al cabosa-1, a la vez que se recuperaba la actividad,

de 60 minutos, la reductasa resultaba inhibida hasta un

22 % de su actividad, pero no se observaba un incremento
concomitante de la fosforilación.

La administración de colesterol por la misma
vía, causó una inactivación reversible de la reductasa,

de un 21 %, al cabo de 75 minutos,

firmaban y ampliaban los presentados anteriormente (235,
237 ).

Estos resultados con-

El efecto del mevalonato ha sido estudiado tam-

bién en sistemas de hepatocitos aislados de rata (206,218)



72

incubados en presencia de mevalonato, observándose una

vez más, como al cabo de 15 minutos la actividad reduc-

tasa estaba fuertemente inhibida, aunque de manera rever-

sible, sin observarse variaciones en la forma total de la

enzima. La actividad reductasa fosfatasa medida en cito-

sol, se reducía a un 37 % de la inicial, sin que este
efecto fuese debido a una inhibición directa del mevalo-

nato sobre la fosfatasa. Estos datos coinciden con ob-

servaciones previas en ratas enteras (234). Como quiera

que la reductasa tampoco resultaba inhibida directamente

por el mevalonato, los autores sugirieron que los efectos
observados eran causados por algún producto derivado de
su metabolismo. Entre los posibles candidatos están nu-

merosos pirofosfatos orgánicos (239,240), así como piro-
fosfato inorgánico, generados en las sucesivas condensa-
ciones, previas a la síntesis del escualeno.

Los estudios sobre el efecto del mevalonato a

corto plazo en la actividad reductasa, aunque de manera

no excesivamente concreta, indicaban que el componente
del sistema bicíclico a través del cual se ejercía el
efecto, eran 1 a(s) proteína(s) fosfatasa(s) que actúan
sobre reductasa y reductasa quinasa.
(241) implican directamente en este mecanismo a la reduc-
tasa quinasa y a la reductasa quinasa quinasa.
firmar resultados precedentes acerca de la inactivación
reversible de la actividad reductasa por efecto del meva-

lonato, por vía nasogástrica, se demuestra que la activi-
dad de la reductasa quinasa de citosol se incrementa de
2 a 3 veces, también de una manera reversible, como se

pone de manifiesto por la inactivación sufrida al incu-
baria en presencia de proteína fosfatasa.

Estudios recientes

Tras con-

De igual manera, la actividad de la reductasa

quinasa quinasa purificada parcialmente a partir de cito-
sol de ratas tratadas con meva1 ono 1actona, se incrementa
de 3 a 4 veces con respecto a la de ratas control,
activación no es reversible por tratamiento con proteína

Esta
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fosfatasa. La activación justifica el incremento de acti-
vidad observado en la reductasa quinasa.
la activación de la reductasa quinasa por fosforilación,
se ve favorecida por una disminución de la actividad de
1 a(s) proteína(s) fosfatasa(s) de citosol, que desfosfo-
rilan a la reductasa y a la reductasa quinasa quinasa.

Para leí amente,

Los autores afirman desconocer el mecanismo de

acción del mevalonato sobre la reductasa quinasa quinasa,
pero sugieren que la acción sobre 1 a(s) fosfatasa(s) po-

dría involucrar a los inhibidores proteicos -1 y -2.

El hecho de que "in vitro" el mevalonato no ac-

túe directamente sobre ninguna de las enzimas estudiadas,
refuerza la hipótesis de la acción del mevalonato a tra-
vés de productos de su metabolismo.

En un trabajo publicado en este mismo año (187),
se demuestra como en fibroblastos humanos en cultivo, las

LDL, el 25-hidroxicolesterol , el 7-cetoco1 estero 1 y el me-

valonato inhiben rápidamente (20-30 minutos) la actividad
reductasa, de una manera reversible, disminuyendo simultá-
neamente la velocidad de síntesis de esteróles a partir

El mismo estudio realizado en presencia de
concentraciones sensiblemente más elevadas de los efecto-

res, durante el mismo tiempo de acción, provoca que la
inactivación de la reductasa sea debida simultáneamente,
a cambios en su forma activa, así como en su forma total.
Por lo tanto, es preciso emplear bajas concentraciones
del modulador y tiempos de incubación cortos, para que

únicamente se manifieste el efecto de tipo reversible.

de acetato.

Análogos resultados fueron obtenidos empleando fibroblas-
tos de individuos afectos de hipercolesterolemia fami1iar

(homocigotos) , salvo para las LDL, de cuyos receptores

específicos carecen. Este hecho es importante, puesto

que permite pensar que las células mutantes pueden tam-
bién ajustar rápidamente su metabolismo, en respuesta a
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pequeñas variaciones en los niveles de esteróles (25-hi -

droxicolesterol, 7-cetocolesterol) , dado que carecen de
la posibilidad de hacerlo en respuesta a los niveles de
colesterol circulante en forma de LDL.

Diversos estudios realizados en otros laborato-

rios, apoyan la hipótesis que asigna una función biológi-
ca importante al mecanismo de regulación de la reductasa

por cambios rápidos y reversibles de su actividad especí-
Así, en ratas alimentadas con dietas ricas o defi-

citarías en ácido ascórbico durante nueve semanas, se ob-

servan modificaciones significativas del porcentaje de
reductasa en forma activa, sin cambios en la cantidad to-

tal de reductasa (242).
veles de colesterol del organismo, al deprimir la sínte-
sis de ácidos biliares.

f ica.

Semejantes dietas elevan los ni-

Panini y Rudney (243) observaron que la exposi-
ción de células epiteliales de intestino de rata al efec-
to del bicarbonato, provocaba una disminución reversible
de la fracción activa de la reductasa, durante los prime-

Esta variación iba acompañada de varia-
ciones en la velocidad de síntesis de esteróles.

ros 60 minutos.

La administarción de dic1oroacetato a ratas,

droga que reduce los niveles de colesterol sérico en hu-
manos, producía un incremento de la forma inactiva de la
reductasa, al cabo de una hora (244).

Leoni y col.(245) estudiaron los cambios en la
velocidad de síntesis de colesterol y en el estado de ac-

tivación de la reductasa, en hepatocitos aislados de rata,
en diferentes etapas del desarrollo pre y post-natal.
estado de activación, así como la cantidad total de la re-

ductasa, experimentan amplias variaciones pero, significa-
tivamente, la velocidad de síntesis de esteróles está

siempre en estrecha correlación con la forma activa de la

El
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reductasa, indicando que durante las primeras etapas del
desarrollo, la regulación reversible de la HMG-CoA reduc-
tasa juega un papel destacado en el control de la biosín-
tesis del colesterol.

Numerosas células cancerosas o en estados pre

cancerosos exhiben fallos en la regulación de la biosín-
tesis del colesterol, que se caracterizan por unos eleva-
dos niveles de HMG-CoA reductasa y por defectos en el
control por retroinhibición ejercido por el propio coles-
terol (246). Feingold y col.(247) observaron que en ra-

tas afectadas por hepatomas de Morris, la fracción de la
enzima presente en su forma activa (53-75 %) era mucho

mayor de lo habitual en células normales (10-20 %) (80,
136,141 ,143,148,204,248).

Sexton y col.(249) informaron acerca de cambios
en el estado de activación de la reductasa durante el pro-

ceso de proliferación celular, que seguían un patrón de
variación distinto al de la actividad reductasa total.

Los estudios anteriores, realizados en distin-

tos laboratorios, indican que la regulación de la activi-
dad de la reductasa por fosforilación y desfosforilación
es un mecanismo de control de relevante importancia fi-
s i o 1 óg i ca. La fosforilación y desfosforilación de la re-

ductasa produce cambios rápidos de la actividad, en res-

puesta a estímulos dietarios, hormonales o farmacológi-
eos, en tiempos habitualmente inferiores a los 30 minu-

Estas variaciones son habitualmente transitorias,

puesto que al cabo de un tiempo máximo de 2 horas, el es-

tado de activación de la reductasa vuelve a sus valores

normales (204,234,235,237), pero permiten a las células
ajustar rápidamente su velocidad de síntesis de esteróles,
a menudo como preparación de una respuesta más lenta y

permanente, mediada por cambios en los niveles de la pro-

Una vez que la célula ha adaptado de

tos.

teína enzimática.



76

manera más permanente su velocidad de síntesis de estero-
les a la nueva condición fisiológica, el estado de fosfo-
rilación de la reductasa vuelve aparentemente a sus nive-
les normales, en espera de la llegada de nuevos estímulos.
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ARGUMENTOS EN CONTRA DE LA REGULACION DE LA HMG-

CoA REDUCTASA POR FOSFORILACION Y DESFOSFORILACION

1.9.

A pesar de las evidencias existentes, la impor-
tancia fisiológica e incluso, la propia existencia del me-

canismo de regulación de la actividad reductasa por fosfo-
rilación covalente, es objeto de controversia. A continua-
ción expondremos brevemente algunos argumentos esgrimidos
en contra de este sistema de control de la actividad en-

zimática de la reductasa.

1.9.1. INTERFERENCIA DE LA MEVALONATO QUI NASA EN LA

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD REDUCTASA QUI NASA

Los ensayos de actividad reductasa quinasa mi-
32

diendo la velocidad de incorporación de

|>- p]ATP a la reductasa, no son adecuados para los aná-
lisis de rutina (250). Así pues, la actividad reductasa
quinasa suele determinarse a través de la disminución de
actividad que acompaña a la fosforilación de la reducta-
sa. La mayoría de los investigadores determinan la acti-

P a partir de

vidad reductasa quinasa mediante dos incubaciones separa-

das (250,251). Durante la primera, la HMG-CoA reductasa
es inactivada en ausencia de sus sustratos, por la reduc-
tasa quinasa y Mg-ATP. En la segunda, se determina la

Teniendo en cuenta que laactividad reductasa residual.
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actividad de la reductasa se cuantifica en función del

mevalonato producido y que este compuesto puede ser fos-
forilado por la mevalonato quinasa, rindiendo un produc-
to de propiedades distintas, como es el mevalonato-5-fos-
fato, existe la posibilidad de infravalorar la actividad
de la HMG-CoA reductasa, al medir niveles de mevalonato

inferiores a los producidos realmente como consecuencia
de su actividad.

Ness y co1 . (252,253 ) afirmaron que las prepara-

ciones de reductasa quinasa, tanto de microsomas como de
citosol, contenían realmente mevalonato quinasa y que por

lo tanto, la inactivación de la reductasa dependiente de

Mg-ATP era en realidad un artefacto experimental,
afirmaciones se basaban en hechos tales como, la copuri-
ficación de ambas actividades en cromatografías de afini-
dad y de filtración molecular en gel, la inhibición de
ambas actividades por geranil pirofosfato y farnesil pi-
rofosfato, que son potentes inhibidores de la mevalonato
quinasa (254), y la inhibición de la actividad reductasa
quinasa al ensayar la actividad HMG-CoA reductasa resi-
dual en presencia de una elevada concentración de mevalo-
nato no radioactivo.

Estas

Realmente la actividad mevalonato quinasa, en

condiciones adecuadas,puede llegar a simular la actividad
reductasa quinasa, pero ambos fenómenos son distintos y

Nordstrom y col.(136) y Harwood y col.
(250) demostraron que en las condiciones de ensayo em-

pleadas, después de la inactivación de la reductasa en

presencia de Mg-ATP y reductasa quinasa de citosol, no

se producía mevalonato-5-fosfato.
trado la inactivación de la HMG-CoA reductasa añadiendo

elevadas concentraciones de mevalonato no radioactivo al

medio de ensayo de la reductasa (145) o bien, pequeñas
cantidades de mevalonato radioactivo como standard Ínter-

no (137,145,251), no detectándose en ningún caso activi-

diferenciables.

Además, se ha demos-
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dad de mevalonato quinasa.
vado repetidamente que la inactivación de la reductasa de-

pende del tiempo de incubación con la reductasa quinasa,
durante la que no se halla presente el mevalonato (137,
145,251) y que la determinación de la actividad reducta-
sa se efectúa habitualmente en presencia de concentraci o-

nes de EDTA suficientemente elevadas, como para inhibir
la actividad de la mevalonato quinasa (250).
ha sido demostrado también, que ambas enzimas pueden se-

pararse por técnicas cromatográfi cas de intercambio ióni-
co (DEAE-sephacel) o de filtración molecular en gel (173,
250).

Del mismo modo, ha sido obser-

Fi nalmente ,

Así pues, incluso ignorando los experimentos
_ o O -

que inequívocamente demuestran la incorporación de |/ PJ
ortofosfato a la proteína HMG-CoA reductasa, simultánea-
mente a su inactivación

atribuirse en ningún caso

quinasa.

precauciones que garantizan la no interferencia de esta
enzima durante la determinación de la actividad reducta-

sa quinasa (250 ) .

está claro que ésta no puede
a la presencia de mevalonato

De todas formas, es necesario tomar aquellas

1.9.2. RESISTENCIA DE LA HMG-CoA REDUCTASA SOLUBLE A LA

FOSFORILACION E INACTIVACION

Mientras la HMG-CoA reductasa en microsomas se

inactiva en gran medida (85-95 %) y con notable rapidez
(138), los primeros intentos de inactivación de la reduc-
tasa solubilizada por congelación y descongelación encon-

traron dificultades y en algunos casos fracasaron (134).
Sin embargo, con posterioridad varios grupos de investi-
gadores abordaron el problema con éxito (136,137,155,156),

32P a lademostrando simultáneamente la incorporación de
No obstante, es cierto queproteína HMG-CoA reductasa.

en muchos casos, la velocidad y la extensión de la inac-
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tivación de la reductasa so 1 ubi 1 izada , no son comparables
con las conseguidas con la reductasa en microsomas (136,
137). Otros investigadores han informado incluso que, en

contraste con los resultados obtenidos empleando reducta-
sa microsomal, la inactivación de la reductasa soluble y

homogénea es independiente del tiempo de incubación, es

reversible por dilución o por eliminación del Mg-ATP y no

se reactiva por incubación con fosfatasa.

Estos resultados indujeron a sostener la hipó-
tesis de que la inactivación de la reductasa soluble era

debida a la formación de un complejo no covalente, entre
el inactivador, la reductasa y el Mg-ATP y que realmente,
no se involucraba un mecanismo de catálisis enzimática

(255). Estos autores, al igual que Jenke y col.(82), in-
formaron de la imposibilidad de demostrar la incorpora-

32
P durante la inactivación de la HMG-CoA reduc-

tasa e1ectroforéticamente homogénea. Una posible explica-
ción a este resultado fue sugerida por Beg y col.(173),
al afirmar que dada la acusada inestabilidad de la reduc-
tasa quinasa, las preparaciones empleadas por aquellos
autores podían carecer de tal actividad.

ción de

En cualquier caso, un hecho demostrado (137) es

que, si bien es posible inactivar el fragmento soluble de
la reductasa, las concentraciones de reductasa quinasa re-

queridas son mucho más elevadas que las necesarias para

inactivar a la reductasa en microsomas.

nes empleadas, la actividad de la reductasa quinasa hacia
el fragmento soluble de la HMG-CoA reductasa es tan sólo
un 5 % de la exhibida hacia la reductasa en microsomas,

como consecuencia de su menor afinidad hacia la enzima so-

luble.

En las condicio-

Ante esta disparidad, se pensó que la inactiva-
ción de la reductasa en microsomas podía deberse a la for-
mación de algún inhibidor dependiente de Mg-ATP, asociado
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a la membrana microsomal, a la presencia de mevalonato

quinasa o a la activación de algún sistema consumidor de
HMG-CoA o NADPH, que fuese dependiente de Mg-ATP (253).
Asimismo, se sugería la posibilidad de que la fosforila-
ción observada fuese debida a uniones inespecíficas o

bien, a fosforilación de una proteína contaminante de
las preparaciones de reductasa (82,253,255).

La explicación del fenómeno surgió del descubri-
miento de que la reductasa solubilizada procedía de la
proteolisis de una forma nativa de la enzima (74).
ductasa solubilizada en su forma nativa, empleando deter-
gentes no iónicos, puede ser inactivada con igual rapidez

y extensión que la reductasa en microsomas (76).
pues considerar la posibilidad de que la reductasa solu-
ble carezca de algún fragmento necesario para el reconoci-
miento o para la unión a la reductasa quinasa.

La re-

Cabe

1.9.3. INVARIABILIDAD DEL ESTADO DE FOSFORILACION DE LA

HMG-CoA REDUCTASA "IN VIVO"

En ciertos estudios llevados a cabo empleando
ratas o bien células en cultivo, que han sido sometidas a

determinadas dietas o a tratamientos con ciertas drogas
durante horas e incluso días, no ha sido posible detectar
variaciones en el grado de fosforilación de la HMG-CoA re-

Brown y col.(80) no observaron variaciones en

el estado de activación de la reductasa en diferentes si-

tuaciones

ductasa.

tales como el ayuno, la realimentación, la dia-
betes y la administración de dietas con colesterol y co-

Jenke y col.(82) y Dugan y col.(211) demos-
traron que los cambios de actividad reductasa producidos
durante la primera hora después del inicio de una dieta
a base de colesterol o de la administración de insulina,

glucagón o mevalonato a ratas, se debían exclusivamente
a cambios en la cantidad de prcteína enzimática presente.

lestiramina.



82

Idénticos resultados han sido obtenidos por otros labora-
torios (135,256).

De acuerdo con estos resultados, varios autores

han interpretado que "in vivo", la reductasa no experimen-
ta variaciones en su estado de fosforilación y que el me-

canismo de interconversión no tiene ninguna significación
fisiológica. Sin embargo, un estudio detallado de las nu-

merosas evidencias presentadas en sentido contrario, per-

mite afirmar que ésto no es así.

Son numerosos los estudios que han demostrado
variaciones en el estado de actividad de la reductasa, en

ausencia de cambios en la cantidad total de la proteína,
en rápida respuesta a tratamientos hormonales, farmacoló-

gicos o frente a diversas dietas. Además, al comparar la
velocidad de síntesis de esteróles con el nivel de activi-

dad de la reductasa, se observa en todo momento una clara

correlación (143,187,208,245), indicadora de que la velo-
cidad de síntesis de esteróles está realmente controlada

por el estado de fosforilación de la reductasa.

En cualquier caso, estos experimentos han puesto
de manifiesto que hay que extremar las precauciones al se-

leccionar las técnicas experimentales, así como el tiempo
al que se efectúa el tratamiento y el análisis (204,234-
237). No hay que olvidar que las variaciones de activi-
dad debidas a fosforilación y desfosforilación de la re-

ductasa, suelen ser transitorias y raramente persisten
En esta característica puede

residir la explicación de ciertos resultados obtenidos
después de tratamientos prolongados de los animales de
experimentación.

más allá de las dos horas.

Sin embargo, en algunos casos estas variaciones
del estado de activación de la reductasa son permanentes
en el tiempo, como por ejemplo en algunas etapas del de-
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sarrollo pre y post-natal (245), en células cancerosas

(247) y en desarrollo (249), en el tratamiento con deter-
minadas dietas (242) e incluso, durante el mantenimiento
del ciclo circadiano de la HMG-CoA reductasa (214). Sin

embargo, parece claro que los cambios en el estado de ac-

tivación de la reductasa constituyen un mecanismo que ac-

túa fundamentalmente a tiempos cortos, más que durante
largos periodos. La interconversión por fosforilación y

desfosforilación parece actuar de manera concertada con

otros mecanismos más lentos, permitiendo una muy rápida
respuesta celular frente a las necesidades de síntesis de
esteróles, en espera de una más lenta y permanente res-

puesta, por cambios en la cantidad total de enzima.

En varios de los trabajos comentados, el denomi-
nado grado de activación de la reductasa ha sido determi-
nado en función de las variaciones en el punto de equiva-
lencia, al inmunoprecipitar la HMG-CoA reductasa (número
de unidades inhibidas por una determinada cantidad de an-

ticuerpo) (82,84,135,211,235-237). La interpretación de
los resultados (253), así como el tipo de antisuero em-

pleado (257), pueden influir de manera importante en las
conclusiones obtenidas. Por otra parte, hay ciertas evi-
dencias de que los anticuerpos presentan una diferente

especificidad de reconocimiento de la reductasa, depen-
diendo de su estado de actividad (258,259). Finalmente,

hay también evidencias de que la forma fosforilada de
la reductasa es tan sólo una de las dos posibles espe-

cies inactivas de la enzima, capaces de reaccionar con

los anticuerpos (69,260,261). Por tanto, son varios los
factores cuya influencia hay que tener presente y contro-
lar en este tipo de experimentos.

Por último, algunos autores sugieren que la re-

gulación de la biosíntesis de esteróles, a través de cam-

bios rápidos de la actividad reductasa, no se da "in vivo"
porque las células no precisan ajustar tan rápidamente las
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condiciones de su metabolismo. No obstante, hay que con-

siderar que las variaciones en los niveles de la proteína
reductasa y en consecuencia, de la velocidad de síntesis
de esteróles, se establecen definitivamente al cabo de va-

rias horas de haberse producido la señal biológica que ha
La regulación a través de cam-inducido tal respuesta,

bios en el estado de fosforilación permite hacer frente a

la nueva situación metabólica, en el tiempo de minutos,
siendo ésta precisamente la razón de ser de su existencia.
Resulta por lo menos significativo, que otras dos enzimas
que participan en el mantenimiento de la homeostasis celu-
lar del colesterol, la aci 1-CoA-co1 estero 1 acil transiera-
sa (ACAT) y la colesterol-7a-hidroxilasa, también regulan
su actividad a través de mecanismos de fosforilación y

desfosforilación (262,263). Esto parece indicar que la
regulación coordinada de las tres enzimas por fosforila-
ción y desfosforilación, puede desempeñar un papel muy im-
portante en el mantenimiento de los niveles apropiados de
colesterol libre (262).
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1.10. PROTEINA QU I NASAS

Se denominan proteína quinasas a aquellas enzi-
mas capaces de catalizar la siguiente reacción:

Proteína + nATP Proteína-nP + nADP

lo que supone el establecimiento de uniones covalentes en-

tre la proteína sustrato y grupos fosfato.

Las proteína quinasas han sido clasificadas de
acuerdo con diferentes criterios de entre los cuales, el
más usual es aquel que las agrupa en función de su depen-
dencia de AMP cíclico o de calcio.

1.10.1. PROTEINA QUINASAS DEPENDIENTES DE AMP CICLICO

Cronológicamente fue la primera quinasa identi-
ficada como catalizadora de la fosforilación e inactiva-

ción de la glucógeno sintasa (264). La enzima se presen-

ta en dos formas isoenzimáti cas denominadas tipo I y tipo
II, separables por cromatografía en columna de DEAE-celu-

Ambas isoenzimas constan de dos tipos de subunida-
des distintas, la reguladora (R) y la catalítica (C).
subunidad catalítica es idéntica en ambas isoenzimas,

losa.

La
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mientras que la reguladora es una proteína diferente en

cada caso.

El control de la actividad de la enzima se efec-

tua por medio de la inhibición que la subunidad reguladora
ejerce sobre la catalítica. Así, el holoenzima, cuya es-

En presen-

cia de AMPc el holoenzima liga a este nucleótido, formando

tructura se representa como R0C0, es inactivo.2 2

un complejo ternario que inmediatamente se disocia en R2
(AMPc)4 y 2C. La subunidad catalítica una vez libre, ma-
nifiesta actividad de proteína quinasa. La disociación
producida por el AMPc es contrarrestada por el complejo
Mg-ATP.

Resulta claro que la variación de los niveles
de AMPc es el principal mecanismo de control de esta acti-
vidad proteína quinasa, en las células. Sin embargo exis-
ten otros dos sistemas adicionales para modificar la acti-
vidad de la enzima, como son los inhibidores proteicos y

la fosforilación de la subunidad reguladora, aunque este
último fenómeno sólo se ha descrito en el caso de la iso-

enzima de tipo II.

De entre las varias proteínas capaces de inhibir
a la quinasa dependiente de AMPc, la más importante parece

ser el inhibidor termoestable de músculo, descrito por

Walsh y col.(265) capaz de inhibir específicamente a la
subunidad catalítica. El papel fisiológico del inhibidor
no está totalmente definido aunque se piensa que "in vi-
vo", una parte importante de la subunidad catalítica que

se encuentra disociada del complejo, puede estar bloque-
ada por el citado inhibidor.

Además, la subunidad reguladora de la isoenzima
II puede sufrir autofosforilación, con una consiguiente
disminución de su afinidad por la subunidad catalítica y

La subunidad reguladora puedeactivación de la enzima.
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ser fosforilada "in vitro" por otras proteína quinasas
tales como, la caseína quinasa-2 y la glucógeno sintasa

quinasa-3 (266,267) sin que por el momento se sospeche
cual puede ser su posible función fisiológica.

La proteína quinasa dependiente de AMPc exhibe
"in vitro" una amplia especificidad de sustrato. Algunos
de éstos, los de mayor interés fisiológico son: la fosfo-
rilasa quinasa, la glucógeno sintasa, la piruvato quinasa

hepática, la ATP-citrato liasa, el inhibidor-1 de las fos-
fatasas, etc. Esta proteína quinasa fosforila específica-
mente aquellos centros que tienen dos aminoácidos básicos
adyacentes al residuo fosforilable y que están próximos
al extremo amino terminal (15).

1.10.2. PROTE I NA QUINASAS DEPENDIENTES DE CALCIO

1.10.2.1. Fosforilasa quinasa

La fosforilasa quinasa es responsable de la ac-

tivación de la glucógeno fosforilasa, aunque también es

capaz de fosforilar a la glucógeno sintasa (2), la caseí-
na (268) y las troponinas I y T (269).

La enzima muscular es un hexadecámero constituí-

do por cuatro tipos distintos de subunidades, a,ji,v, y s,
de pesos moleculares 118-145 Kd, 107-136 Kd, 40-45 . Kd y

17 Kd respectivamente, siendo su estequiometría {<* ,y ,8 ) ^

(219).
dios realizados recientemente indican que la fosforilasa
quinasa de hígado posee una estructura similar (270).

La subunidad 8 es idéntica a la calmodulina. Estu-

La fosforilasa quinasa muscular es prácticamente
inactiva en ausencia del catión calcio, el cual puede
unirse a la enzima por medio de la subunidad 8 .

ción de calmodulina exógena contribuye a aumentar la ac-

La adi-
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tividad de la enzima, siendo este efecto adicional blo-

queable por derivados fenot i acín i eos tales como la tri-
Estos compuestos no son capaces de i nh i -

bir la actividad basal estimulable por calcio,
forilasa quinasa es también activable por heparina.

f 1 uoperaci na.

La fos-

La fosforilasa quinasa se encuentra en dos for-
mas, una activa (forma a) y otra inactiva (forma b), dis-
tinguibles "in vitro" por su actividad a pH 6,8.
tas condiciones la forma b es débilmente activa aun en

presencia de calcio,
tiva en su forma activa puede lograrse "in vitro" a través
de la fosforilación de la subunidades a y /3 por la proteí-
na quinasa dependiente de AMPc y la caseína quinasa-1
(271), por autof osf or i 1 ac ion de las subunidades a y/3 ( 268,
272) y por proteolisis parcial con tripsina de las mismas
subunidades, sin afección aparente de las subunidades vy

8 (2,273,274).

En es-

La transformación de la forma inac-

Una notable diferencia entre la enzima hepática
y la muscular la constituye el hecho de que el primero
tan sólo es parcialmente inhibido por agentes quelantes
de calcio, como el EGTA (270).

Los datos anteriores ponen de manifiesto que la
fosforilasa quinasa es una de las enzimas claves en el
control de la g1ucogeno1 isis por efectores hormonales ya

que no sólo es activable por calcio, sino que también
puede ser fosforilada y activada por la proteína quinasa

dependiente de AMPc.

1.10.2.2. Proteína quinasa dependiente de calcio y calmo-
du 1 i na

Esta glucógeno sintasa quinasa fue identificada
de manera simultánea en hígado por Ahmad y col.(275) y en
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músculo esuqelético de conejo por Woodget y col.(276).
La forma nativa de la enzima presenta un peso molecular

aparente de 275 o 500 Kd, según el criterio empleado para

su determinación, y está formada por al menos dos tipos
de subunidades (51 y 53 Kd) posiblemente diferentes.

La enzima es susceptible de experimentar auto-
fosforilación y su actividad es totalmente dependiente de
calcio y calmodulina, a la vez que es inhibióle por tri-

f1uoperaci na . A pesar de que estas características la

asemejan considerablemente a la fosforilas quinasa, ac-

tualmente se acepta que ambas enzimas son diferentes.

Entre sus sustratos conocidos se encuentran la

glucógeno sintasa, a la que incorpora 1 mol de fosfato
por mol de subunidad, la fenilalanina hidroxilasa hepáti-
ca y la tirosina hidroxilasa.

paz de fosforilar a la glucógeno fosforilasa y a la cade-
A esta proteína quinasa se le

asigna un papel importante en la inactivación de la glucó-
geno sintasa hepática como respuesta a la liberación del
catión calcio.

Por el contrario, es inca-

na ligera de la miosina.

1.10,2.3. Proteína quinasa dependiente de calcio y fosfo-
lípidos (proteína quinasa C)

Takai y col.(277) fueron los primeros autores

que detectaron en cerebro de rata la presencia de una ac-

tividad proteína quinasa dependiente del calcio y de los
fosfo1í pi dos .

zada en los más variados tejidos y órganos de diferentes
especies (278,279),si endo su actividad en algunos casos,

cuantitativamente mayor que la de la propia quinasa depen-
diente de AMPc, cuando se determinan sus actividades so-

bre histona H1.

Posteriormente esta actividad fue locali-

Esta enzima ha sido purificada a partir de ce-
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rebro de rata (280), de corazón de buey (281,282), así
Su peso molecular oscila entre

70-80 Kd y consta de una única cadena po 1 ipeptidica. Su
degradación proteolítica, catalizada por proteasas depen-
dientes de calcio, produce un fragmento de 51 Kd, que es

como de otras fuentes.

completamente activo aún en ausencia de calcio y fosfolí-
pidos (283,284). La proteína quinasa C se encuentra en

parte asociada a las membranas y en parte en la fracción
soluble.

La afinidad de la enzima por el calcio y los fos-
folípidos se ve fuertemente aumentada en presencia de cier-
tos 1 ,2-diaci lgliceroles (278,285), los cuales son produ-
cidos por la hidrólisis de los fosfatid i 1 i nos ito 1 es de

Pormembrana, que es inducida por diversos agonistas,
ello se ha postulado que los diaci 1g1 i cero 1 es pueden ac-

tuar como mensajeros intrace1u1 ares, en respuesta a agen-

tes que afectan al recambio de fosfolípidos de la membra-
na plasmática (286).

Ciertos derivados diterpénicos capaces de ac-

tuar como promotores de tumores, tales como los esteres
de forbol, pueden activar a la proteína quinasa C, de una

manera análoga a como lo hacen los 1 ,2-diac i 1g1 i cero 1 es

(164). Incluso se dispone de evidencias de que la propia
proteína quinasa C puede ejercer funciones de receptor o

al menos formar parte del receptor de membrana de los es-

teres de forbol (165). Por todo ello se ha especulado
con la hipótesis de que los efectos cancerígenos de estos

compuestos puedan ser mediados por la quinasa.

Se han descrito muy diversos sustratos capaces

de ser fosforilados por la proteína quinasa C, si bien el
carácter fisiológico de este proceso en muchos casos no

Entre ellos se encuentran la histonaestá establecido.

H1, la protamina (282), 1 astropon i ñas I y II (287), la
tirosina hidroxilasa (288), la fosfofructoquinasa (289),
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la guanilato ciclasa (290), el transportador de glucosa
en eritrocitos (291), la glucógeno sintasa (292) y la HMG-
CoA reductasa (162). La trifluoperacina es capaz de inhi-
bir a la quinasa a pesar de que la calmodulina no ejerce
efecto alguno sobre la enzima.

1.10.3. PROTE I NA QUINASAS INDEPENDIENTES DE AMP CICLICO
Y DE CALCIO

1.10.3.1. Caseína quinasas-1 y -2

La caseína ha sido utilizada como sustrato no

fisiológico, para detectar la actividad de las proteína
quinasas de numerosos tejidos. Existen dos principales
actividades caseína quinasa que están bien definidas y se

corresponden con proteínas distintas,
minadas caseína quinasas-1 y -2 (CK-1 y CK-2), que se en-

cuentran distribuidas en varios tejidos de los organismos

superiores.

Estas son las deno-

La caseína quinasa-1, identificada en músculo
por Itarte y Huang (293 ), es un monómero de 30-40 Kd, que

no puede utilizar GTP como sustrato y que sufre autofos-
forilación (294).

La caseína quinasa-1 fosforila exclusivamente
residuos de serina al actuar sobre caseína y fosvitina y

para ello es preciso que exista un residuo de ácido glu-
támico situado a dos residuos de distancia, entre el cen-

tro de fosforilación y el extremo amino terminal de la
La enzima puede fosforilar "in vitro" diversos
Entre ellos se encuentran, la glucógeno sin-

tasa, la fosforilasa quinasa, los factores de iniciación
de eucariotas eIF-4B y eIF-5, la RNA polimerasa y la es-

La caseína quinasa-1 no es afectada por la he-

parina, aunque la enzima de hígado de conejo parece ser

una excepción.

proteína.
sustratos.

pectrina.



92

La caseína quinasa-2 tiene un peso molecular de
130-180 Kd y posee una estructura a^/^*
tiene un peso molecular de 43 Kd y la /5 de 25 Kd (295).
La enzima es' totalmente inhibida por bajas concentracio-
nes de heparina.

por el 2,3-difosfog1 icerato.
da por las poliaminas, especialmente por la espermina y

la espermidina y puede emplear como donador de fosfatos,
tanto al ATP como al GTP, si bien este último nucleótido

es menos eficaz como sustrato,

de la CK-1 que sólo transfiere fosfato procedente del ATP.

La subunidad a

También se ha descrito la inhibición

Por el contrario, es activa-

Este hecho la diferencia

La caseína quinasa-2 fosforila tanto residuos
de serina como de treonina, cuando se emplea como sustra-

En este caso la enzima reconoce regiones
altamente acídicas de la proteína, que contienen residuos
de ácido glutámico y de ácido aspártico, próximas al ex-

tremo carboxilo terminal.

to la caseína.

"In vitro" presenta capacidad para fosforilar
diferentes sustratos entre los que se cuentan, la glucó-

de la proteína quinasa de-

pendiente de AMPc, algunos factores de iniciación de los
eucariotas (eIF-2, eIF-3, eIF-4B, eIF-5), la RNA polime-
rasa, algunas proteínas de la subunidad ribosomal 60S, la
espectrina y proteínas nucleares no histonasc

geno sintasa, la subunidad R II

La caseína quinasa-2 también ha sido denominada
, troponina T quinasa, caseínapor otros autores, PC 0,7

quinasa 6, fosvitina quinasa o glucógeno sintasa quinasa-5.

1.10.3.2. Glucógeno sintasa quinasa-3

Esta proteína quinasa ha sido identificada y

parcialmente purificada a partir de músculo esquelético
y de hígado (296,297). Se trata de un monómero de 57 Kd
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cuya concentración en músculo es relativamente baja a pe-
sar de manifestar una gran actividad. La enzima presenta
autofosfori lación y puede emplear como nucleótidos donado-
res de fosfato tanto al ATP como al GTP, aunque este últi-
mo es menos efectivo como sustrato. Por el momento no se

conocen ni activadores ni inhibidores de su actividad en-

zimática. Una característica distintiva de la GSK-3 es

su capacidad para actuar como activador de la proteína
fosfatasa dependiente de ATP-Mg (proteína fosfatasa-1 ) ,

mediante la fosforilación del inhibidor-2 de esta fosfata-

sa (228). De entre los sustratos de esta quinasa el me-

jor de ellos es la glucógeno sintasa, aun cuando también
es activa sobre la subunidad Rjj de la quinasa dependiente
de AMPc y la caseína.

1.10.3.3. Glucógeno sintasa quinasa-4

Esta actividad proteína quinasa fue aislada y

purificada a partir de extractos de músculo por Cohén y

col. (298). Su peso molecular se ha establecido en 100 Kd.
Su mejor sustrato es la glucógeno sintasa, para cuya fos-
forilación sólo puede emplear ATP como donador de fosfato.
No se conocen por el momento moduladores de su actividad.
Otros autores la han denominado PC

0,4'

Proteína quinasa activable por heparina1.10.3.4.

Muy recientemente, Ahmad y col.(299) han identi-
ficado en músculo esquelético de conejo una actividad pro-

teína quinasa activable por heparina, cuyo peso molecular
La enzima puede inactivar

y fosforilar a la glucógeno sintasa, pero es incapaz de
fosforilar a la caseína, fosvitina, histona o glucógeno

La actividad de la quinasa es independiente
de calcio, fosfolípidos y AMPc y no resulta afectada por

ha sido establecido en 70 Kd.

fosforilasa.
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el ihnhibidor de la proteína quinasa dependiente de AMPc.
Por el contrario, el glucógeno inhibe la actividad de es-

ta proteína quinasa.

1.10.3.5. Proteína quinasa multifuncional

Ramakrishna y Benjamín (300) han informado re-

cientemente de la identificación y purificación de una

proteína quinasa hepática capaz de fosforilar diversas
enzimas del metabolismo intermediario,

como un monómero de 36 Kd cuya actividad no se ve afecta-
da por AMPc, calcio, calmodulina, fosfo 1 íp i dos , heparina,

Ha sido descrita

ni por el inhibidor de la proteína quinasa dependiente
de AMPc. Asimismo, tampoco es activable por proteolisis.
La enzima presenta autofosfori 1ación y puede emplear co-

mo sustratos donadores de grupos fosfato, ATP y GTP, aun-

que éste último con mucha menor eficiencia. El mejor
sustrato de esta proteína quinasa es la glucógeno sintasa,
pero también es capaz de fosforilar a la ATP-citrato lia-
sa, la acetil-CoA carboxilasa, la proteína ribosómica S6,
el factor de iniciación de eucariotas eIF-2 y el inhibí-

Este último proceso se acompaña
de la activación de la proteína fosfatasa dependiente de

Por otro lado la enzima no manifiesta actividad

dor-2 de las fosfatasas.

ATP-Mg.
sobre glucógeno fosforilasa, fosforilasa quinasa, piruva-
to quinasa, histona H2B, caseína y fosvitina.
res, atendiendo a criterios de especificidad de sustrato,

parámetros cinéticos y propiedades fisico-químicas , afir-
man que es una proteína quinasa distinta a la glucógeno
sintasa quinasa-3.

Los auto-
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1.11. COMPUESTOS ANALOGOS A LOS NUCLEOTIDOS DERIVADOS DE

LA ADEN I NA

Desde su introducción a principios de los años
sesenta, la técnica de mareaje de afinidad se ha converti-
do en uno de los métodos químicos más versátiles para la
caracterización de los centros activos de las moléculas

enzimáti cas. En un sentido amplio, pueden englobarse ba-

jo este nombre todas aquellas reacciones en las que un

compuesto reactivo o potencialmente reactivo, se liga de
forma selectiva a una determinada zona de una proteína,
estableciendo posteriormente un enlace covalente.

las sustancias que se emplean pa-

ra actuar como marcadores de afinidad se diseñan procuran-

do combinar en la estructura de la molécula, una porción
que mimetice al sustrato o en general, al efector con el

que va a competir, y un grupo químico reactivo que atacará
determinados residuos de aminoácidos de la proteína, for-

La deseada complementaridad
existente entre la porción de la molécula que simula al
efector y el sitio de unión a la enzima, favorece la
unión del ligando al sitio habitualmente ocupado por el
efector fisiológico o a zonas muy próximas.

Habitualmente

mando un enlace covalente.

El residuo o residuos de aminoácidos atacados

pueden estar involucrados directamente en el proceso que
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Otra posibilidad es que los residuos
atacados estén suficientemente próximos al centro activo,
de manera que cuando se establezca el enlace covalente en-

tre el análogo y la proteína, éste ocupe la posición del
efector al que mimetiza o bien
ca como para impedir que el mencionado efector acceda a

La consecuencia es la misma, pues en

ambos casos la enzima pierde la propiedad estudiada-

se está estudiando.

esté suficientemente cer-

su centro de unión.

Resulta obvio que el éxito de la técnica depen-
de de la existencia de aminoácidos capaces de reaccionar

del centro ac-con el análogo, situados a una distancia
tivo adecuada para que dicho análogo lo ocupe o impida el
acceso al efector natural.

Muchos de los coenzimas y de los compuestos con

propiedades reguladoras que participan en las reacciones
bioquímicas, son nucleótidos derivados de la adenina. Así,
el ATP y el ADP participan en la mayoría de las reaccio-
nes catalizadas por las proteína quinasas, en las que se

transfiere un radical fosforilo a diversos sustratos.

También el ADP y el AMP pueden actuar en diferentes reac-

ciones como efectores alostéricos con funciones regulado-
ras. Por último, la molécula de adenosina forma parte
de la estructura del difosfopiridín nucleótido y del tri-
fosfopiridín nucleótido, que participan como coenzimas en

la mayoría de reacciones catalizadas por deshidrogenasas.
Estos compuestos también actúan inhibiendo o activando a

A pesar denumerosas enzimas con funciones reguladoras,
ello, en muchas ocasiones se dispone de pocos datos acer-

ca de las características de la asociación de tales nu-

cleótidos con las respectivas enzimas.

Una forma de aproximarse al conocimiento de es-

tos procesos consiste en estudiar el comportamiento de las
enzimas frente al tratamiento con reactivos que simulan
la estructura de los nucleótidos de adenina y que pueden
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formar complejos reversibles con la proteína; la existen-
cia adicional de un grupo químico altamente reactivo en

la molécula del análogo, le permite establecer enlaces co-

valentes con diferentes tipos de aminoácidos, durante la
formación del complejo reversible,
unión se transforma en permanente.

Como consecuencia la

Son varios los trabajos en los que se han emple-
ado compuestos derivados de purinas para modificar enzimas

que disponen de zonas de unión para nucleótidos derivados
de la adenina (301-306). Sin embargo, algunos de los aná-

logos empleados, como el 6-(purina-51-ribonucleótido)-5-
(2-nitrobenzoico)-tioeter, utilizado como análogo del AMP
para el estudio de su centro de unión a la fosforilasa b

(303), contienen grupos funcionales muy voluminosos uni-
dos directamente al anillo de la base púrica. Este fac-
tor de tipo estérico puede impedir o alterar la posición
de unión del análogo en cuestión. Otros compuestos care-

cen de la estructura de la ribosa-fosfato, que desempeña
una función importante en la unión de los nucleótidos a

Son varias las enzimas que res-

ponden a la unión de los diferentes nucleótidos, pero que

no lo hacen a las respectivas bases púricas.
análogos de este tipo tenemos al 9-(p-bromoacetamidoben-
zoi 1)adenina (301).

sus respectivos centros.

Entre los

Se ha prestado bastante atención al empleo de
reactivos fotosensibles tales como el di azoma 1oni 1-AMPc

(302), el 8-azidoadenosina-31,51-monofosfato (304) o el
8-azido-ATP (305 ) .

compuestos tienen una amplia capacidad de racción, su em-

pleo presenta algunas dificultades puesto que al someter-
los a irradiación, tienen tendencia a reaccionar con el

Sin embargo, a pesar de que estos

disolvente y con cualquier aminoácido que se halle pró-
En consecuencia, resulta dificil es-ximo al compuesto,

tablecer claramente qué residuos de aminoácidos intervie-
nen directamente en la fijación del nucleótido.
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Uno de los análogos que no parece presentar los
inconvenientes antes citados es el 5 1-p-fluorosulfonilben-

Este compuesto puede ser considerado como

un análogo del ATP, ADP y el AMP, así como de los difosfo-
En su estructura (esquema VII) con-

zo i 1 adenos i na.

piridín nucleótidos.
tiene,además de la molécula de la adenosina, un grupo car-

bonilo ligado a la posición 5 del anillo de la ribosa,

que estructuralmente es muy similar al primer radical fos-
forilo de los nucleótidos de adenina. La observación de

la estructura desplegada, permite apreciar como el radical
p-fluorosulfonilo puede ocupar una posición análoga a la
del radical fosforilo terminal del ATP o de la ribosa

próxima al anillo de nicotinamida de los difosfopiridín
Este radical, por sus características elec-

trofílicas, posee una elevada reactividad que le permite
establecer enlaces covalentes con varios tipos de aminoá-
cidos, entre los que se incluyen serina, tirosina, lisina
e histidina (339), incorporando 5 1-sulfoni 1benzoi 1 adenos i -

na (51-SC^BzAdo) a la proteína.
diata se produce una inactivación irreversible de la en-

zima y si es el caso, una pérdida de la capacidad de re-

gulación de su actividad.

nucleótidos.

Como consecuencia inme-

Así por ejemplo, el 5'-FS02BzAdo reacciona con
residuos de tirosina y cisteína de dos centros distintos
de la piruvato quinasa de músculo de conejo (307), con

un residuo específico de tirosina del centro de unión al
nucleótido de la ATPasa mitocondrial de corazón de buey
(308), con un residuo de lisina del centro de unión al

coenzima de la malato deshidrogenasa mitocondrial de co-

razón de cerdo (309) y del centro de unión al ATP de la

glutamina sintetasa de E.coli (310).

Su empleo ha permitido establecer la existencia
de dos centros reguladores distintos, uno para el ADP y

otro para difosfopiridín nucleótidos, en la molécula de
la glutamato deshidrogenasa de hígado de buey (311).
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ESQUEMA VII RELACION ESTRUCTURAL ENTRE EL COMPUESTO

5 ' - p-FLUOROSULFONILBENZOILADENOSINA Y
LOS NUCLEOTIDOS DERIVADOS DE LA ADEN I NA
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También permitió establecer la existencia de dos zonas del
centro catalítico de la piruvato quinasa de músculo de co-

nejo (312), capaces de ligar al catión magnesio y al sus-

trato fosfoeno1piruvato, durante el proceso de catálisis.
Estudios similares confirmaron evidencias previas acerca

de que el centro regulador alostérico para el AMP y el
ADP de la fosfofructoqui ñas a, es distinto al centro cata-
1ítico.

Aunque la mayoría de los experimentos realizados
con 5'-FS02BzAdo lo han sido empleando enzimas purificadas
(314), hay algunos trabajos en los que el análogo mencio-
nado ha sido empleado como reactivo de afinidad en siste-
mas proteicos heterogéneos (315-317).
sólo un ejemplo, ha sido posible identificar la proteína

quinasa asociada al receptor del factor de crecimiento
epidérmico en células A-431 de carcinoma epidérmico huma-

1 A

empleando para tal menester 5 1 -FSC^Bz [ 4c]Ado (315).

Así, por citar tan

no,

Como se puede apreciar, el compuesto análogo de
los nucleótidos de adenina empleado en la presente Memoria,
ha demostrado poseer una amplia versatilidad de aplicación
al estudio de diversos aspectos, tanto funcionales como

estructurales, relacionados con los centros de las pro-

teínas que cumplen funciones catalíticas y reguladoras.

Recientemente, empleando como reactivo de afini-
dad el compuesto 6-(4-bromo-2,3-dioxobuti 1)tioadenosi na-

51-difosfato, Huang y Colman han confirmado el carácter
alostérico de la activación producida por el ADP sobre la
actividad de la isocitrato deshidrogenasa de corazón de
cerdo (318).
neral importancia de la mencionada técnica analítica y de
su aplicación al conocimiento de los mecanismos de regula-
ción de la actividad enzimática por efectores alostéricos.

Todo ello no hace más que confirmar la ge-



2. MATERIAL Y METODOS
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2.1. REACTIVOS Y PRODUCTOS UTILIZADOS

Los reactivos y productos que se han utilizado en

este trabajo, así como las firmas comerciales que los sumi-
nistraron, son los que se citan a continuación.

2.1.1. REACTIVOS GENERALES

"Bio-Rad Labs."

Acrilamida; azul de bromofenol; azul de Coomassie

R-250; N,N'-dimetilbisacrilamida ; persulfato amónico; SDS;
TEMED.

"Boehringer"
dAMP, sal disódica; adenosina; ADP, sal disódica;

CDP, ácido; CTP, sal disódica; GDP, sal dilítica; IMP, sal

disódica; IDP, sal trisódica; ITP, sal disódica; UDP, sal

dipotásica; UTP, sal trisódica.

"Farmitalia Cario Erba"

Acido ortofosfórico ; acetato de etilo; N,N'-dime-

tilformamida ; n-propanol; tritón X -10 0 ; tolueno.

"Koch Light"
Acetona; benceno; naftaleno.

"Merck"

Acido acético; ácido clorhídrico; ácido fórmico;
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bicarbonato amónico; bicarbonato sódico; n-butanol; carbo-

nato sódico; cloruro cálcico; cloruro de litio; cloruro

magnésico; cloruro potásico; cloruro sódico; deoxicolato
sódico; diciclohexilcarbodiimida; dieti lbarbiturato sódi-

co; dimeti lsulfóxido; etanol; éter etílico; éter de petró-
leo; fluoruro potásico; fluoruro sódico; fosfato monopotá-
sico; glicina; hidróxido potásico; hidróxido sódico; 2-mer-
captoetanol; ninhidrina; piruvato sódico; sacarosa; silica-
gel HF ; sulfato amónico; sulfato cúprico; tartrato254+366
sódico potásico; trietilenamina; urea.

"Panreac"

Acido acético, ácido clorhídrico; ácido tricloro-

acético; hidróxido amónico; isopropanol; lana de vidrio la-
vada; norita.

"Sigma Chemical Co."
Acido hidroximetilglutárico; ácido málico; AMP,

sal sódica; 2'-AMP, ácido; 3'-AMP, ácido; AMPc, ácido;

Ap^A, sal sódica; ATP, sal disódica, benzamidina; bis-tris;
cloruro de p-fluorosulfonilbenzoilo; CMP, sal disódica;
coenzima A, sal de litio; dioleína; DTT; EDTA, sal disódica;

EGTA, sal disódica; etilenglicolmonometi1 éter; fosfatidil-
serina; fosfoserina; fosfoti ros i na; fosfotreoni na; glicerol;
g1 icerol-1-fosfato, sal monosódica; g1ucosa-6-fosfato , sal
monosódica; GMP, sal disódica; GTP, sal monosódica; hepari-
na; hepes; hexametilfosforamida; meva1 ono 1actona ; NAD+;
NADP+; PMSF; PPO; reactivo de fenoles de Folin-Ciocalteus;

ribosa-5-fosfato; tris base; UMP, sal disódica; UTP, sal

di sódica .

2.1.2. PROTEINAS

"Boehringer"
Calmodulina; catalasa; citrato sintasa; 3-fosfo-

glicerato quinasa; gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa;
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g1 i cero 1-3-fosfato deshidrogenasa; g1ucosa-6-fosfato des-

hidrogenasa; malato deshidrogenasa; triosafosfato isómera-
sa.

"Sigma Chemical Co."
Albúmina bovina, fracción V; albúmina de huevo;

alcohol deshidrogenasa de levadura; aldolasa de músculo de

conejo; lactato deshidrogenasa.

"Worthington Biochemical Corp."
Tripsina tratada con TPCK.

2.1.3. REACTIVOS PARA CROMATOGRAFIA

"Bio-Rad Labs."

Affi-Ge 1 Blue; Dowex AG 1X8.

"Eastman KodaK"

Placas de celulosa (13255).

"Gelman Instrument Co."

Papel cromatográfico ITLC, tipo SG.

" LKB"

Ultrogel AcA 34.

"P.L. Biochemicals Inc."

ATP-hexano-agarosa, tipo 3; HMG-CoA-hexano-agaro-
sa.

" Whatman"

DEAE-ce1u1 osa (DE-52); papel cromatográfico tipo
3 MM; papel cromatográfico tipo 31 ET.
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2.1.4. PRODUCTOS RADIOACTIVOS

"New England Nuclear"
r 1 4 i

5'-p-|_adenina-8- CJfluorosulfonilbenzoiladenosi-
na; [2-^c]mevalonato de dibenzoiletilendiamina.

"Radiochemical Center, Amersham"
Acido 3-hidroxi-3-meti1[3-14c] glutárico; ácido

3-hidroxi-3-meti 1 [^H] g 1 utár i co ; [^2P] ortofosfato.

2.1.5. PRODUCTOS PARA AUTORRADIOGRAFIA

"Agfa Gevaert"
Revelador G 150; Fijador G 334.

"Mafe"

Placas para radiografía RP-X1.

PREPARACION DEL R , S [1 4C] HMG-CoA

2.1.6.1. Síntesis del R, S [14C] HMG-CoA

2.1.6.

El compuesto R,S 3-hidroxi-3-meti 1 [3-14c] glutari 1
coenzima A, sustrato de la enzima HMG-CoA reductasa, se sin-
tetizó en nuestro laboratorio a partir del ácido 3-hidroxi-
3-meti1 [3-14C]glutárico y del coenzima A, siguiendo una mo-
dificación del método descrito por Goldfarb y Pitot (319).

Habitualmente , se partió de 500 jjCi de ácido
3-hidroxi-3-meti 1 [s-^cjglutárico (1,56 mg) y 31,04 mg del
mismo ácido sin mareaje radioactivo. Ambos se disolvieron
en 2 mL de acetona anhidra. A continuación se añadían 2 mL

de una disolución acetónica que contenía 82,8 mg de DCCI.
La mezcla se incubaba en un tubo bien cerrado, en un baño

termostatizado a 37Q, durante dos horas, con agitación in-
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termitente. En estas condiciones la DCCI provoca la pér-
dida de una molécula de agua por cada dos moléculas de
ácido hidroximeti 1g1utárico, transformándolo en su anhi-
drido y rindiendo como producto secundario diciclohexi1-
urea.

Transcurrido el tiempo de incubación, la mezcla
se enfriaba en un baño de hielo y se filtraba sobre papel,
con el fin de eliminar el precipitado de dicic1ohexi 1 urea .

El papel de filtro era lavado varias veces con acetona an-

hidra, reuniéndose los líquidos de filtrado, que eran segui-
damente evaporados a sequedad por incubación a 37Q en co-

rriente de nitrógeno.

Al residuo seco obtenido, se le añadían 4 mL de
una disolución de bicarbonato sódico 0,2 N a pH 8,0, que

contenía 200 mg de coenzima A, manteniendo el tubo de reac-

ción en un baño de hielo durante 30 minutos, transcurridos

los cuales, la incubación se prolongaba por espacio de una

hora más, pero a temperatura ambiente y con agitación in-
termitente. A continuación, el pH de la disolución se aci-
dificaba hasta 3,5 añadiendo HC1 1 N.

La separación del producto de la reacción, el

¡3-14c]HMG-CoA, del resto de componentes de la mezcla,
llevó a cabo por medio de una cromatografía descendente
sobre papel Whatman 3 MM, empleando como fase móvil una

mezcla de n-butanol:ácido acético : agua , en proporciones
5:2:3 (v:v:v), operándose en una cubeta de vidrio previa-

La duración de la

se

mente saturada con el mismo disolvente,

cromatografía, que se desarrolla a temperatura ambiente,
suele ser de unas 12 horas.

Una vez completamente seco el papel, se cortaban
dos tiras de unos 2 mm de anchura, correspondientes a ambos
lados del papel, las cuales eran divididas en fragmentos de
1 cm de longitud. Estos eran colocados en viales que conte-
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nían 5 mL de una disolución de PPO al 0,5 % (p/v) en to-
lueno, midiéndose su radioactividad. El [3-14c]HMG-CoA
se localiza en una posición correspondiente a un com-

prendido entre 0,23 y 0,40, mientras que el [3-14C] HMG áci-
do que permanece sin reaccionar, se localiza a un com-

prendido entre 0,84 y 0,93.

Una vez era localizada la zona del papel que con-
r 14 i

tenía el [3- CJ HMG-CoA, se cortaba en tiras de 3,5 cm de
anchura que se sometían a una cromatografía ascendente en

la totalidad del

Estos extremos

agua destilada, con objeto de concentrar

producto en el extremo superior del papel,
eran recortados y el producto era eluído mediante lavados
sucesivos con agua destilada y posterior centrifugación,
con lo cual se conseguía recuperar la casi totalidad del

[3-14c]HMG-CoA contenido en los fragmentos mencionados.

*3 _

El R, S 3-hidroxi-3-meti 1 [JH] g 1 utari 1 coenzima A
se sintetizaba y aislaba siguiendo la misma metodología
descrita para el [ 3-14C] HMG-CoA, con la única diferencia
de que en este caso se partía de 500 jjCi de ácido 3-hidro-
x i - 3-met il[^H]glutárico.

El R,S 3-hidroxi-3-metilglutari1 coenzima A (no
marcado radioactivamente) se sintetizaba de manera análoga,
pero partiendo de ácido 3-hidroxi-3-metilglutárico no ra-

dioactivo. En este caso se incrementaba en 5 veces la can-

tidad de ácido HMG, con objeto de mejorar el rendimiento
del proceso, con respecto al coenzima A.

Tanto el HMG-CoA no radioactivo, como el marcado

debían ser valorados con objeto de conocer su,4C o 3h,
concentración exacta.

con

2.1.6.2. Valoración espectrofotométrica del HMG-CoA

La valoración del producto sintetizado según el
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método descrito en el apartado anterior, se efectuó si-

guiendo una modificación del método de Knappe (320).

En dos cubetas espectrofotométri cas de 1 cm de pa-

so de luz se disponían las siguientes disoluciones: 0,2 mL
de Tris/HCl 1 M pH 8,0; 0,5 mL de MgC12 0,2 M; 0,1 mL de ma-
lato 0,1 M; 0,05 mL de NAD+ 0,03 M; 0,02 mL de DTT 0,17 M y

0,48 mL de agua destilada,
un espectrofotómetro de doble haz, Beckman DB-GT, midiéndo-
se la absorbancia a 334 nm.

Ambas cubetas se introducían en

Una vez ajustado el aparato a cero, a la cubeta
problema se le añadían 0,01 mL de malato deshidrogenasa, pro-

duciéndose un aumento brusco de la absorbancia.

ción se añadían 0,05 mL de una preparación cruda de HMG-CoA
liasa, obtenida como se describe en el apartado siguiente,

y 0,05 mL de citrato sintasa, con lo que se producía un se-

gundo aumento instantáneo de la absorbancia, debido funda-
mentalmente a la coloración de la preparación de HMG-CoA
liasa empleada,
adicionaban 0,03 mL de la disolución de HMG-CoA a valorar.

Desde este momento se producía un lento incremento de la ab-
sorbancia, debido a la progresiva formación de NADH, según
se indica en el esquema, que no se detiene hasta que se ha
consumido todo el HMG-CoA presente en la cubeta.

A continua-

Tras unos minutos de estabilización, se

Malato deshidrogenasa
a) Malato Oxalacetato

NAD+ NADH

HMG-CoA liasa
b) HMG-CoA ■>Acetil-CoA + Oxalace-

tato.

Citrato sintasa
c) Oxalacetato + Acetil-CoA

Citrato + Coenzima A

Los datos obtenidos fueron tratados de acuerdo con
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la siguiente expresión:

E2 E 911
1

HMG-CoA (mg/mL) = 1 +

3,3 ei-e2 v

E^= aumento de absorbancia producido al añadir la
malato deshidrogenasa.

E2= aumento de absorbancia producido al añadir el
HMG-CoA a valorar.

v = volumen de la muestra a valorar, expresado en

mi ero 1 i tros.

El factor 3,3 incluye el coeficiente de extinción
molar del NADH, así como las transformaciones necesarias pa-

ra que el resultado aparezca expresado en mg/mL de HMG-CoA.
El factor 911 corresponde al peso molecular del

HMG-CoA.

En el caso del [3-14c] HMG-CoA
cuota de 10 jjL en un papel de filtro Whatman 31 ET que, una
vez seco, se introducía en un vial de centelleo que contenía
5 mL de una disolución de PPO al 0,5 % (p/v) en tolueno, pa-

ra cuantificar la radioactividad del producto sintetizado.
Si se trataba de [^H] HMG-CoA, se pipeteaban directamente 10
jjL de la preparación obtenida en un vial de centelleo que
contenía, en este caso, 10 mL de una disolución de PPO al

0,5 % (p/v) en tolueno:tritón, 2:1 (v:v). La radioactividad
se medía en un contador de centelleo líquido (Isocap 300,
Searle Inc .).

se sembraba una alí-

Para su empleo como sustratos en el ensayo enzi-
el [3-14C] HMG-CoA y el [3h] HMG-CoA se ajustaban a

una concentración de alrededor de 2,5 mg/mL, con una radioac-
tividad específica comprendida, en ambos casos, entre 3.500
y 4.000 cpm/nmo1.

mático,

2.1.6.3. Preparación de la HMG-CoA liasa
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Se sacrificaba por decapitación una rata de unos

200 g de peso y le era extraído el hígado, cuyo peso osci-
laba alrededor de los 8 g. Este se homogenizaba con 80 mL
de acetona anhidra, previamente enfriada a -20Q, utilizan-
do un homogenizador de vidrio "Potter Elvejhem", con pisti-
lo de teflón.

El homogenado se sometía rápidamente a filtra-
ción por succión de vacío, a través de un embudo con placa
filtrante, lavándose repetidas veces con acetona fría, pa-

ra finalmente lavarlo con 10 mL de éter etílico, libre de

peróxidos. La operación de filtrado se proseguía hasta se-

quedad, obteniéndose un polvo seco que se conservaba a 4S
C, en desecador, manteniéndose la actividad HMG-CoA liasa

durante dos meses.

En el momento de su utilización, la HMG-CoA lia-
sa se extraía a partir de 1 g de polvo acetónico, con 10
mL de una disolución de fosfato sódico 0,05 M pH 7,5, en

La preparación cruda de HMG-CoA lia-
sa se obtenía por centrifugación durante dos minutos a

un pequeño mortero.

12.500 x g, en una centrífuga de sobremesa, modelo Eppen-
dorf. Todas las operaciones se efectuaron a 4QC.

PREPARACION DEL R , S [2- 1 4C] MEVAL0NAT02.1.7.

Este producto nos era suministrado en forma de

[2-^c] meva 1 onato de dibenzoi leti lendiamina , mucho más es-
table que el ácido mevalónico libre, siendo por lo tanto
necesario eliminar previamente la dibenzoi letilendiamina y

obtener la sal sódica del ácido [2-14c]mevalónico.

Todo el proceso se llevaba a cabo en el mismo
r 1 4 ~i

vial en que se nos suministraba 1 jjmol de [2- CJ mevalonato
de DBED, en un volumen de 0,5 mL de etanol , con una ra-

dioactividad específica de 50 mCi/mmol. Una vez 1 iofi 1 iza-
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do el contenido del vial, se añadían 0,5 mL de bicarbonato

sódico 40 mM (20 pmoles) y se dejaba incubar durante una
hora a temperatura ambiente,
a la vez que se formaba la sal sódica del ácido [2-14c] me-
va 1ónico .

Con ello se liberaba la DBED

La amina libre se retiraba por extracción con 1
mL de éter etílico y el resto de éter que permanecía disuel-
to en la fase acuosa se evaporaba en corriente de nitrógeno.

r 14-i
La sal sódica del ácido [2- CJ mevalónico

de DBED, se liofilizaba y el residuo era redisuelto con 5
mL de una solución compuesta por Hepes 104 mM pH 7,4 y me-

valonato no marcado radioactivamente, 40 mM.

diciones de trabajo se obtiene un sustrato con una radioac-
tividad específica de 400 cpm/nmol.

libre

En estas con-

SINTESIS DEL [t-32P ] ATP2.1.8.

El [v-32 p] ATP se sintetizaba en nuestro labora-
torio según el método descrito por Walseth y col. (321) mo-

dificado por Palmer y col. (322), partiendo de [32p] P04Hg
y ADP.

La reacción se llevaba a cabo en el mismo vial

en que se nos suministraban los 10 mCi de [ ^PjPO^g, en
un volumen de 1 mL de agua, al que se añadían 0,35 mL de
una mezcla de sustratos que contenía: Tris/HCl 322 mM pH

9,0; NAD+ 3,4 mM; ADP 0,2 mM; g1 i cero 1 - 1-fosfato 0,6 mM;
Parale-DTT 28 mM; MgC^ 50 mM y piruvato sódico 4,2 mM.

lamente se preparaba una mezcla de enzimas que contenía:
35 jjL (12 U) de g 1 i cero 1-3-f osf ato deshidrogenasa , 1 jjL
(10 U) de tr i osaf osf ato isomerasa, 20 jjL (16 U) de glice-
raldehido-3-fosfato deshidrogenasa, 2 |jL (9 U) de 3-fos-
foglicerato quinasa, 20 jjL (45 U) de lactato deshidrogena-

De esta mezcla enzi-sa y 32 jjL de sulfato amónico 3,2 M.
mática se tomaban 30 jjL que se añadían a un tubo que conte-
nía: 21 jjL de Tris/HCl 0,5 M pH 9,0, 12 jil de DTT 0,1 M y
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147 jjL de agua destilada.

La reacción de síntesis se iniciaba añadiendo

150 uL de la última mezcla descrita al vial que contenía el
[32 p1 junto con los 350 jjL de la mezcla de sustratos
ya descrita. El vial se incubaba a temperatura ambiente
(20-25QC) durante 30 minutos, dándose por finalizada la
reacción cuando más del 95 % del [22P] PO^H^
porado al ADP; es decir, cuando más del 95 % de las cpm de

se había incor-

32 P eran adsorbidas por norita activa que, como es sabido,
adsorbe fundamentalmente el [f-22p] ATP, pero no el [22P] P04
h3.

El ¡V-22P]ATP se separaba del [22p] PO^Hg
dual, por medio de una cromatografía de intercambio iónico
en carbonato de DEAE-ce1u1 osa. Esta resina, en su forma de

carbonato, se preparaba manteniendo la DEAE-celulosa en

constante pero suave agitación, en una disolución saturada
de bicarbonato sódico, durante un tiempo mínimo de dos ho-
ras.

resi-

La mezcla de reacción era aplicada a una columna
de carbonato de DEAE-celulosa de 5 mL de lecho. La colum-

na se lavaba con 10 mL de agua destilada, que servían ade-
más para recuperar todo el contenido del vial. El [22p]
P04H3 que no había reaccionado, era eluído de la columna
por lavado con 15 mL de carbonato de trietilenamina 0,1 M.

Seguidamente, se eluía el [f-22p] ATP con 20 mL de carbona-
to de trietilenamina 1,2 M.

El [f-22p] ATP obtenido, libre de sal,
lizaba para su posterior empleo y de manera rutinaria se

Para ello se sembraban dos alícuo-
o o

tas, una de la preparación obtenida y otra de PO4H3,
a modo de control, sobre una placa de 4 x 20 cm de PEI-ce-
lulosa F cromatofolio PL, de un espesor de 0,1 mm.

damente se realizaba una cromatografía ascendente, emplean-

se 1 iof i -

comprobaba su pureza.

Seguí -
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do como fase móvil una disolución acuosa de LiCl 0,7 M y

ácido fórmico 2 M, en una cubeta de vidrio previamente sa-

turada con la misma disolución. Finalizada la cromatogra-
fía (2-3 horas), la placa se dejaba secar al aire, a tempe-
ratura ambiente,

rradiografía indirecta.

La radioactividad era detectada por auto-

El [y-32
O O

rrespond i ente a un de 0,21, mientras que el [^PjPO^Hg
p] ATP se localiza en una posición co-

aparece a un de 0,8. Siguiendo el método anterior, las
preparaciones de [v-^p] ATP no presentan contaminación de

[32pjp0^H^, obteniéndose un rendimiento de síntesis de un
80 a un 90 %.

2.1.9. SINTESIS DEL 51-p-FLU0R0SULFON ILBENZ01LADEN0SI NA

El compuesto 51-p-f1uorosu1foni 1benzoi 1 adenos i na ,

análogo sintético de los nucleótidos de adenina, era sinte-
tizado en nuestro propio laboratorio, siguiendo el método
de Pal y col. (311) modificado por Wyatt y Colman (312).

En una síntesis habitual se partía de 0,83 g de
adenosina (3,08 mmol), que eran disueltos en 10 mL de hexa-
meti lfosforamida, calentando en un baño a 509C, con suave

La disolución se dejaba enfriar a temperaturaagitación.
ambiente y a continuación se añadía 1 g de cloruro de p-

f1uorosu1 fon i 1benzoi 1 o (4,54 mmol).
rio agitar suavemente hasta la completa disolución del pro-

La disolución se dejaba a temperatura am-

biente durante 18 horas, transcurri das las cuales se proce-

día al aislamiento del producto sintetizado.

De nuevo era necesa-

ducto añadido.

A la mezcla de reacción se adicionaban, en una

sola vez, 30 mL de éter de petróleo, estableciéndose dos

fases, de las cuales se recuperaba la inferior, correspon-

diente a la hexametilfosforamida, y que contenía el análo-
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El 5 '-p-f1uorosu 1 fonilbenzoiladenosina era

precipitado por adición lenta de 40 mL de una mezcla cons-

tituída por acetato de etilo:éter etílico, 1:1 (v:v).
mezcla se dejaba reposar durante 30 minutos, formándose un

precipitado blanco, que se recuperaba por filtración a tra-
vés de papel Whatman 3 MM, sobre embudo con placa de vidrio

El producto sintetizado se

dejaba secar al aire sobre el mismo filtro, durante un mí-
Una vez seco se almacenaba a -20QC en

Dado el carácter tóxico de la ma-

go sintetizado.

La

poroso, por succión de vacío.

. nimo de 12 horas.

recipiente bien cerrado,
yoría de los reactivos empleados en este proceso, todas las
operaciones descritas eran llevadas a cabo en vitrina.

Habitualmente, partiendo de las cantidades indi-
cadas, se obtienen entre 1,1 y 1,3 g de 5'-p-f1uorosulfo-
ni 1benzoi 1 adenos i na. Este compuesto presenta un punto de
fusión de 149-1505C y su espectro de absorción ultraviole-
ta, disuelto en etanol absoluto, presenta dos máximos de
absorción a 232 nm y 259 nm, tal como describen los auto-
res antes citados. Su concentración se determinaba espec-

trofotométricamente, disuelto en etanol absoluto, tomando

como valor del coeficiente de extinción molar a 259 nm,

1,35 x 104 cm”1M~1.
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2.2. CONDICION DE LOS ANIMALES UTILIZADOS

2.2.1. RATAS

Las ratas utilizadas eran de la raza Sprague-

Dawley, adquiridas en el pabellón de animales de experimen-
tación de la Facultad de Farmacia o cedidas desinteresada-

mente por los Laboratorios Ferrer Internacional S.A.

Se alojaron en el estabulario del Departamento de
Bioquímica , en condiciones de temperatura constante

prendida entre 20 y 22QC y eran alimentadas con una dieta
de pienso "rata-ratón cría", suministrado por la firma Pan-
lab y con acceso libre al agua potable.

com-

Las ratas destinadas a la obtención de la enzima

HMG-CoA reductasa estaban sometidas a un ciclo artificial

de luz y oscuridad, que comprendía un periodo luminoso des-
de las 15 horas a las 3 horas y un periodo oscuro, desde
las 3 horas hasta las 15 horas,

con el fin de que el máximo de actividad HMG-CoA reductasa,
que se alcanza al cabo de seis horas del inicio del perio-
do oscuro, coincidiese con las 9 horas de la mañana,

periodo previo de adaptación a estas condiciones, en ningún
caso era inferior a los diez días.

Este ciclo se mantenía

El

Cinco días antes de ser sacrificadas, las ratas



1 15

eran alojadas en jaulas individuales, con objeto de redu-
cir al mínimo el nerviosismo producido por la presencia de
varios individuos en la misma jaula, que se traduce en la
obtención de muy bajos porcentajes de solubi 1 ización de la

Además, durante estos cinco días

anteriores al sacrificio, las ratas eran alimentadas con ■

una mezcla del pienso citado anteriormente, suplementado
con un 5 % (p/p) de colestiramina, que fue cedida amable-
mente por los Laboratorios Rubio,
de las ratas alimentadas con colestiramina es, aproximada-
mente, cinco veces superior a la de las ratas alimentadas
con una dieta normal (323).

enzima HMG-CoA reductasa.

La actividad reductasa
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2.3. OBTENCION DE LOS PREPARADOS ENZIMATICOS

2.3.1. OBTENCION DE LA HMG-CoA REDUCTASA MICROSOMAL LIBRE

DE HMG-CoA REDUCTASA QUINASA

En determinados experimentos llevados a cabo en

esta Memoria, se ha utilizado como sustrato de las HMG-CoA

reductasa quinasas, HMG-CoA reductasa microsomal.
ma se obtenía en su forma activa, es decir, completamente
desfosfori 1ada , para poder ser posteriormente inactivada,
o sea fosforilada, por acción de las HMG-CoA reductasa qui-
nasas, según el método que se explicará más adelante.

La enzi-

2.3.1.1. Obtención de la HMG-CoA reductasa microsomal

Las ratas se decapitaban a las 9 horas, coinci-
diendo con el máximo de actividad reductasa en estos anima-

Después de desangrado el animal, se le extraía el hí-
gado, que era inmediatamente lavado con la disolución amor-

tiguadora utilizada posteriormente en la homogenización ,

para eliminar los restos de sangre, procediéndose inmedia-
tamente a su homogenización, manteniendo la temperatura a

42c.

les.

Los hígados se homogenizaban en un "Potter Elveh-
jem" provisto de un pistilo de teflón bien ajustado, mante-
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niendo la temperatura en todo momento a 4SC.
amortiguadora, empleada en una proporción de 1:2 (p/v), es-

taba compuesta por, sacarosa 100 mM, fosfato potásico 40 mM
El homogenado

La solución

pH 7,2, EDTA 30 mM, KC1 50 mM y DTT 5 mM.
obtenido se centrifugaba a 15.000 x g durante 25 minutos,
a 49C, en una centrífuga modelo RC-2B, de la marca "Ivan
Sorvall Inc".

El sobrenadante obtenido en esta centrifugación,
era filtrado a través de lana de vidrio para eliminar la
fracción lipídica, y centrifugado de nuevo durante 90 minu-
tos, en una ultracentrífuga marca "Beckman", modelo L5-65.

Los sedimentos de microsomas así obtenidos se re-

suspendían en la misma solución amortiguadora utilizada pa-

ra la homogenización de los hígados, en igual proporción,
y se centrifugaban nuevamente a 105.000 x g, durante 60 mi-

Esta segunda ultracentrifugación se llevaba
a cabo con objeto de eliminar los restos de citosol que ha-
bían quedado impregnando los sedimentos de microsomas.

ñutos, a 49C.

2.3.1.2. Conservación de la HMG-CoA reductasa microsomal

La fracción de microsomas era resuspendida con

la solución amortiguadora compuesta por, sacarosa 100 mM,
Tris/HCl 50 mM pH 7,5, KC1 50 mM y DTT 5 mM, en la propor-

ción de 1 mL por cada 5 g de hígado, empleando un homogeni-
zador manual de vidrio, con pistilo del mismo material, a

49 C. La preparación de reductasa microsomal así obtenida,
cuya concentración de proteína oscila entre 40 y 50 mg/mL,
se repartía en alícuotas de 100 jjL, que se guardaban con-
geladas a -209C.
CoA reductasa se mantiene estable, al menos durante seis

En estas condiciones la actividad HMG-

meses.
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2.3.1.3. Neutralización de la HMG-CoA reductasa quinasa
microsoma1

Para poder determinar la actividad HMG-CoA reduc-

tasa quinasa empleando HMG-CoA reductasa microsomal como

sustrato, era preciso neutralizar previamente la actividad
reductasa quinasa asociada a esta fracción microsomal.

De las tres técnicas descritas, lavado de los se-

dimentos microsomales por tres veces consecutivas con solu-
ción amortiguadora neutra (125), incubación a 372C durante
dos horas (134) y calentamiento a 502C durante 10 minutos
(324), la que proporciona mejores resultados en lo relati-
vo a, rapidez, estabilidad de la actividad reductasa y neu-

tralización de la actividad reductasa quinasa, es la última
El efectode éllas, propuesta por Ramasarma y col. (324).

logrado se basa en la desnaturalización de la reductasa

quinasa microsomal por efecto de la elevada temperatura,

que por el contrario, no afecta a la actividad HMG-CoA re-

ductasa.

Una alícuota de reductasa microsomal obtenida

como se ha descrito en los apartados anteriores (2.3.1.1.
y 2.3.1.2.) era descongelada rápidamente y se le adiciona-
ban 200 jjL de la misma solución amortiguadora en que esta-
ba resuspendida. La concentración de proteína microsomal
resultante era de alrededor de 15 mg/mL. La preparación
se incubaba a 50QC durante exactamente 10 minutos, trans-

curridos los cuales se enfriaba inmediatamente a 42C, en

un baño de agua y hielo. En estas condiciones la activi-
dad HMG-CoA reductasa disminuye entre un 10 y un 15 %,
mientras que la actividad reductasa quinasa se neutraliza
completamente.

2.3.2. PURIFICACION A HOMOGENEIDAD DE LA HMG-CoA REDUCTASA

En la gran mayoría de los experimentos descritos
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en esta Memoria

CoA reductasa quinasas, una HMG-CoA reductasa purificada a

homogeneidad.
máxima actividad, es decir, completamente desfosfori 1ada,
con objeto de poder ser inactivada, es decir, fosforilada,
por acción de las Reductasa quinasas.

se ha utilizado como sustrato de las HMG-

La enzima se obtenía también en su forma de

El proceso de purificación de la enzima HMG-CoA
reductasa se desarrollaba, básicamente, según el método

propuesto por Ness y col. (70), a partir de microsomas de
hígado de rata.

2.3.2.1. Obtención de los microsomas

La metodología empleada era exactamente igual a

la descrita en el apartado 2.3.1.1., obteniéndose los se-

dimentos de microsomas completamente exentos de restos de
ci toso 1.

2.3.2.2. Solubi1ización de la HMG-CoA reductasa de los

microsomas

Son varios los métodos descritos en la literatu-

ra para la solubi1ización de la HMG-CoA reductasa microso-
mal (325), destacando entre ellos el propuesto por Heller
y Gould (65), denominado de congelación y descongelación.
No obstante, el único método con el que se han conseguido
rendimientos elevados y reproduci bles es el propuesto por

Brown y col. (66), con ligeras modificaciones.

El método de solubi1ización combina los efectos

de la congelación y descongelación con los de la incuba-
ción en presencia de una elevada concentración de glicerol.
Los sedimentos de microsomas, preparados tal como se ha
descrito, se sumergían en nitrógeno líquido, manteniéndo-
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los así hasta que toda la masa de proteína estaba bien con-

A continuación, se dejaban descongelar a tempera-gelada.
tura ambiente y seguidamente, se homogenizaban en una solu-
ción amortiguadora compuesta por, sacarosa 100 mM, fosfato
potásico 40 mM pH 7,2, EDTA 30 mM, KC1 50 mM, DTT 5 mM y

g 1 i cero 1 50 % (v/v ) .

a temperatura ambiente, con una proporción de solución amor-

tiguadora de 1 mL por cada 9 gramos de hígado de partida,
empleando un homogenizador manual de vidrio, con pistilo

La suspensión microsomal se dejaba en

reposo durante una hora a la temperatura ambiente y a con-

tinuación, se le añadía solución amortiguadora igual a la
anterior, pero carente de glicerol, hasta alcanzar la pro-

porción de 1 mL por cada gramo de hígado de partida,
guidamente el conjunto se centrifugaba a 105.000 x g duran-
te dos horas, a 203C, obteniéndose un sobrenadante que

constituye el primer solubilizado microsomal y que se con-

serva congelado a -803C, hasta la obtención del segundo
Los microsomas precipitados en la primera

centrifugación, se sometían de nuevo al mismo tratamiento
de congelación y descongelación e incubación con glicerol,
pero en esta ocasión, la incubación a temperatura ambiente
se prolongaba durante 12-14 horas.
somal obtenido en la segunda centrifugación se reunía con

el primero, constituyendo ambos la denominada fracción so-

luble, que contiene habitualmente, entre un 90 y un 120 %
de la actividad reductasa de los microsomas.

dos rendimientos son debidos a que la reductasa en los mi-
crosomas, sólo puede expresar parcialmente su actividad y

es únicamente al so 1 ubi 1 izarse, cuando se manifiesta en su

total idad (68).

La homogenización se llevaba a cabo

del mismo material.

Se-

solubilizado .

El solubilizado micro-

Estos eleva-

Una vez solubilizada la reductasa, todas las ma-

nipulaciones posteriores se llevaron a cabo a la tempera-
tura ambiente y en aquellas ocasiones en que la muestra de
reductasa se congelaba, era preciso activarla, incubándola
a 37QC, durante un tiempo mínimo de 30 minutos, para rever-
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tir el efecto de inactivación de la enzima soluble, por el
frió, descrito por Brown y col. (66) y por Heller y Gould
(78).

A continuación, la fracción soluble se concentra-

ba por precipitación con sulfato amónico al 50 % de satura-
El precipitado, recuperado por centrifugación, se

resuspendía en la siguiente disolución amortiguadora, cons-

tituída por, sacarosa 100 mM, fosfato potásico 40 mM pH 7,2
EDTA 30 mM, KCL 1 M, DTT 5 mM y glicerol 33 % (v/v), hasta
un volumen total aproximado equivalente a 1/15 del peso de
hígado de partida.

c i ón.

La incorporación del glicerol y de la
elevada concentración de KC1 a la disolución amortiguadora,
es imprescindible para aumentar la estabilidad de la enzi¬
ma frente al calor.

2.3.2.3. Calentamiento a 64QC

Este paso de la purificación permite eliminar
una gran cantidad de proteínas contaminantes, sin que re-

suite afectada la HMG-CoA reductasa, por sus especiales ca-

racteristicas.de resistencia a las temperaturas elevadas.

La preparación obtenida en la etapa anterior se

introducía en un erlenmeyer de vidrio Pyrex, que se sumer-

gía en un baño termostatizado a 64QC, durante exactamente
10 minutos, transcurridos los cuales se enfriaba rápidamen-
te por inmersión en un baño de agua y hielo, para hacer
descender la temperatura rápidamente por debajo de los 20Q

La mezcla resultante se centrifugaba a 30.000 x g du-
45 minutos, para separar todas aquellas proteínas

que se habían desnaturalizado durante el calentamiento,

permaneciendo en el sobrenadante la casi totalidad de la
Este sobrenadante se guardaba congelado a -809

C hasta el día siguiente.

C.

rante

reductasa.
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2.3.2.4. Cromatografía en columna de Affi-Gel Blue

La fracción obtenida tras el calentamiento a 649,

una vez descongelada y activada, se diluía hasta cinco ve-

ces su volumen con la siguiente solución amortiguadora:
sacarosa 100 mM, fosfato potásico 40 mM pH 7,2, EDTA 30 mM

y DTT 5 mM, con el fin de rebajar la concentración de KC1
de la muestra hasta 200 mM, antes de aplicarla a la columna.

La muestra diluida se aplicaba a una columna de
Affi-Gel Blue (1,9 x 8 cm) equilibrada previamente con la
solución amortiguadora anterior, a la que se había adicio-
nado KC1 200 mM. La velocidad de elución era de 70 mL/h,

recogiéndose fracciones de 7,5 mL.
lumna, se aplicaba un gradiente lineal de 250 mL totales,
entre 200 mM y 2 M de KC1.

Una vez lavada la co-

Las fracciones con actividad HMG-CoA reductasa

eran mezcladas y concentradas por ultrafiltración en una

célula Amicon, utilizando un filtro PM-10.

se desalaba por repetidas diluciones con la misma solución
amortiguadora exenta de KC1, seguidas de posterior concen-

trac ión.

de 8 mL, a los que se adicionaba glicerol en cantidad su-

ficiente para que quedara al 50 % (v/v), guardándose con-

gelada a -809C hasta el día siguiente.

El concentrado

El volumen final de la muestra era de alrededor

2.3.2.5. Cromatografía en columna de HMG-CoA-hexano-agarosa

La preparación obtenida en el paso anterior se

diluía con su mismo volumen de agua destilada, antes de ser

introducida en la columna de HMG-CoA-hexano-agarosa.
cha columna (1,4 x 3 cm) estaba equilibrada previamente
con una disolución amortiguadora compuesta por, una parte
de glicerol, dos partes de agua destilada y una parte de
la solución amortiguadora empleada en la obtención de los

Di-



123

La velocidad de flujo era de 20 mL/h, reco-

giéndose fracciones de 2 mL.

microsomas.

Después de introducida la muestra, la columna se

lavaba con 20 mL de la misma disolución con la que había
sido equilibrada, a la que se adicionaba 70 mM KC1. A con-

tinuación la actividad reductasa se eluía con 20 mL de la

disolución anterior a la que se adicionaba HMG-CoA para

que quedara a una concentración final de 250 jjM. Una peque-
ña parte de la actividad reductasa eluía al lavar la colum-
na con la solución de equilibrado, adicionada de 0,5 M KC1,
sin embargo, estas fracciones se deshecharon por estar con-

taminadas con otras proteínas.

Las fracciones con actividad HMG-CoA reductasa

se mezclaron y se concentraron por ultrafiItración, hasta
un volumen aproximado de 1,5 mL, con una célula Amicon,

A la preparación de reductasa
así obtenida se le añadía albúmina en cantidad suficiente

para que quedara a una concentración 0,35 mg/mL y se diali-
zaba frente a 1 litro de una disolución amortiguadora com-

puesta por: Tris/HCl 50 mM pH 7,5, EDTA 1 mM y DTT 5 mM,
La enzima se conservaba separada en alí-

cuotas, congelada a -80QC, manteniéndose activa durante al
menos un año.

utilizando un filtro PM-10.

durante 5 horas.

En una purificación habitual se partía de unos

300 g de hígado de rata y operando en estas condiciones,
se obtenían alrededor de 0,5 mg de HMG-CoA reductasa homo-
génea, completamente activa, con una actividad específica
de unas 12.500 unidades/mg y un peso molecular aparente de
55 Kd.
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2.4. TECNICAS ANALITICAS

2.4.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA

UTILIZANDO [3H] HMG-CoA COMO SUSTRATO

La determinación de la actividad HMG-CoA reducta-

sa se llevaba a cabo utilizando sustrato marcado radioacti-

vamente, bien con tritio, bien con

tre ambos métodos radica básicamente en la separación del

producto formado durante la reacción, del sustrato que per-

En la mayoría de los experimentos
presentados, se ha utilizado el sustrato marcado con

empleándose el sustrato tritiado durante los procesos de
purificación.

14
C. La diferencia en-

manece sin reaccionar.
14

C,

La determinación de la actividad reductasa utili-

se realizaba por una modificación delzando [3H] HMG-CoA,
método de reparto entre fases, propuesto por Philipp y Sha-

piro (326 ). La reacción enzimática en la que se basa el
método es la reducción del HMG-CoA a ácido mevalónico, que

conlleva la cesión de cuatro electrones a partir de dos mo-

léculas de NADPH. La actividad HMG-CoA reductasa se deter-

mina cuantificando la mevalonolactona (MVL) tritiada produ-
cida a partir del [3h] HMG-CoA.

Cantidades de HMG-CoA reductasa, cuya actividad
no debía ser superior a 0,12 unidades totales, contenidas
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en un volumen de 50 pL, se incubaban con 60 jjL de una di-
solución que contenía 25 Rimóles de Tris/HCl pH 7,2, 0,6 U.
de gl ucosa-6-f osf ato desh idrogenasa , 6 Rimóles de EDTA, 6
p m de gl ucosa-6-fosf ato, 0,5 pinoles de DTT, 0,3 pmoles de
NADP+, 0,06 pg de albúmina y 11,2 pg de [3H] HMG-CoA
(3.500 - 4.000 cpm/nmol), a 37QC durante 15 minutos. La

reacción se detenía al añadir 40 pL de HC1 2,5 N.
riormente se incubaba

Poste-

a 509C durante 10 minutos, para con-

vertir el mevalonato producido en la reacción a su forma
de lactona (MVL) e hidrolizar el HMG-CoA que no había reac-

cionado, a ácido HMG y coenzima A. La diferencia de pro-

piedades entre el ácido HMG y la meva1 ono 1actona facilita
su posterior separación.

Los tubos de reacción, previamente enfriados a

49C, se centrifugaban durante dos minutos a 12.800 x g en

una centrífuga de sobremesa "Eppendorf", a fin de despro-
A continuación, una alícuota de 100

pL del sobrenadante se depositaba en un vial de vidrio pa-
ra contaje por centelleo líquido, al que se le añadían 5
mL de líquido de centelleo, constituido por una disolución
de PP0 al 0,8% (p/v) en tolueno,
gorosamente y se dejaba reposar durante una hora, para per-

mitir el reparto de los compuestos a separar entre las dos
fases.

teinizar la muestra.

Dicho vial se agitaba vi-

En estas condiciones en el vial coexisten el áci-

do [3H] HMG y la [3H] MVL.
tinto coeficiente de reparto de ambos compuestos entre el
agua y el tolueno. La [^HjMVL es un compuesto más hidro-

O

fóbico que el ácido [ HjHMG, de manera que, mientras el
primero tiene tendencia a pasar a la fase orgánica, el se-

gundo la tiene a permanecer en la acuosa. El paso de la

[3H]MVL al tolueno, viene favorecido además, por una reía-
ción de volúmenes entre tolueno y agua de 50 a 1. Las par-

tículas /5 emitidas por el ácido [3h]hmG, que permanece ma-

yoritariamente en el agua, no son detectadas, puesto que

La separación se basa en el dis-
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q

la baja energía de las partículas /J emitidas por el H

permite que sean "apagadas" por el medio acuoso, de manera

que las únicas radiaciones detectadas y cuantificadas son

las procedentes de la [^h]mvl, que se localiza en la fase
orgánica. Sin embargo, rutinariamente, en cada ensayo se

realizaba un blanco que contenía todos los componentes de
la reacción excepto la preparación enzimática. Las cpm

obtenidas eran sustraídas a las obtenidas en el contaje de
cada vial.

2.4.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA

UTILIZANDO [14C] HMG-CoA COMO SUSTRATO

El método seguido para la determinación de la ac-

tividad HMG-CoA reductasa, utilizando como sustrato HMG-CoA

C5es idéntico al descrito en el apartado an-
terior, a excepción de las siguientes modificaciones.

14
marcado con

El sustrato empleado en este caso era [14c]HMG-
C.oA, con una radioactividad específica comprendida entre
3.500 y 4.000 cpm/nmol. La reacción enzimática se desarro-
liaba en las mismas condiciones descritas, excepto que se

detenía añadiendo 60 jjL de una mezcla que contenía, HC1
3,3 N, 1 mg de MVL y 0,2 mg de ácido HMG. La lactona y el
ácido HMG sin mareaje radioactivo se añadían para que ac-

tuasen como portadores, puesto que al incrementar la canti-
dad de los compuestos a transportar se facilita la poste-
rior separación cromatográfica, así como su visua1 ización .

La separación de la [14C]MVL del ácido [^4c]HMG,
se realizaba en este caso, por una modificación del método
de Shapiro y col. (327). Una alícuota de 100 pL del sobre-
nadante desproteinizado, de cada uno de los tubos de reac-

ción, se sometía a cromatografía en capa fina de gel de sí-
, en placas de 20 x 20 cm divididas en seis

carriles, que previamente habían sido activadas por calen-

lice HF
254+366
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tamiento en estufa a 100QC, durante una hora,

grafía se desarrollaba en una cubeta de vidrio, utilizando
como fase móvil la mezcla acetona: benceno, a partes igua-

Finalizada la cromatografi a las placas se dejaban se-

car a temperatura ambiente.

La cromato-

les.

La visua1 ización de la zona en que había quedado
la MVL se hacía con ayuda de una lámpara de luz ultraviole-
ta, observándose una área más oscura en el lugar correspon-

diente a la MVL. Esta área era removida con ayuda de una

espátula metálica y el polvo de gel de sílice obtenido, se

introducía en un vial de vidrio para contaje de centelleo
líquido, al que se añadían 10 mL de líquido de centelleo,
cuya composición era, PPO 0,7 % (p/v), naftaleno 8 % (p/v),
etilenglicolmonometi1 éter 40 % (v/v) y tolueno 60 % (v/v).
Por último, los viales eran contados en un contador de cen-

telleo líquido, como en el caso anterior, tras 30 minutos
de reposo.

Una unidad de HMG-CoA reductasa se define como

la cantidad de enzima que convierte 1 nmol de HMG-CoA en

mevalonato, por minuto, a 37QC.

2.4 o 3 o DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA

QUI NASA UTILIZANDO HMG-CoA REDUCTASA MICR0S0MAL
COMO SUSTRATO

Para determinar la actividad HMG-CoA reductasa

quinasa durante el proceso de purificación, así como en

las diferentes etapas del mismo, se empleó como sustrato
El ensayo consistía

en medir la disminución de la actividad reductasa produci-
da por la acción de las quinasas, comparándola con la de
un control de actividad reductasa.

HMG-CoA reductasa microsomal, activa.

En este ensayo las diluciones de las enzimas re-
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ductasa quinasa se hacían con la disolución compuesta por,

Tris/HCl 50 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, EGTA, 1 mM, albúmina 0,2

mg/mL, DTT 5 mM y PMSF 1 mM.
añadían extemporáneamente (328).

Tanto el DTT como el PMSF se

Inmediatamente antes de iniciar el ensayo se ob-
tenía HMG-CoA reductasa microsomal, libre de HMG-CoA reduc-

tasa quinasa, tal como se describe en el apartado 2.3.1.

Las muestras en las que se quería medir actividad
reductasa quinasa,- diluidas convenientemente y contenidas
en un volumen de 25 pL, se incubaban durante 30 minutos a
37QC, con 25 pL de una disolución preparada extemporánea-
mente y compuesta por: 10 pL de Tris/HCl pH 7,5, NaF 250 mM;
1,5 pL de Mg C12 500 mM; 1,75 pL de ATP 80 mM; 1,75 pL de
AMP 80 mM y 10 pL de HMG-CoA reductasa microsomal (0,5 uni-
dades). Transcurrido este tiempo, la mezcla de reacción
era adecuadamente diluida con la disolución compuesta por,

sacarosa 25 mM, fosfato potásico 40 mM pH 7,2, EDTA 45 mM,
NaF 100 mM, DTT 5 mM y albúmina 0,5 mg/mL (extemporánea) y

la actividad reductasa de 50 pL de esta dilución, que ini-
cialmente contenían 0,1 unidades de reductasa, se determina-

ba tal como se ha descrito en el apartado 2.4.1. o bien en

el 2.4.2., dependiendo del sustrato empleado.

El objetivo de esta última operación de dilución
En primer lugar, detener la reacción de inacti-

vación al producir la quelación del catión Mg
ción de la elevada concentración de EDTA y, en segundo lu-
gar, adecuar la cantidad de reductasa para que la determina-
ción de su actividad se realizase en condiciones óptimas.

era doble.
2 +

, por ac-

Paralelamente, como controles, cuando se procedía
al seguimiento de la actividad reductasa quinasa que eluía
de las distintas columnas, se incubaba un tubo en el que

la muestra de reductasa quinasa se sustituía por 25 pL de
la disolución amortiguadora que contenía la muestra enzimá-
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tica, siendo el resto de los componentes idéntico,
do se trataba de confeccionar las tablas de purificación,

Cuan -

se incubaba un tubo que contenía todos los componentes, ex-

cepto el Mg
2 +

, que era sustituido por agua destilada,
ambos casos estos tubos nos proporcionaron la actividad re-

ductasa antes de ser inactivada por la acción de las quina-

En

sas.

2.4.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA

QUI NASA UTILIZANDO HMG-CoA REDUCTASA HOMOGENEA
COMO SUSTRATO

Para determinar la actividad HMG-CoA reductasa

quinasa en los demás experimentos de esta Memoria, se em-

pleó como sustrato HMG-CoA reductasa purificada a homoge-
neidad y completamente activa. Como en el caso anterior,
el ensayo consistía en medir la disminución de la actividad
reductasa producida por la acción de las quinasas, comparan-

dola con la de un control de la actividad reductasa inicial

que, salvo que se indique lo contrario, contenía todos los
2 +

componentes, excepto el Mg

En este ensayo las diluciones de las enzimas re-

ductasa quinasa se realizaban con la misma disolución amor-

tiguadora descrita en el apartado anterior y las diluciones
de la enzima reductasa se efectuaban con la disolución com-

puesta por: Tris/HCl 50 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, DTT 5 mM, al-
búmina 0,2 mg/mL y PMSF 0,6 mM.
el DTT y el PMSF eran añadidos extemporáneamente y la solu-
ción era calentada previamente a 37QC.

Como en casos anteriores,

La preparación de HMG-CoA reductasa empleada co-

mo sustrato de las quinasas era incubada previamente a 37QC,
durante un tiempo mínimo de 45 minutos, con objeto de re-

vertir la inactivación por el frió descrita por Brown y col.
(66) y por Heller y Gould (78). Las muestras en las que se
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quería medir actividad reductasa quinasa, adecuadamente di-
luidas y contenidas en un volumen de 5 jjL, se incubaban a
37QC, con 10 jjL de la solución de HMG-CoA reductasa homo-
génea y activa (8,5 a 9,5 unidades) y 5 |iL de una disolu-
ción preparada extemporáneamente, que estaba compuesta por,

100 pL de Tris/HCl 100 mM pH 7,5, DTT 10 mM y PMSF 1 mM
(extemporáneo); 25 L de MgCl2 500 mM; 20 ^jL de ATP 80 mM;
20 yL de AMP 20 mM y 35 jil de agua destilada. A los tiempos
0 y 15 minutos de incubación se tomaban alícuotas de 5 jjL
de la mezcla, que se diluían adecuadamente con la disolución
compuesta por, sacarosa 25 mM, fosfato potásico 40 mM pH
7,2, EDTA 45 mM, NaF 100 mM, DTT 5 mM y albúmina 0,5 mg/mL
(extemporánea), previamente calentada a 37QC, con el fin de
detener la acción de las reductasa quinasas y de ajustar la
cantidad de reductasa contenida en 50

descritas en el apartado 2.4.3.. Seguidamente se tomaban
50 jjL de la preparación, a los que se añadían 60 jjL de la
disolución para el ensayo de la actividad reductasa, descri-
ta en el apartado 2.4.2., y se proseguía el ensayo según se

detalla en dicho apartado.

a las condicionesj*L

Es importante destacar el hecho de que en todo
momento la reductasa debe ser mantenida a 379C, con objeto
de prevenir la disminución de actividad que se produciría
al bajar la temperatura;

Aquellas muestras en las que se quería medir ac-

tividad reductasa quinasa en condiciones básales (sin acti-
vador), eran ensayadas en las mismas condiciones, pero sus-

tituyendo la solución de AMP por agua destilada.

La actividad reductasa quinasa se calculaba a

partir de la diferencia entre la actividad reductasa resi-
Una unidad de HMG-dual y la actividad reductasa inicial.

CoA reductasa quinasa se define como la cantidad de enzima
que disminuye la actividad HMG-CoA reductasa en una unidad,
por minuto, a 37QC.
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2.4.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD MEVALONATO QUI NASA

La actividad mevalonato quinasa se determinó si-
guiendo básicamente el método propuesto por Ness y col.(252).
Un volumen de 100 jjL que contenía la muestra enzimática a
ensayar, convenientemente diluida, se incubaba a 37QC, du-
rante 15 minutos, con 200 jjL de una disolución que conte-

jumóles de Hepes pH 7,4, 0,85 jjmoles de DTT, 1,5 jumo-
. les de ATP, 5 pmoles de MgC^, 0,3 mg de albúmina y 0,2
jumóles de [2-^cJmevalonato (400 cpm/nmol).
el tiempo de incubación, la reacción se detenía por adición
de 10 juL de HC1 2,5 N.
ción eran incubados a 509C durante 10 minutos, para asegurar

la completa lactonización del [2-14c] meval onato que no había
reaccionado.

nía 15

Transcurrido

Posteriormente los tubos de reac-

Los tubos de reacción, una vez enfriados a 4QC,

se centrifugaban durante 2 minutos a 12.800 x g, a fin de
desproteini zar la muestra. A continuación, una alícuota
de 250 jjL de la muestra se aplicaba a una columna de inter-
cambio iónico de AG 1X8, en forma de cloruro, (0,5 x 7,5

cm) equilibrada previamente con agua. Con esta cromatogra-
fía, conseguíamos separar el [2-14c]fosfomevalonato del
[2-14c]mevalonato. La columna se lavaba con 2 mL de agua
destilada, seguidos de otros 2 mL de HC1 0,01 N, con lo que

se aseguraba la total elución de la [2-^4c]meva1 ono 1actona.
Finalmente, el [2-14c]fosfomeva1 onato era eluído por lava-
do de la columna con 4 mL de HC1 2,5 N, que se recogían di-
rectamente en un vial de vidrio para contaje por centelleo

líquido al que se añadían 10 mL de una disolución de PP0 al
0,5 % (p/v) en to 1 ueno : tritón, 2:1 (v/v). Los viales se

agitaban enérgicamente y se dejaban reposar hasta la forma-
ción de un gel de color blanco opalescente, momento en el
que se procedía a su contaje.

Una unidad de mevalonato quinasa se define como

la cantidad de enzima que convierte 1 nmol de mevalonato en



132

fosfomeva1 onato , por minuto, a 379C.

2.4.6. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

El método empleado fue el propuesto por Lowry y

col. (329), adaptado por Besadoun y col. (330), para la eli-
minación de productos que producen interferenci as que deri-
van en la obtención de resultados erróneos.

La modificación consiste en la precipitación pre-

via de la proteína a determinar, mediante la adición de TCA
al 10 %, en presencia de deoxicolato sódico al 0,002 %, y

su posterior recuperación por centrifugación a 4.000 x g,

durante 30 minutos, a 49C.

El precipitado se resuspendía en 0,1 mL de NaOH
1 N y 0,1 mL de agua destilada y , seguidamente, se añadía
1 mL de una disolución que contenía Na2C03 al 2 %, CuSO^-
5H20 al 0,5 % y tartrato sódico-potásico al 1 %, en la pro-
porción 100:1:1 (v/v/v), preparada extemporáneamente. Trans-
curridos 10 minutos se añadían 0,05 mL del reactivo de Fo-

1in-Ciocalteus y la extinción del complejo coloreado que se

formaba, después de 30 minutos a temperatura ambiente, se

Todas las determinaciones se compa-

raban con soluciones de albúmina de suero bovino de concen-

tración conocida.

determinaba a 750 nm.

2.4.7. ANALISIS DE NÜCLE0TID0S POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA PRESION

Es bien conocida la tendencia de ciertos nucleó-

tidos a sufrir hidrólisis de los enlaces que unen entre sí
a los diferentes grupos fosfato, especialmente cuando se

Este proceso se ve favorecido además,
por la congelación y descongelación repetida de las disolu-

hallan en di solución .
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En nuestro caso concreto el ATP, por hidrólisis,
puede producir ADP y éste a su vez, por el mismo proceso,

En la totalidad de experimentos de esta Memo-
ria era preciso disponer de soluciones de éstos y otros nu-

cleótidos, que contuviesen una única especie química y que

estuviesen exentos de cualquier contaminación por otros nu-

c1eóti dos.

c i ones.

rendir AMP.

Con objeto de garantizar el cumplimiento de esta
condición, las disoluciones de los nucleótidos de adenina

se sometieron a análisis por cromatografía líquida de alta
presión en fase reversa,

rapidez unida a una alta sensibilidad.

Esta técnica proporciona una gran

Un volumen comprendido entre 30 y 100 |jL de las
disoluciones de los diferentes nucleótidos, a una concentra-

ción 0,3 mM, se aplicaba a una columna "Waters" |ibondapak
C18 de fase reversa, utilizando una velocidad de flujo de
1 , 5 mL/min.

Las condiciones cromatográfi cas fueron las siguien¬
tes :

Solución amortiguadora A: Kh^PO^ 0,25 % pH 5,8
TBAP 0,6 %

Solución amortiguadora B: KH^PO, 0,65 % pH 5,8
0,6%

Metanol 30 %

TBAP

0 % B a 80 % B, durante 20
minutos.

Gradiente de elución:

La detección de los distintos nucleótidos eluídos

se efectuó por lectura de la absorbancia a 254 nm.

las operaciones se desarrollaron a la temperatura de 25QC.
Como se puede observar en las figuras I y 1^, correspon-
dientes al análisis, en las condiciones descritas, de ATP

Todas
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(50 jjL, 0,3 mM) y AMP (50 jjL, 0,3 mM) en disoluciones des-
congeladas una sola vez después de haber permanecido duran-
te un mes y medio congeladas, no se aprecian indicios de
contaminación por otros nucleótidos. En la figura Ic se
expone el resultado obtenido al analizar una muestra de ADP
(30 |jL, 0,3 mM) en las mismas condiciones que las anterio-
res, observándose la existencia en dicha preparación, de una

contaminación por AMP de alrededor de un 10 %.
parte, como se observa en la figura 1^, cuando se sometió
a análisis una preparación de ADP (50 jjL, 0,3 mM), prepara-
da extemporáneamente y no sometida a congelación y descon-
gelación, no se observó contaminación alguna por AMP.

Por otra

A la vista de estos resultados, todas las solucio-
nes de nucleótidos y nucleósidos empleados en el presente
estudio, se preparaban en disolución acuosa a pH 7,0 y se

repartían en alícuotas que se guardaban congeladas a -20QC,
durante un máximo de tiempo de un mes y medio,
cuotas una vez descongeladas y usadas eran

Cuando se empleaban soluciones de ADP, éstas se preparaban
inmediatamente antes de llevar a cabo el experimento desea-
do, no usándose en ningún caso soluciones preparadas con

anterioridad o congeladas previamente.

Estas alí-

desechadas.
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2.5. FOSFORILACION DE LA HMG-CoA REDUCTASA

La HMG-CoA reductasa obtenida como se ha descrito

en el apartado 2.3.2. se sometía a fosforilación en una mez-

cía de reacción que contenía, Tris/HCl 50 mM pH 7,5, DTT 5
mM, EDTA 0,65 mM, EGTA 0,15 mM, PMSF 0,5 mM, albúmina 0,17

mg/mL, MgCl2 15,6 mM, AMP 0,25 mM, [>-32P]ATP 0,5 mM,
una radioactividad específica comprendida entre 750 y 1.000
cpm/pmol y HMG-CoA reductasa desfosfori 1ada 0,18 mg/mL. La
reacción se iniciaba por adición de la HMG-CoA reductasa
quinasa, convenientemente diluida, incubándose a 37QC.

con

A los distintos tirmpos de reacción y con el fin
de determinar el número de fosfatos introducidos por subuni-
dad de HMG-CoA reductasa, se tomaban alícuotas de 5 jjL (0,7
a 0,9 jig de reductasa) en las que se determinaba la radioac-
tividad ligada a la proteína, según el método de Huang y Ro-
binson (331).
tiras de papel cromatográfico ITLC, tipo SG, de 10 x 1,5 cm,

en el mismo lugar donde previamente se habían depositado 10

jjL de una solución de TCA al 20 % (p/v) (1,5 cm de la base).
Seguidamente se efectuaba una cromatografía ascendente, em-

pleando como fase móvil una disolución de KC1 0,2 M y TCA
al 20 % (p/v).
papeles eran secados por calor y se procedía a recortar el
fragmento comprendido entre 1,5 cm por encima y 0,5 cm por

debajo del punto de aplicación de la muestra. Los fragmen-

Las alícuotas mencionadas se sembraban sobre

Una vez desarrollada la cromatografía, los
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tos de papel se introducían en viales de vidrio para conta-
je de centelleo líquido, que contenían 5 mL de una solución'
de PPO al 0,5 % (p/v) en tolueno, determinándose a conti-
nuación la radioactividad existente.

Paralelamente se incubaba una mezcla control,

constituida por los mismos componentes excepto la HMG-CoA
reductasa, que se trataba según la misma metodología. La
radioactividad ligada a la proteína HMG-CoA reductasa se

calculaba a partir de la diferencia de radioactividad liga-
da a las proteínas de ambas muestras.

En otros casos, a los distintos tiempos se toma-
ban alícuotas de 5 jjL (0,7 a 0,9 jjg de reductasa), que se
diluían con 35 jjL de agua destilada. Inmediatamente se de-
tenía la reacción añadiendo 45 |jL de TCA frío al 20 % (p/v).
La precipitación de las proteínas se favorecía añadiendo 5

jjL de una solución de albúmina 8 mg/mL y colocando las alí-
cuotas en un baño de hielo, en el que se dejaban reposar

durante 15 minutos. A continuación se centrifugaban a

12.800 x g durante 5 minutos. Los sobrenadantes eran deshe-
chados y el precipitado se redisolvía en 100 jjL de NaOH
0,1 N frío, volviéndose a precipitar inmediatamente con 100

jjL de TCA al 20 % (p/v). Después de reposar durante otros
15 minutos en hielo, el precipitado se recuperaba de nuevo

por centrifugación durante 5 minutos a 12.800 x g. El se-

dimento se lavaba con 300 juL de éter etílico, para que
arrastrara los restos de TCA que podían haber quedado im-
pregnando al precipitado. Las diferentes alícuotas así
tratadas, se sometían a electroforesis según la técnica
descrita en el apartado 2.8.1., para separar y aislar la
HMG-CoA reductasa fosforilada, así como proceder, bien a

32
la determinación del P ligado a la enzima, aprovechando
el efecto Cerenkov, bien a la hidrólisis parcial para iden-
tificar los aminoácidos fosforilados o bien a su digestión
total con tripsina.
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2.6. REACTIVACION Y DESFOSFORILACION DE LA HMG-CoA

REDUCTASA INACTIVA Y FOSFORILADA

La enzima HMG-CoA reductasa homogénea era inacti-
vada y fosforilada en las condiciones descritas previamen-

Transcurrido el tiempo de incubación,
la reacción se detenía añadiendo EDTA en cantidad suficien-

te para que su concentración fuese tres veces superior a la
de MgCl2-

te en el apartado 2.5.

Seguidamente, con objeto de establecer las condi-
ciones adecuadas para la actuación de la HMG-CoA reductasa
fosfatasa, descritas recientemente en nuestro laboratorio

(180), la mezcla era convenientemente diluida con la diso-
lución amortiguadora compuesta por, Bis-Tris/HCl pH 6,0,
albúmina 0,5 mg/mL y DTT 1 mM.
ción y desfosforilación se iniciaba añadiendo HMG-CoA reduc-
tasa fosfatasa II de citoscl de hígado de rata, cedida ama-

blemente por la Dra. V. Esser.
concentración de HMG-CoA reductasa fosforilada e inactiva

era de 3,6 jjg/mL, el pH del medio era de 6,0 y la concentra-
ción de aquellos compuestos que podían ejercer un efecto
inhibitorio sobre la reductasa fosfatasa, quedaba reducida
a niveles insignificantes.

La reacción de reactiva-

En estas condiciones, la

A los distintos tiempos de reacción se tomaban
alícuotas de la mezcla, que se diluían convenientemente y
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en las que se determinaba la actividad reductasa, según el
Cuando se pretendía poner de ma-

nifiesto el proceso de desfosforilación, a los distintos

tiempos de incubación se tomaban alícuotas de la mezcla
(0,7 a 0,9 jjg de reductasa), que eran inmediatamente some-
tidas a precipitación ácida, seguida de posterior electro-
foresis y cuantificación del ortofosfato radioactivo ligado
a la subunidad de la HMG-CoA reductasa, empleando en todo
momento la metodología expuesta en 2.5.

método descrito en 2.4.2.
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3 2 p2.7. FRAGMENTACION DE LA HMG-CoA REDUCTASA MARCADA CON

2.7.1. DIGESTION CON TRIPSINA DE LA HMG-CoA REDUCTASA

32La HMG-CoA reductasa fosforilada con

tida a digestión total con tripsina, que es una proteasa
que actúa sobre enlaces peptídicos en los que el grupo car-

boxílico es aportado por un aminoácido básico (arginina y

lisina), excepto cuando el aminoácido vecino es prolina.
En todos los casos se emplearon preparaciones de tripsina
con TPCK, con objeto de asegurar el bloqueo de la actividad
quimotripsi na .

P era some-

32 P se sometía a

tripsinizacións directamente sobre la matriz de poliacrila-
mida del gel en que había sido aislada e identificada, tal
como se explica en los apartados 2.5. y 2.9.2.

La HMG-CoA reductasa marcada con

Los segmentos del gel que contenían la reductasa
fosforilada eran incubados durante unos minutos en agua des-
tilada, para permitir la retirada de la cubierta de celofán
empleada en el secado del mismo. Los fragmentos del gel
eran troceados finamente y secados nuevamente en un evapo-

rador centrífugo,
de una disolución de bicarbonato amónico 150 mM pH 8,0 y

urea 2 M, a la que se añadían 35 jjL de una solución de trip-
sina en bicarbonato amónico 150 mM pH 8,0, de una concen-

Una vez secos eran incubados con 650 j"-
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tración 2 mg/mL, con lo cual la concentración final de trip-
sina era de 0,1 mg/mL y la relación tripsi na:proteína, de
5:1 (p/p) aproximadamente.

La muestra se incubaba a 379C, repitiéndose las
adiciones de tripsina periódicamente, cada 12 horas,
vez transcurridas las primeras 60 horas de reacción, se re-

tiraba el sobrenadante y los segmentos del gel se sometían
de nuevo al mismo tratamiento descrito .

proseguía en ambas muestras por separado, hasta un total de
144 horas (6 días), manteniéndose en todo momento la misma

frecuencia en las adiciones de tripsina,
sobrenadantes eran reunidos y evaporados a sequedad en un

evaporador centrífugo, modelo "Speed Vac", de la firma Sa-
El residuo seco se preparaba para proceder al análi-

sis electroforético de los fosfopéptidos resultantes de la
digestión con tripsina de la reductasa fosforilada por las
reductasa quinasas, tal como se describe en el apartado
2.8.2.

Una

La reacción se

Finalmente, ambos

vant.

2.7.2. HIDROLISIS PARCIAL DE LA HMG-CoA REDUCTASA

2.7.2.1 . Hidrólisis ácida

Los segmentos del gel que contenían la subunidad
fosforilada de la HMG-CoA reductasa, una vez desprovistos
de la cubierta de celofán, se incubaron con 0,2 mL de ácido

clorhídrico 6 N durante 2 horas a 110QC, en tubos de vidrio

Pyrex cerrados al vacío,
muestras 1,5 mL de agua tridestilada y, tras breve centrifu-
gación, los sobrenadantes se evaporaban a sequedad en un

evaporador centrífugo.
de agua tridestilada, a los que se añadían 0,5 mL de una

suspensión de una resina de intercambio iónico, del tipo
AG 1X8, en su forma de formiato, ajustándose el pH de la
suspensión entre 7,5 y 8,5 con NH.0H, según lo descrito

A continuación se añadían a las

El residuo seco se disolvía en 10 mL
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(332). La suspensión se mantenía en suave agitación duran-
te al menos 6 horas, a temperatura ambiente.

La resina se empaquetaba en forma de columna, que

era lavada con 1-2 mL de agua tridesti 1ada.
ácidos eran eluídos de la misma con un volumen de 1 a 1,5 mL

de ácido clorhídrico 0,4 N.

Los fosfoamino-

El eluído se evaporaba a seque-

dad y el residuo seco se preparaba para proceder a su análi-
sis por electroforesis en capa fina, según lo descrito en

el apartado 2.8.3.

2.7.2.2. Hidrólisis alcalina

El material de partida era exactamente idéntico al
descrito en el apartado anterior,
tras eran incubadas con 0,2 mL de una disolución de KOH 5 M

Los aminoácidos se purificaban
y trataban como se describe en el apartado anterior, tras
lo cual, se preparaban para su análisis electroforético en

las condiciones descritas en el apartado 2.8.3.

En esta ocasión las mués-

durante 35 minutos a 135QC.
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2.8. TECNICAS ELECTROFORETICAS

2.8.1. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN

PRESENCIA DE SDS

Todas las electrofores is en geles de poliacrilamí-
da realizadas en la presente Memoria, lo fueron en su moda-
lidad de placa, siendo el espesor del gel, en todos los ca-

sos , de 1 mm.

El sistema utilizado fue el de soluciones amorti-

guadoras de pH de tipo discontinuo, descrito por Laemmli y

col. (333), con ligeras modificaciones.

2.8.1.1. Preparación de los geles

Las soluciones de partida empleadas en la confec-
ción del gel eran las siguientes:

Acrilamida 30 % (p/v )-bisacri 1 amida 0,8 % (p/v)
Tris/HCl 1,5 M pH 8,9
Tris/HCl 0,5 M pH 6,8
SDS 10% (p/v)
Persulfato amónico 10 % (p/v), preparado extempo-

ráneamente.
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En primer lugar se procedía a la confección del

gel separador, cuya composición era la siguiente: Tris/HCl
375 mM pH 8,9, acrilamida 7,5 %, bisacrilamida 0,2 %
0,1 %, persulfato amónico 0,05 % y TEMED 0,025 %.
terioridad a la adición de los catalizadores de la reacción

de polimerización, la mezcla era desgaseada al vacío.

SDS

Con an-

Una vez incorporado el TEMED, la solución se ver-

tía entre dos placas de vidrio, perfectamente selladas con

agar caliente al 1,5 % (p/v).
cuidadosamente sobre la superficie, una capa de 5 mm de al-
cohol isopropí1 ico, con objeto de que la superficie del gel,
una vez polimerizado, fuese rectilínea.

Seguidamente se depositaba

A continuación se preparaba la solución que gene-

raría el gel apilador y cuya composición era la siguiente:
Tris/HCl 125 mM pH 6,8, acrilamida 3 %, bi sacr i 1 amida 0,08%
SDS 0,1 %, persulfato amónico 0,05 % y TEMED 0,025 %.

Una vez eliminados los restos de alcohol isopro-
pílico de la superficie del gel separador, por lavado con

la solución anterior exenta de catalizadores, se introducía
una matriz formadora de bolsillos hasta 1,5-2 cm por encima
de la superficie del gel y se añadía la solución del gel
apilador, procurando evitar la formación de burbujas. Cuan-
do concluía la reacción de polimerización, se retiraba la
matriz y los bolsillos formados eran lavados por succión con

una aguja hipodérmica.

En el caso de no ser utilizado inmediatamente, el

gel podía ser almacenado a 43C, de 1 a 3 días, en una atmós-
fera saturada de humedad, teniendo la precaución de llenar
los bolsillos con la solución del gel apilador, exenta de
los catalizadores.

2.8.1.2. Preparación de las muestras

Habitualmente las muestras consistían, bien en
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residuos secos, procedentes de evaporación al vacío, o bien
en precipitados de TCA. Estas eran disueltas en 25 jjL de
una disolución constituida por: Tris/HCl 42 mM pH 6,8, SDS
5 % y 2-mercaptoetanol 5 % (v/v). A esta disolución se aña-
dían 5 jjL de una solución que contenía azul de bromofenol
0,05 % y sacarosa 20 %.

Como sea que en ocasiones las muestras tenían un

pH ácido, que se manifestaba por el viraje al amarillo del
azul de bromofenol, era necesario añadir entre 2 y 5 jjL de
una disolución de Tris/HCL 1,5 M pH 8,9, para restablecer
el pH alcalino.
100QC durante 5 minutos, dejándose atemperar a la temperatu-
ra ambiente antes de sembrarlas.

Seguidamente las muestras se incubaban a

2.8.1.3. Condiciones de la electrofores is

Las muestras eran sembradas en los diferentes bol-

sillos y en aquellos que no contenían muestra alguna, se de-
positaban 25 jjL de la solución empleada en la preparación
de las mismas.

la solución amortiguadora que se utilizaba para desarrollar
la electrofores is y que estaba constituida por: Tris 25 mM,

glicina 192 mM y SDS 0,2 %, pH 8,3.
a cabo en condiciones de intensidad constante, siendo ésta

de 15 mA hasta que el frente formado por el azul de bromo-
fenol alcanzaba el límite del gel apilador, momento en el

La electrofores is se daba por

finalizada cuando el frente del mencionado colorante dista-

ba entre 0,5 y 1 cm del extremo del gel separador.

Los bolsillos se llenaban completamente con

El proceso se llevaba

que se elevaba hasta 25 mA.

2.8.1.4. Tinción y secado de los geles

Acabada la electroforesis, el gel era extraído de
entre las placas de vidrio y sumergido durante 30 minutos
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en una solución constituida por, azul de Coomassie R-250
0,25 % y TCA 50 % (v/v) .

te otros 20 minutos en una solución de ácido acético al 7 %

(v/v) y finalmente, se procedía a su destinción por inmer-
sión en una solución constituida por ácido acético 7 % (v/v)
y alcohol metílico 35 % (v/v), durante varias horas, con re-

petidas renovaciones de dicha solución.

A continuación se mantenía duran-

Una vez desteñidos, los geles se preparaban para
su secado, sumergiéndolos en una solución constituida por

glicerol 3 % (v/v) y alcohol metílico 50 % (v/v), durante
Tras ello se colocaban entre dos hojas de papel

de celofán y se secaban al vacío con calefacción, en un se-

cador de geles modelo GSD-4, de Pharmacia.

3-4 horas.

En determinados experimentos en los que el colo-
rante ligado a la banda de proteína de la subunidad de la
molécula de reductasa, podía interferir en el posterior tra-
tamiento de la misma, se omitía la etapa de tinción del gel

y, lógicamente, también la de destinción, procediéndose úni-
camente a fijar las proteínas mediante inmersión, durante
30 minutos, en una solución de ácido acético al 7 % (v/v).
A continuación el gel se preparaba para su secado, tal como

se ha descrito anteriormente.

2.8.2 ELECTR0F0RESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA

DE SDS Y UREA

El método utilizado es el descrito por Burr y Burr
(334) para la resolución de oligopéptidos de peso molecular
inferior a 10 Kd, empleando también el sistema de soluciones
amortiguadoras de pH, de tipo discontinuo y en presencia de
urea.

2.8.2.1. Preparación de los geles

Las soluciones de partida empleadas en la confec-
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ción del gel eran las siguiente:

Bisacri1 amida 2 % (p/v)

Tris/P04H3 2 M pH 8,0
Tris/P04H3 1 M pH 6,8
SDS 10 % (p/v)
Persulfato amónico 10 % (p/v), preparado extempo¬

ráneamente.

El gel separador tenía la siguiente composición:
340 mM pH 8,0, acrilamida 12,5 %, bisacrilamida

0,11 %, urea 8 M, SDS 0,1 %, persulfato amónico 0,05 % y

TEMED 0,05 %.

Tris/P04H3

En una primera etapa se disolvían la urea y

y bisacri1 ami da ,

para lo cual era preciso incubar el recipiente a 37QC, man-

la acrilamida en la solución de Tris/P04H3

teniendo una suave agitación hasta la completa disolución
Seguidamente se añadía el restode los reactivos sólidos,

de componentes de la disolución.

El gel apilador, cuya composición era la siguien-
te: Tris/P04H3 125 mM pH 6,8, acrilamida 5 %, bisacrilamida
0,07 %, urea 8 M, SDS 0,1 %, persulfato amónico 0,05 % y

TEMED 0,05 %, se preparaba tomando las mismas precauciones
que en el caso anterior.

La preparación de las placas, así como la prepa-

ración del gel, se efectuaba de igual manera a como se ha
descrito en el apartado anterior (2.8.1.1.).
sión la distancia comprendida entre el fondo de los bolsi-
líos y el principio del gel separador era de 2,5-3 cm y la
longitud del gel separador era de 15-16 cm.

En esta oca-

2.8.2.2. Preparación de las muestras

Como en el caso anterior, las muestras eran resí-

dúos secos producto de evaporación al vacío. Estos se di-
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solvían en un volumen de 40-60 jjL de una disolución consti-
tuída por, Tris /PO^Hg 20 mM pH 6,8, urea 8 M, SDS 1 %, 2-
mercaptoetano1 0,02 % (v/v) y azul de bromofenol 0,008 %.
Cuando la propia muestra ya contenía una cantidad suficien-
te de urea, como era el caso de ciertas muestras procedentes
de la digestión tríptica de la reductasa fosforilada, se di-
solvían en el mínimo volumen posible (10Q jjL) de la disolu-
ción anterior, exenta de urea. Una vez completamente di-
sueltas, se incubaban a 1009C durante 5 minutos, dejándolas
atemperar a la temperatura ambiente antes de sembrarlas.

2.8.2.3. Condiciones de la electroforesis

Las muestras eran sembradas en los diferentes bol¬

sillos y en aquellos que no contenían muestra se depositaban
60 jjL de la solución amortiguadora que contenía urea 8 M,
empleada en la preparación de las mismas. Los bolsillos se

llenaban cuidadosamente con la solución amortiguadora em-

pleada en el desarrollo de la electroforesis, cuya composi¬
ción era: PO^Hg/Tris 100 mM pH 6,8, SDS 0,1 %.

El proceso e1ectroforético se efectuaba en condi-
ciones de voltaje constante, siendo éste de 50 voltios,
das las características de los fosfopéptidos a separar, la
electroforesis se daba por concluida cuando el frente forma-
do por el azul de bromofenol, alcanzaba una distancia equi-
valente a 2/3 de la longitud total del gel separador,
estas condiciones la duración aproximada de la electrofore-
sis era de 30 horas.

Da-

En

Acabada la e1ectrofores is , el gel era extraído de
entre las placas de vidrio y depositado inmediatamente en

una bolsa de plástico impermeable, que era herméticamente
sellada por calor,
proceso de tinción y secado puesto que, dado el reducido
tamaño de los o 1 i gopépti dos , éstos no permanecían retenidos

En ningún caso el gel fue sometido al
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en la matriz de poliacri1 amida, sino que resultaban eluídos,
haciendo imposible su posterior detección.

2.8.3. ELECTROFORESIS DE ALTO VOLTAJE EN CAPA FINA

Esta técnica fue empleada para la separación e

identificación de los fosfoaminoácidos resultantes de la hi-

32p.drólisis parcial de la HMG-CoA reductasa marcada con

Las muestras, evaporadas a sequedad, se disolvían
en 8-10 jjL de la solución empleada en la electroforesis, que
estaba constituida por, ácido fórmico:áci do acético : agua ,

2,5:7,8:89,7 (v/v/v) pH 1,9, a la que se incorporaban como

patrones internos, fosfoserina, fosfotirosina y fosfotreo-
Las muestras se aplicaban mediante un tubo capilar,

a 2 cm del extremo de una placa de celulosa de 10 x 20 cm

(Eastman Kodak 13255), procediéndose a su secado con ayuda
de una corriente de aire caliente.

nina.

La superficie de la placa se pulverizaba homogé-
neamente con la solución de electroforesis y ésta se desa-
rrollaba empleando como depósitos de la solución, dos tiras
de electrodo de 6 x 10 mm (Pharmacia 19-3664-01), humedeci-

La separación de los fosfoaminoácidos se

conseguía estableciendo una diferencia de potencial de
1.500 voltios, durante 60-80 minutos,

temperatura de la placa se mantenía entre 2 y 4QC.

das en la misma.

En todo momento la

Finalizada la separación
estufa a 65QC y se pulverizaba con una solución de ninhidri-
na al 0,1 %, tras lo cual volvía a secarse en estufa a 65QC,

para detectar la posición de los fosfoaminoácidos.
timo, las placas eran sometidas a autorradiografía indirecta
tal como se describe en 2.9.2.

la placa se secaba en

Por úl-
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2.9. DETECCION DE PROTEINAS RADIOACTIVAS

2.9.1. FLUOROGRAFIA

Esta técnica se empleaba para la detección de las

proteínas separadas por electrofores is, cuando éstas esta-
ban marcadas con radioisótopos emisores de partículas de ba-

1 4
C, que no podían ser de-ja energía, como es el caso del

tectadas por la técnica de autorradiografía indirecta.

El proceso consiste esencialmente en impregnar el
gel con un compuesto centelleador que transformará la ener-

gíadelas partículas emitidas, en radiación lumínica, la
cual a su vez, es la responsable de impresionar la placa fo-
tográfica adjunta.

El método seguido es el descrito por Hames y Rick-
wood (335), que a su vez es una adaptación de las técnicas
propuestas por Laskey y col. (336,337) y que puede aplicarse
tanto a geles sometidos al proceso previo de tinción y des-
tinción, como a geles sometidos simplemente al proceso de
fijación de las proteínas.

El gel era sumergido en dimetilsulfóxido durante
30 minutos, siguiendo una segunda inmersión en dimetilsul-
fóxido nuevo, durante otros 30 minutos,

miento, que tenía por objeto retirar completamente el agua

Tras este trata-
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que contenía el gel, éste era sumergido en una disolución
de PPO al 20 % (p/v) en dimeti1sulfóxido, por espacio de

Finalmente, y con objeto de provocar la precipi-
tación del PPO en el interior de la matriz del gel, éste se

mantenía en agua durante una hora, después de lo cual se

procedía a su secado, según se describe en el apartado 2.8.
1.4. Los geles secos se colocaban en un chasis metálico,
hermético a la luz, en estrecho contacto con una película

. autorradiográfica tipo MAFE RP-X1 , expuesta previamente a

un destello luminoso, de duración igual o inferior a 1 mili-
segundo, emitido por un flash electrónico modelo Vivitar 283,
situado a unos 60-70 cm de la película, y provisto de un

filtro constituido por los siguientes componentes: un pri-
mer filtro absorbente de radiación infrarroja, un segundo
filtro tipo "deep orange" kodak Wratten ne 22 y, finalmente,
una lámina de papel poroso, tipo Whatman nQ 1.
tados de este tratamiento se consideran óptimos cuando la
absorbancia de la película, medida a 540 nm, antes y después
de la pre-exposición se incrementa en 0,2 unidades.

3 horas.

Los resul-

Con este tratamiento se incrementa considerable-

mente la sensibilidad del método de detección, a la vez que

se consigue establecer una relación de proporcionalidad en-

tre la absorbancia de la imagen f1uorográfica y la radioac-
tividad de la muestra.

Una vez cerrado el chasis, se colocaba a -809C y

una vez transcurrido el tiempo de exposición adecuado, la
película impresionada era revelada manualmente, de acuerdo
con las instrucciones suministradas por el fabricante.

2.9.2. AUT0RRADI0GRAFIA INDIRECTA

La técnica de autorradiografía indirecta fue la
técnica de elección para la localización de las proteínas,
péptidos, o aminoácidos, marcados con ortofosfato radioac-
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tivo, por su alta sensibilidad.

Los geles secos o contenidos en bolsas de plásti-
co impermeable, en el caso de geles húmedos, se colocaban
en un chasis metálico, hermético a la luz, dotado de dos

pantallas intensificadoras (Micron R o Dupont H-Plus).
tre ambas se colocaba el gel en estrecho contacto con una

película autorradiográfica, tipo MAFE RP-X1.
colocaba a -80SC, con objeto de obtener una respuesta lineal,
y una vez transcurrido el tiempo de exposición necesario,

dependiendo de la radioactividad existente en el gel, la pe-

lícula impresionada era revelada manualmente.

En-

El chasis se
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2.10. INACTIVACION DE LA HMG-CoA REDUCTASA QUINASA POR

5'-p-FLUOROSULFONILBENZOILADENOSINA

La mezcla de reacción estaba compuesta por 20 jjL
de la preparación de reductasa quinasa y 20 jjL de una diso-
lución constituida por, barbiturato sódico 40 mM pH 7,4,
51 -FSBA 500 mM, DMF 10 % (v/v), incubándose a 25 2C.

Transcurridos los distintos tiempos de incubación,
se tomaban alícuotas de 5 jjL que eran convenientemente di-
luidas con la disolución amortiguadora compuesta por, Tris/
HC1 50 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, albúmina 0,2 mg/mL,
DTT 5 mM y PMSF 1 mM ( estos dos últimos componentes se aña-
dían extemporáneamente), con objeto de que la determinación
de la actividad reductasa quinasa residual, realizada como

en el apartado 2.4.4., se efectuase en condiciones óptimas
de medida.

En aquellos experimentos en los que se estudiaba
el efecto protector sobre la inactivación por 5' -FSBA, pro-

ducido por diversos compuestos, éstos se incorporaban a la
disolución que contenía el análogo de los nucleótidos de
adenina, en cantidad suficiente para alcanzar la concentra-
ción final deseada en el ensayo.

La disolución que contenía 5'-FSBA debía prepa-
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rarse extemporáneamente, a partir del producto sólido, de
acuerdo con la siguiente secuencia de operaciones,

pesar la cantidad adecuada del reactivo en cuestión, éste
se disolvía en DMF 100 % (v/v) obteniéndose una solución,

que a su vez era convenientemente diluida con el volumen
adecuado de una solución de barbiturato sódico 40 mM pH 7,4,
para alcanzar las concentraciones finales deseadas de 5 ’ -F S
BA y DMF, expuestas con anterioridad.

Tras

Paralelamente, en todos los experimentos se incu-
baba una mezcla control, que contenía todos los componentes,

excepto 5'-FSBA, con objeto de estudiar el efecto producido
sobre la actividad reductasa quinasa, durante el tiempo de
incubación.
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INCORPORACION DE 51-p-[ADENINA-8-14C]SULFONILBENZOIL
ADENOSINA

2.11.

Cada una de las mezclas de reacción estaba cons-

tituída por una alícuota de la preparación de reductasa

quinasa (75 pL) y un volumen equivalente de una disolución
constituida por, barbiturato sódico 40 mM pH 7,4, 51 -p-

[aden i na-8-^ 4C] FS02BzAdo (45,1 mCi/mmol) 500 mM, DMF 10 %
(v/v), incubándose a 25QC durante el tiempo deseado. Trans-
currido el tiempo fijado, la reacción se detenía añadiendo
el mismo volumen de una solución de TCA al 20 % (p/v), fria.

La precipitación de las proteínas se favorecía
colocando los tubos de reacción en un baño de hielo, en el

que se dejaban reposar durante 15 minutos,
se centrifugaban a 12,800 x g durante 5 minutos,
brenadantes eran desechados y los precipitados eran lavados
con 300 pL de éter etílico, para arrastrar los restos de

Las diferentes mués-

tras obtenidas se sometían a electrofores is, en las condi-

ciones descritas en el apartado 2.8.1.

A continuación

Los so-

TCA que podían quedar impregnándolos.

Una vez finalizada la separación e1ectroforética
de las proteínas, el gel, sometido a tinción y destinción o

simplemente al proceso de fijación de las proteínas en él
contenidas, se trataba según la metodología descrita en el
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apartado 2.9.1., con objeto de obtener una película con la
imagen fluorográf ica de aquellas proteínas marcadas con el

compuesto radioactivo,
da de proteína estudiada, se cuantificaba recortando el

fragmento del gel que la contenía e introduciéndolo directa-
mente en un vial de vidrio para contaje de centelleo líqui-

La radioactividad asociada a la ban-

do.

El compuesto 5 1-p-[aden ina-8-14c] FSBA
ministraba disuelto en una mezcla de etanol:agua, 95:5
(v/v). La disolución que contenía 5 '-p-[aden i na-8-^ 4c] FSBA
para el ensayo descrito, se preparaba extemporáneamente, de
manera análoga a lo expuesto en el apartado 2.10., con la
salvedad de que previamente era preciso evaporar el volumen
de disolvente que contenía la cantidad requerida del análo-
go radioactivo. Esta operación se llevaba a cabo en co-

rriente de nitrógeno y sin sobrepasar nunca la temperatura
de 259C.

se nos su-


