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PRESENTACION Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO

En los trabajos publicados en la bibliografía
internacional durante los últimos años, se ha comu-

nicado la purificación hasta homogeneidad aparente
de una actividad Reductasa quinasa procedente de la
fracción microsomal de hígado de rata. Se han comu-

nicado también purificaciones parciales de actividad
Reductasa quinasa procedente de la fracción citosóli-'
ca.

En nuestro propio laboratorio se ha purificado
parcialmente Reductasa quinasa citosólica que ya ma-

nifestó capacidad para fosforilar e inactivar a la
HMG-CoA Reductasa homogénea, aunque se precisaba de*
una etapa final de inmunoprecipitación para aislar
a la Reductasa de otras proteínas fosforiladas.

Con objeto de poder estudiar el proceso de fosfo
rilación en condiciones óptimas se consideró necesario

purificar la Reductasa quinasa a homogeneidad. Esto

permite omitir la etapa de inmunoprecipitación y obte-
ner evidencias más directas del mecanismo de fosfori-

lación de la Reductasa.

Disponer de una preparación homogénea permitirá en

un futuro emprender estudios estructurales de este en-

zima y obtener anticuerpos contra el mismo que harán
posible estudios "in vivo" de la actividad reguladora

de la Reductasa quinasa.
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1. INTRODUCCION

1.1. EL COLESTEROL

El colesterol es un metabolito presente prácticamente
en todas las células eucariotas. Se trata de un compuesto
esteroide incluido dentro del grupo de los menos polares.
Su molécula, de 27 átomos de carbono, tiene la estructu-

ra básica del ciclopentanoperhidrofenantreno con una cade
na lateral de 8 átomos de carbono. Como grupos funciona-
les presenta un doble enlace entre los átomos 5-6 y un gru

po hidroxilo en el carbono 3.
En las células se encuentra en forma no esterificada

como componente imprescindible de sus membranas, asociado
a fosfolípidos y esfingolípidos. Participa en la configura
ción de las características fisico-químicas de las membra-
ñas de forma que, variaciones en la concentración de coles,
terol en las mismas, influencian la capacidad catalítica de
los enzimas unidos a esta estructura, el transporte de meta

bolitos, etc. Es un metabolito necesario tanto para el man-

tenimiento y reparación de las membranas de células estables
como para la síntesis neta de estas estructuras en células
proliferativas.

También determinadas células lo almacenan en su interior

en forma esterificada con ácidos grasos de cadena larga.
Se halla en plasma unido a proteinas plasmáticas y otros

lípidos en forma de complejos macromoleculares. Esterificado
se sitúa en la parte central o "core" del complejo lipopro-
teico y en forma libre en la superficie externa del mismo.
Este tipo de complejos actúan como medio de transporte de
colesterol de unos órganos a otros en función de las nece-

sidades.

El colesterol es imprescindible para la
monas de tipo esteroide: adrenocorticoides y hormonas sexua-

les. Los órganos destinados a la síntesis de estos compues-

tos tienen una alta demanda de colesterol que llega a ellos,
unido a las proteinas plasmáticas, procedente de los órganos
que lo sintetizan como el hígado.

síntesis de hor
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El colesterol es igualmente precursor de la síntesis
hepática de sales biliares, emulgentes importantes en la

digestión intestinal de lípidos de la dieta,que tienen un

papel en el mantenimiento de la homeostasis del colesterol
del organismo.

1.2. BIOSINTESIS DEL COLESTEROL

El colesterol es sintetizado por una vía metabólica
constituida por unas 45 reacciones enzimáticas que partien-
do del acetil-CoA llegan a colesterol. A través de esta vía
no sólo se puede obtener colesterol, sino también una serie
de compuestos poliisoprenoides esenciales para las funcio-
nes celulares.

Los primeros trabajos fueron llevados a cabo por Bloch
y col. en 1940 demostrando que todos los átomos de carbono
de la molécula de colesterol procedían del acetato. Esto

fue deducido por técnicas de mareaje con radioisótopos. Los
animales de experimentación eran alimentados con.acetato mar

14
C,bien en el átomo del grupo metilo o en el del

grupo carboxilo. Se determinaba la radiactividad incorporada
al colesterol por degradación química del mismo en cada ca-

so. Se observó que prácticamente era la misma, concluyendo
con ello, que ambos carbonos se incorporaban por igual a la
molécula de colesterol. Por otra parte, mediante los produc-
tos obtenidos de la degradación sistemática, se pudo saber
qué carbonos procedían del grupo metilo y cuales del grupo

carboxilo del acetato.

Observaciones posteriores permitieron ir completando ca-

da uno de los pasos de la ruta de biosíntesis del colesterol.
Un hecho importante fue el descubrimiento, por parte de Lang
dom y Bloch, de que el escualeno, un hidrocarburo isoprenoi-
de de cadena abierta (concretamente un dihidrotriterpeno),
era un producto intermedio de esta ruta. Cuando se adminis-
traba acetato marcado, la radioactividad se incorporaba con

un rendimiento muy elevado a la cadena.abierta del escualeno.

Administrando escualeno marcado, gran parte del isótopo apa-

recía incorporada al colesterol. Se llegó a la conclusión de

que los cuatro anillos condensados del colesterol se formaban

cado con
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por delación de la cadena abierta del escualeno.
Debido a la estructura isoprenoide del escualeno se de-

dujo que el colesterol se formaba a partir de unidades de

isopreno. El paso de acetato a isopreno se realiza median-
te la síntesis de un metabolito intermedio de gran relevancia
en esta ruta: el ácido mevalónico.

Tradicionalmente la biosíntesis del colesterol se divide

en tres etapas, que a su vez engloban varias reacciones en-

zimáticas:

- Conversión del acetato en mevalonato

- Conversión del mevalonato en escualeno

- Reacciones de ciclación que desde el escualeno rin-
den colesterol.

Las dos primeras etapas transcurren de forma anaeróbica,
mientras que el paso de escualeno a colesterol requiere la

presencia de oxígeno molecular.

1.2.1. CONVERSION DEL ACETATO EN MEVALONATO

La molécula del ácido mevalónico consta de 6 átomos de

carbono y se forma por condensación de tres moléculas de ace-

tato en forma activada de acetil-CoA. El producto intermedio
clave de este proceso es el HMG-CoA.

La primera reacción catalizada por el enzima tiolasa con-

densa dos moléculas de acetil-CoA rindiendo acetoacetil-CoA.

Seguidamente se une una tercera molécula de acetil-CoA por

acción de la HMG-CoA sintasa, formándose el HMG-CoA.

En la mitocondria el HMG-CoA puede escindirse en acetoace^
tato y acetil-CoA para la formación de cuerpos cetónicos,

por acción enzimática de la HMG-CoA liasa. Sin embargo, este
enzima no está presente en citosol donde el HMG-CoA sufre una

reducción del grupo carbonilo esterificado con el coenzima A
rindiendo mevalonato. Este proceso es catalizado por el enzi-
ma HMG-CoA Reductasa que utiliza como fuente de poder reductor
NADPH.

Esta última reacción es un paso irreversible y constituye
un importante aunque no único, punto de control de la biosín-
tesis del colesterol. Como se verá en apartados posteriores,
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el enzima HMG-CoA Reductasa es modulable por numerosos efecto
res entre los que se encuentran el mevalonato y el colesterol.

1.2.2. CONVERSION DEL MEVALONATO EN ESCUALENO

La conversión de mevalonato a escualeno se realiza a tra-

vés de sucesivos productos intermedios activados por fosfori-
lación.

El mevalonatose convierte en una primera fosforilación, ca

talizada por la mevalonato quinasa, en 5-fosfomevalonato. Pos-

teiormente, por la acción de la fosfomevalonato quinasa en 5-pi_
rofosfomevalonato y el resultado de una tercera fosforilación
rinde 3-fosfo-5-pirofosfomevalonato. Este último compuesto es

muy inestable y por descarboxilación y pérdida de un fosfato,
rinde 3-isopentenil-pirofosfato. Esta reacción es llevada a

cabo por la acción enzimática de la pirofosfo-mevalonato-des-
carboxilasa.

Por acción de una isomerasa el 3-isopentenil-pirofosfato
se encuentra en equilibrio con su forma isomérica: 3,3-dime-

tilalilpirofosfato.
La unión cabeza-cola, catalizada por la dimetil-alil-trans_

ferasa, de estos dos isómeros forma geranil-pirofosfato. Este
mismo enzima une una tercera molécula de 3-isopentenil-piro-
fosfato rindiendo farnesil-pirofosfato de 15 átomos de carbo-
no.

Dos moléculas de este mismo compuesto experimentan una

condensación y posterior reducción formando finalmente escua-

leño.

1.2.3. CONVERSION DEL ESCUALENO EN COLESTEROL

En la última etapa de la biosíntesis del colesterol, el
escualeno experimenta un ataque por el oxígeno molecular for-
mando el 2,3-epoxi-escualeno, reacción catalizada por el en-
zima escualeno-monooxigenasa.

Por acción de una ciclasa, el epóxido del escualeno expe-

rimenta delación dando lanosterol. En esta reacción se pro-

ducen una serie de desplazamientos electrónicos a través de
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4 dobles enlaces que dan lugar a un desplazamiento con-

certado 1:2 de grupos metilo e hidruro, que termina pro-

duciendo el cierre de los cuatro anillos.

Finalmente el lanosterol se convierte en colesterol

por eliminación de tres grupos metilo (dos del átomo de
carbono 4 y uno del átomo de carbono 14), saturación del
doble enlace de la cadena lateral y desplazamiento del
doble enlace de la posición 8-9 a la 5-6.

1.3. TRANSPORTE DE COLESTEROL EN EL ORGANISMO

Para abastecer las necesidades de colesterol de las

células del organismo éste debe ser transportado desde el

hígado, principal órgano productor y receptor del colesterol
de la dieta, a otros tejidos por vía plasmática.

El colesterol y sus ésteres, debido a su insolubilidad,

viajan en plasma unidos a proteinas y otros lípidos, ta-
les como triglicéridos y fosfolípidos, formando complejos
macromoleculares denominados lipoproteinas.

Parte del colesterol utilizado por el organismo proce-

de de la propia síntesis que tiene lugar principalmente en

el hígado. A este órgano también llega el colesterol exóge-
no transportado por los quilomicrones, que una vez han per-

dido los triglicéridos, son captados por el tejido hepático
por procesos de endocitosis. Si el aporte de colesterol
de la dieta es elevado se frena la síntesis hepática del
mismo y viceversa (1) incrementando la actividad del enzi-

ma HMG-CoA Reductasa.

El colesterol sale del hígado incorporado, junto a tri-

glicéridos, a proteinas formando un complejo denominado
VLDL que es el encargado primario de la distribución de co-

lesterol y triglicéridos a las células del organismo (2).
En los capilares las VLDL interaccionan con la Lipopro-

teinlipasa liberando la mayor parte de los triglicéridos,
que ingresan mayoritariamente en el tejido adiposo. A cau-

sa de este pérdida, el complejo lípi'do-proteina aumenta su

densidad y disminuye su tamaño transformándose en IDL. Ya

en la circulación, acaban de perder los triglicéridos res-



6

tantes y algunas apoproteinas, convirtiéndose en LDL

cuya composición lipídica es esencialmente colesterol y

ásteres de colesterol. Estas son las encargadas de la
distribución de colesterol a los tejidos extrahepáticos
(3) .

Las LDL son captadas por las células que necesitan
colesterol a través de receptores específicos de LDL,
descubiertos por Anderson, Goldstein y Brown (4), con

los que forman complejos de gran afinidad y se interna-
lizan por endocitosis (5,6).

Las LDL en la célula sufren procesos de degradación
de las proteinas que llevan en los lisosomas liberando
así el colesterol y sus ásteres. Estos últimos son hidro-
lizados por una lipasa ácida (6,7).

Debido a la oportunidad de captar colesterol exógeno
en cantidad suficiente por parte de las células extrahe-

páticas, éstas tienen inhibida la síntesis de este meta-

bolito mediante la disminución de la actividad HMG-CoA

Reductasa (8,9).
Cuando en la célula se produce un exceso de coleste-

rol libre, entran en juego varios mecanismos para evitar

que la concentración intracelular de este metabolito siga
aumentando: represión de la actividad HMG-CoA Reductasa,

represión en la formación de receptores de LDL y estimula-
ción de la actividad del enzima Acil-CoA-colesterol-acil

transferasa (ACAT) que esterifica al colesterol libre (3).

1.4. REGULACION DE LOS NIVELES DE COLESTEROL DEL ORGANIS

MO

El principal órgano de mantenimiento de la homeosta-
sis de colesterol es el hígado. Este órgano tiene tres
fuentes de colesterol:

- Biosíntesis "de novo" por una vía metabólica re-

guiada principalmente por la actividad del enzima HMG-CoA

Reductasa.

- Obtención a partir de las LDL circulantes; este

proceso está regulado por el número de receptores de LDL
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hepáticos.
- Captación de colesterol de la dieta que viene

regulada por los hábitos dietarios del individuo.
La salida del colesterol hepático puede realizarse

por dos vías:
- Síntesis de VLDL para su exportación a tejidos

extrahepáticos.
- Síntesis hepática de sales biliares que serán

excretadas por vía biliar al intestino. Esta ruta de
síntesis está regulada por el enzima Colesterol 7-c<-
hidrolasa.

La regulación coordinada de todos estos factores in-

fluye directamente en los niveles plasmáticos de LDL.

1.4.1. HMG-CoA REDUCTASA, ENZIMA REGULADOR DE LA BIOSIN

TESIS DE COLESTEROL

Tanto "in vivo" como "in vitro" el mevalonato es con-

vertido a colesterol más rápidamente que él HMG-CoA por

lo que se aceptó, y otros hechos lo han confirmado pos-

teiormente, que el enzima HMG-CoA Reductasa es el enzima

limitante, aunque no el único, en la biosíntesis de cole£
terol (10) .

El enzima HMG-CoA Reductasa (Mevalonato:NADP oxidorre-

ductasa, E.C.1.1.1.34) es una proteina de transmembrana lo-
calizada en el retículo endoplasmático y cataliza la reacción
de reducción, dependiente de NADPH, del HMG-CoA a mevalona-
to.

Para proceder a su estudio tradicionalmente se ha solu-
bilizado de los microsomas, para ello se han descrito dis-
tintas técnicas como solubilización por deoxicolato (11),
congelación y descongelación de los microsomas (11,12),
congelación y descongelación en presencia de glicerol al
50% (12), incubación de los microsomas con KC1 4 M (11)...

La Reductasa microsomal es un enzima estable tanto al

frió como al calor. Cuando está solubilizada es sensible

al frió y se inactiva reversiblemente a temperaturas bajas.
La actividad es restaurada por calentamiento a 37 grados
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(13,14) .

Por otra parte es estable a temperaturas elevadas,

propiedad que se aprovecha durante la purificación del
enzima en el método propuesto por Ness y col. (15).

En la bibliografía han sido aportados datos muy het£.
rogéneos acerca del peso molecular del holoenzima y de
sus subunidades. Esta diversidad era debida a la técnica

de solubilización empleada. En 1982, Beg y Osborne (16)
aislaron a una aparente forma holoenzimática de la Reduc-
tasa, cuyo peso molecular determinado por gel filtración
y por equilibrio de sedimentación correspondía a 320.000
daltons. El peso molecular de sus subunidades determina-
do en SDS-PAGE fue de 52.000 y 54.000 daltons.

Otros autores como Heller y col (17) y Kleisek y col.
(18) propusieron como peso molecular del holoenzima
200.000 daltons, determinado por gel filtración.

Por otra parte Ness y col. (19) observaron que las
técnicas de solubilización del enzima por congelación

y descongelación eran dependientes de tiol-proteasas.
Esto implicaba que el enzima obtenido por dichas técnicas,
era una forma proteolizada del nativo.

En 1982 Chin y col. (20) solubilizando Reductasa con

detergentes y en presencia de leupeptina y PMSF, inhibi-
dores de tiol-proteasas, encontraron un peso molecular
de la subunidad de 62.000 daltons.

Estos mismos autores (21) han conseguido inmunopreci-

pitar Reductasa obteniendo un peso molecular de la subuni-
dad de 90.000 daltons. La forma de 62.000 daltons aparecía
a partir de la de 90.000 daltons por acción de proteasas

dependientes de calcio.
Actualmente se ha establecido el peso molecular de la

subunidad, por secuenciación de aminoácidos, en 97.000
daltons para la Reductasa de células de ovario de hámster
(22) .

Ness y Me Creery (23) han aportado un peso molecular
del holoenzima de 1.200.000 daltons,'utilizando técnicas
de radiación de la Reductasa microsomal en un acelerador

lineal. Esta forma holoenzimática sería un decámero.
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1.4.2. TIPOS DE REGULACION DE LA HMG-CoA REDUCTASA

Como figura en el esquema I, propuesto por Gibson,
el enzima HMG-CoA Reductasa está sometido a dos tipos
de regulación a través de señales endocrinas y de tipo
"feed back":

- Regulación a largo plazo que afecta a la can¬

tidad de enzima.

- Regulación a corto plazo que afecta a la capaci.
dad catalítica del enzima.

Los primeros muestran sus efectos a largo plazo ac-

tuando sobre la síntesis y degradación del enzima, mien
tras que los segundos tienen efectos más rápidos actúan
do sobre el nivel de fosforilación del enzima.

1.4.2.1. REGULACION A LARGO PLAZO

En la regulación a largo plazo o sobre la cantidad
de enzima pueden diferenciarse tres tipos de mecanismos:

- Ciclo circadiano de la HMG-CoA Reductasa.

La actividad HMG-CoA Reductasa está sometida a una

amplia variación diurna, siendo de hasta diez veces la
máximo respecto al mínimo.

Esta variación de la actividad está asociada a la

pauta de alimentación y no al ciclo de luz-oscuridad al

que se encuentran sometidos los animales (24).
En ratas mantenidas a periodos de 12 horas de luz y

12 horas de oscuridad controladas, y debido a los hábi-
tos alimentarios nocturnos de estos animales, la acti-

vidad Reductasa alcanza un máximo a las seis horas de

haberse iniciado la fase oscura y cae al mínimo seis
horas después del comienzo de la fase iluminada (25,24).

Gran número de trabajos (26,24,27) apoyan la idea de

que los cambios de actividad Reductasa, que se producen
durante el ciclo, son debidos a variaciones de su velo-

cidad de síntesis, pues pueden inhibirse por sustancias
como puromicina y cicloheximida. Higgins y col. (24) de-
mostraron estas variaciones en la velocidad de síntesis

relación de actividad en el



ESQUEMA I

CONTROL MULTIVECTORIAL DEL ENZIMA
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de la Reductasa midiendo la incorporación de leucina-
tritiada a la HMG-CoA Reductasa purificada.

Edwards y Gould (28) demostraron la existencia de

este ciclo "in vivo" y observaron que el incremento
actividad Reductasa era inhibido por actinomicina D,

sugiriendo que este incremento era debido a la slnte-
sis de mRNA. Posteriormente Edwards (29) demostró que

el ritmo cíclico al que estaba sometida la actividad
de la Reductasa coincidía con el ritmo que sufría la
Reductasa como proteina y los niveles de mRNA para la
Reductasa.

Es importante tener en cuenta que este fenómeno en

los procesos de purificación de este enzima puesto que,

la cantidad que se obtiene puede variar mucho en fun-
ción de la hora del ciclo a la que se sacrifican las
ratas.

- Señales tipo "feed-back".
Gran variedad de esteróles oxigenados, alguno de

los cuales se producen durante la biosíntesis de coles^
terol, el mismo colesterol y productos no esteroideos
como el mevalonato y derivados de su metabolismo, son

potentes inhibidores de la actividad HMG-CoA Reductasa.
Ha sido descrito por varios autores (25,30) que la

actividad Reductasa disminuye cuando los animales son

alimentados con una dieta rica en colesterol.

Goldstein y Brown (31) en cultivos de fibroblas-
tos conseguían disminuciones de un 98% de la actividad
Reductasa cuando añadían al medio LDL. Sin embargo no

se conseguía anular totalmente dicha actividad enzimá-

tica, por lo que estos autores concluyeron que otros

productos derivados del mevalonato eran también impor-
tantes para la célula y que, sólo se anulaba la activi
dad Reductasa cuando la célula estaba totalmente abas-

tecidá de estos metabolitos.

Esto fue probado posteriormente, por estos mismos

autores, añadiendo compactina, un inhibidor competiti-
vo de la Reductasa descubierto por Endo y col.(32), y

LDL. En estas condiciones la producción residual de
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mevalonato se suprimía y la célula respondía aumentan-
do la cantidad de Reductasa para vencer dicha inhibi-
ción. Por otra parte pequeñísimas cantidades de mevalo
nato eran capaces de inhibir la actividad residual de

Reductasa que quedaba en las células en presencia de
LDL.

Estos autores concluyeron que la regulación por

"feed-back" de la Reductasa se llevaba a cabo por lo
menos por dos tipos de mediadores: el colesterol y de
rivados y los productos derivados del mevalonato. En
este tipo de regulación por "feed-back" multivalente
cada uno de los productos finales puede inhibir par-

cialmente al enzima, pero sólo la actuación simultá-
nea de todos ellos lo anula totalmente.

Ha sido muy discutido el mecanismo de esta inhibi-
ción por "feed-back". El colesterol parece que actúa
inhibiendo la síntesis del enzima (33,34). Generalmen-

te con la administración de colesterol se observan dos

tipos de fenómenos, un primer efecto a corto plazo de
inactivación del enzima y otro a largo plazo de dismi-
nución de la síntesis del enzima (35,36,37). Este efec

to también se observa con la administración de mevalo-

nolactona (38).

Edwards y col. (40) demostraron que la administra-
ción de mevalonolactona inhibía la actividad Reductasa

y paralelamente los niveles de su mRNA. Estos mismos
datos fueron aportados por Goldstein y Brown (31) y

por Sinensky y col. (41).
Por otra parte Sinensky y Logel (42) describieron

que una serie de oxisteroles disminuían la vida media
de la Reductasa, que en condiciones normales es de 3
horas aproximadamente (28), incrementando su velocidad
de degradación. Esto ha sido confirmado por otros auto
res (43) .

El mecanismo directo de como pueden estos productos
interferir en las velocidades de síntesis y/o degrada-
ción de la Reductasa no se ha dilucidado todavía. Hay
evidencias (44) de que el colesterol no esterificado
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se une a cromatina. Otros autores como Kandutsch (45)

proponen que los oxisteroles transportados por una

proteina "carrier" citosólica específica (7,5 s) son

la señal que puede actuar reprimiendo la síntesis de
Reductasa a nivel de traducción o de transcripción.

También se ha de considerar que el colesterol y
otros esteróles pueden afectar directamente a la Reduc
tasa por modificación de la naturaleza.fisico-química
de la membrana donde se halla inmersa. Este hecho po-

dría afectar a la conformación de la Reductasa y con-

secuentemente a su actividad catalítica (46).
- Efectos hormonales sobre la HMG-CoA Reduc-

tasa.

Las hormonas que tienen efecto sobre el enzima HMG-

CoA Reductasa pueden englobarse en dos categorías:
- Factores mitogénicos que dan lugar a la pro-

liferación celular.

- Hormonas reguladoras de las funciones celu¬
lares.

Los factores mitogénicos que estimulan la prolife-
ración celular producen aumentos en la demanda de co-

lesterol, por parte de la célula, para la formación de
nuevas membranas. Recientemente algunos trabajos indi-
can que la Reductasa tendría un papel importante en e£
tos procesos (47,48).

El grupo de Porter (49,50) estudió la importancia
de la insulina en el mantenimiento del ciclo circadia-

no de la Reductasa. Demostraron que la administración
de esta hormona, independientemente a la administración
de comida, aumentaba la síntesis de Reductasa. Estos

autores sugirieron que la presencia de insulina era ne-

cesaria para mantener la fluctuación normal de la acti-
vidad Reductasa.

El glucagón y el AMPc disminuyen marcadamente el
aumento normal de la actividad Reductasa durante el ci-

cío (51,52) .

Estudios realizados por Lacksnann y col (49) sobre
el efecto de la insulina en la actividad Reductasa, pu-
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sieron de manifiesto un aumento en la actividad de este

enzima como resultado de la administración de la hormo-

na, tanto en ratas normales como en ratas diabéticas.

También observaron que la respuesta a la insulina era

totalmente contrarrestada por el glucagón cuando éste
se administraba antes que la insulina.

La inducción de la actividad Reductasa producida

por la insulina no va acompañada de cambios en los ni-
veles de colesterol hepático, aunque dietas ricas en

colesterol impiden la estimulación insulinica no parece

probable que el mecanismo de acción de la insulina ten-

ga como señal al colesterol (50).
La insulina y el glucagón pueden tener efecto a

corto plazo favoreciendo la defosforilación (53) o la
fosforilación de la Reductasa respectivamente.

Efectos estimuladores mucho menores se observan

bajo la acción de las hormonas tiroideas (54).
En cuanto a otras hormonas como las sexuales, es-

trógenos, progestágenos y andrógenos, tienen efectos
) sin em-inhibitorios de la actividad Reductasa (55,

bargo, no se sabe si es por su capacidad hormonal o

por ser análogos del colesterol.
Los datos publicados acerca de los efectos de las

hormonas adrenocorticales son altamente contradicto¬

rios.

1.4.2.2. REGULACION A CORTO PLAZO

Además de los mecanismos de regulación a largo pía-
en los apartados precedentes, la activi-

dad del enzima HMG-CoA Reductasa es también modulable

en un plazo más breve por mecanismos de fosforilación y

defosforilación que conllevan inactivación y activación
respectivamente.

Los primeros indicios de este fenómeno fueron apor-

tados por Beg y col. (56) que observaron inactivaciones

rápidas de la actividad HMG-CoA Reductasa en microsomas
tratados con ATP/Mg. Este cambio en el estado de activó.

zo descritos
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dad Reductasa no era revertida por lavado posterior de
los microsomas con la consecuente eliminación del ATP

y del Mg del medio. Tampoco se perdía durante el tiempo

de almacenamiento.

Una actividad inactivadora de la Reductasa, depen-
diente de ATP/Mg fue detectada posteriormente en cito-
sol.

En ausencia de ATP/Mg la actividad Reductasa micro-
somal inactivada podía reactivarse en;presenciá dé frac-
¿iones proteicas procedentes del citosol.

Esta posible modulación de la Reductasa por fosfo-
rilación reversible fue confirmada por Rodwell y col.
(10) quienes utilizando enzimas semipurificados vieron

que la reactivación de la Reductasa era inhibida en pre

sencia de fluoruro, conocido inhibidor de protein fosfa
tasas.

Más evidencias a este fenómeno fueron aportadas por

distintos autores; Berndt y col. (58,59) reportaron que

activación era dependiente de tiempo y de tempera-

tura, y que cuando la fuente de activador se trataba con

tripsina, la activación no tenía lugar.
Los primeros trabajos de Beg y col. con hígado de

rata fueron confirmados por Brown y col. en extractos
de fibroblastos (60).

Posteriormente, Bové y Hegardt (61) consiguieron
inactivaciones de la Reductasa microsomal en ausencia de

factores citosólicos y después de haber lavado los mi-
crosomas varias veces. La inactivación era revertida por

incubación con citosol. Este proceso era inhibido en pre

sencia de fluoruro sódico.

Estos mismos autores demostraron que la incorporación
32 f 32 iZP a partir de l ¡f- ZPJATP a microsomas iba paralela

a la inactivación del enzima HMG-CoA Reductasa. La adi-

la

de

ción de citosol restauraba la actividad y simultáneamen
te liberaba ^ P ligado a proteina.

Gil y col. (62) obtuvieron evidencias más directas
cuando inactivando Reductasa en microsomas con

ATP/Mg,solubilizándola, purificándola y sometiéndola a
[i-32p
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electroforesis en condiciones no desnaturalizantes,

observaron que el
tasa. Por otra parte cuando el enzima marcado con

32
P comigraba con la banda de Reduc-

32JiJP

y purificado se incubaba con fosfatasa parcialmente pu

32P de la bandarificada, se producía la liberación de
de Reductasa y esto era paralelo a la recuperación de
la actividad enzimática.

Esto fue confirmado por Rodwell y Rudney (63,64)

que obtuvieron Reductasa homogénea unida covalentemenL
32P32

También Beg y col. (65) detectaron
unido a inmunoprecipitados obtenidos utilizando un an-

tisuero anti-Reductasa sobre microsomas incubados con

te unida a

j^-32P^ATP y Mg.
Fue descrito un método para obtener Reductasa homo

génea con una elevada radioactividad especifica por fos
forilación de la Reductasa una vez solubilizada (66).

Esto permitía realizar estudios de fosforilación y de-
fosforilación con mayor sensibilidad.

Por tripsinización de la Reductasa marcada con

Font y col. (67) demostraron que el fosfato se incorpo-
raba al menos en dos centros. Estos datos fueron confir

mados por Keith (68) que además aportó que la fosforila
ción era sobre residuos de serina.

Todos estos resultados permiten concluir que la HMG
CoA Reductasa es un enzima interconvertible por fosfo-
rilación y defosforilación, siendo su forma activa la de
fosforilada y su forma inactiva la fosforilada. La exis
tencia de este proceso necesita de actividades enzimáti—
cas que lo lleven a cabo: Reductasa quinasa y Reductasa
fosfatasa.

32p,

1.4.3. CARACTERIZACION DE LA HMG-CoA REDUCTASA QUINASA

Debido a que la capacidad de inactivar a la Reductasa
fue detectada tanto en microsomas como en citosol (57),

ambas fracciones celulares eran posibles fuentes de acti
vidad Reductasa quinasa.

Beg y col. (69) purificaron a homogeneidad aparente
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una actividad Reductasa quinasa de microsomas de higa-
do de rata. El peso molecular del holoenzima era de
380.000 daltons y de 58.000 daltons el de sus subunidades.
Sin. embargo no demostraron que esta proteina purificada
fosforilase a la Reductasa.

Posteriormente Ferrer y Hegardt (70) purificaron a ho-

mogeneidad aparente una Reductasa quinasa microsomal. El

peso molecular correspondiente al holoenzima era de
205.000 daltons y el de la subunidad de 105.000. Esta

32
P a partir depreparación incorporaba

Mg a la Reductasa homogénea. La tripsinización de esta

ATP y

Reductasa marcada daba lugar a la aparición de un único

péptido fosforilado que coincidía con uno de los descritos
por Font y col. (67) .

Nordstrom y col. (71) purificaron parcialmente, por

precipitación con sulfato amónico y cromatografía en DEAE

Sephadex, una actividad Reductasa quinasa a partir de ci-
tosol y obtuvieron un peso molecular del holoenzima de
200.000 daltons.

Según estudios de distribución subcelular de la acti-
vidad Reductasa quinasa, llevados a cabo por Ingebritsen

y col. (72) , la Reductasa quinasa serla un enzima citosó-
lico y la actividad que aparece en microsomas serla debi-
da a la unión inespeclfica de este enzima a las membranas
del retículo endoplásmico. Sin embargo estos datos son

contradictorios con los trabajos de Bové y Hegardt (61) en

los que se encontraban con actividad Reductasa quinasa en

microsomas lavados tres veces.

Se examinaron los requerimientos de nucleótidos (71,
60) para la inactivación de la Reductasa. El ADP y el ATP
fueron casi igualmente activos debido a que rápidamente
pueden interconvertirse por acción de la adenilato quina-
sa. Sin embargo cuando se añadía ATP o ADP y el sistema

regenerador correspondiente para cada nucleótido, la inac
tivación era bloqueada (73) .

Estos y otros estudios indican que la inactivación re-

quiere de la presencia de ambos nucleótidos, ATP y ADP.

Nordstrom y col. (71) demostraron que la inactivación era
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más efectiva cuando la relación ATP/ADP era equimolecu-
lar. Postularon que el ADP actuaba inhibiendo las fosfa-
tasas del medio.

Recientemente se ha descrito al ADP como un activador

alostérico de la Reductasa quinasa citosólica (74).
Ness y col. reportaron que la inactivación de la Re-

ductasa no era tal (75) , sino que este fenómeno se debía
a la presencia del enzima mevalonato quinasa en las pre-

paraciones de Reductasa quinasa. Este consumía el mevalo-
nato transformado por la Reductasa, rindiendo fosfomevalo-
nato lo cual daba lugar a una aparente descenso de la acti

(76) demostraron que ambas ac-vidad Reductasa. Beg y col.

tividades, Mevalonato quinasa y Reductasa quinasa, eran

distintas y separables por procesos cromatográficos.
Ferrer y Hegardt (70) demostraron que su prepararción de
Reductasa quinasa microsomal estaba exenta de actividad
Mevalonato quinasa.

La preincubación de los microsomas a 37 QC durante
dos horas (71) daba lugar a una disminución de la capaci-

dad inactivadora de la Reductasa quinasa microsomal so-
bre la Reductasa. Esta inactivación de la Reductasa quina-
sa no se producía si en la preincubación a 37 QC se aña-

día fluoruro potásico 100 mM (77). Todo ello apuntaba a

que la Reductasa quinasa era también un enzima intercon-
vertible por fosforilación y defosforilación. En este ca-

so la forma activa sería la fosforilada y la inactiva la
defosforilada. Los enzimas encargados de la interconver-
sión de las formas de la Reductasa quinasa eran una pro-

tein fosfatasa y la Reductasas quinasa quinasa. Datos si-
milares se encontraron para la Reductasa quinasa citosóli.
ca.

(77) y también Beg (78) purificaron Reduc
tasa quinasa quinasa a partir de citosol de hígado de rata.
El grupo de Beg demostró que la incubación de Reductasa

quinasa con Reductasa quinasa quinasa y

lugar a un aumento de la. actividad Reductasa quinasa y
32

P ligado a proteina. En
ambos casos existía una dependencia de tiempo. La incuba-

Ingebritsen

ATP daba

paralelamente a un aumento de
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fosforilada con protein fos-

32
P ligado a pro-

teina simultáneamente a la pérdida de actividad Reducta-

sa quinasa.
Datos aportados por Ingebritsen y col. (72) apuntan

a que ambas protein quinasas, Reductasa quinasa y Reducta
sa quinasa quinasa son independientes de AMPc.

Recientemente se ha descrito (79) que la administra-
ción de mevalonolactona a ratas "in vivo" y va asociada
a una inactivación de la HMG-CoA Reductasa en los prime-
ros 20 minutos después de la administración. Esto pare-

ce ser debido a dos hechos, a un aumento de la fosforila-

ción de la Reductasa y de la Reductasa quinasa por incre-

mentó de la actividad Reductasa quinasa quinasa, y a una

disminución de la defosforilación de la Reductasa y de
la Reductasa quinasa por una inhibición de las protein
fosfatasas. El mecanismo de activación "in vivo" de la

Reductasa quinasa quinasa es todavía desconocido.

Beg y col. (80) han descrito la fosforilación y con

secuente inactivación de la HMG-CoA Reductasa por la pro

tein quinasa C purificada de cerebro de rata.

Se ha sugerido, por relación con otras proteinas como

la Piruvato quinasa (81), que la fosforilación de la Re-
ductasa podría incrementar su susceptibilidad a la degra-
dación. Recientes trabajos (82) realizados "in vitro" in-
dican que la forma de 97.000 daltons fosforilada es más
fácilmente proteolizable que la defosforilada.

ción de Reductasa quinasa

fatasa daba lugar a una disminución del

1.4.4. CARACTERIZACION DE LA HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA

Los primeros investigadores que purificaron una acti-
vidad Reductasa fosfatasa a partir de citosol de hígado
de rata fueron Nordstrom y col. (71). La preparación obte
nida era capaz de restablecer, en un proceso dependiente
de tiempo, la actividad Reductasa de microsomas inactiva-
dos previamente con ATP/Mg. Esta actividad era inhibida
en presencia de fluoruro sódico 50 mM.

En nuestro laboratorio fueron aisladas dos Reductasa
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fosfatasas de alto peso molecular, denominadas la y lia,

que por tratamiento con etanol daban lugar a dos fosfa-
tasas de bajo peso molecular (35.000 daltons), Ib y Ilb

respectivamente (83). Se comprobó su actividad Reductasa
fosfatasa por su capacidad de defosforilar a Reductasa

32
P al mismo tiempo que la activaba.

Fue sugerido por estos autores que dichas Reductasa
fosfatasas tenían un carácter metaloenzimático debido a

que eran inhibidas por pirofosfato, fluoruro, ácidos po-

licarboxllicos y azúcares fosforilados y reactivadas por

cationes divalentes como Mg y Mn. La presencia de estos

fosfatasas (84,85,86).
Tres actividades Reductasa fosfatasa fueron aisladas

a partir de microsomas de hígado de rata (87).
En estudios realizados posteriormente (88) se compro

bó que las Reductasa fosfatasas aisladas por Gil y col.
presentaban también actividad sobre otras fosfoproteinas
del metabolismo del glucógeno (glucógeno fosforilasa,
glucógeno sintasa y fosforilasa b quinasa) identificándo
las con las protein fosfatasas descritas por Cohén (89,
•90,91).

homogénea marcada con

cationes activaba a las Reductasa

Por todo lo descrito en la literatura internacional

se ha comprobado que las protein fosfatasas son enzimas
con una amplia especificidad de sustrato.

A la vista de los resultados expuestos se ha sugerido

que la HMG-CoA Reductasa estarla regulada por un sistema

biclclico (65,77) basado en la interconversión por fosfo
rilación y defosforilación de este enzima por la acción
de la Reductasa quinasa y la Reductasa fosfatasa. El mis
mo proceso sufrirla la Reductasa quinasa con la partid-

pación de la Reductasa quinasa quinasa y protein fosfata
sas.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. PRODUCTOS Y REACTIVOS UTILIZADOS

Los productos y reactivos utilizados para la confección
de esta memoria vienen detallados a continuación, agrupados

bajo el nombre de las firmas comerciales que los han sumi-
nistrado:

-"BIO-RAD"

Affi-Gel Blue

Acrilamida

Coomassie Blué Brilliant R- 250

Hidroxilapatita (Bio-Rad-HT)
Persulfato amónico

SDS

TEMED

-"BOEHRINGER MANNHEIN"

Alcohol deshidrogenasa de levadura
Aldolasa de müsculo de conejo
Catalasa de hígado de buey
DTT

—"DIFCO"

Agar noble
-"MERCK"

Cloruro de sodio

Cloruro de potasio
Fluoruro de sodio

Fosfato monosódico

Glicina

2- Mercaptoetanol
Pirofosfato de sodio

Sacarosa

Silicagel 60 ^254 + 366
Sulfato amónico

TCA



21-"KOCH-LIGHT"

Acetona

Benceno

Metoxietanol

Naftaleno

Tolueno

-"LKB"

Ultrogel AcA 34
-"P-L BIOCHEMICALS"

ATP-Hexano Agarosa

-"SIGMA"

Benzamidina

EDTA

EGTA

Glicerol

G-6-P

G-6-P Dh.

HMG-Ac.

MVL

NADP

Ovoalbúmina

PMSF

PPO

Seroalbúmina

Tris

-"WHATMAN“

DEAE-celulosa (DE-32)
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2.2. CONDICIONES DE LOS ANIMALES UTILIZADOS

Las ratas que se utilizaban tanto para la obtención
de Reductasa como de Reductasa quinasa eran de la raza

Sprague-Dawley y su peso oscilaba entre 200 y 250 g.

Las ratas que se destinaban a la obtención de Re-
ductasa quinasa eran alimentadas "ad libitum" con una

dieta de pienso "rata ratón cría", suministrada por Pan-
lab, y agua potable. Eran distribuidas en jaulas con un

máximo de cinco animales en cada una de ellas.

A los animales destinados a ser fuente de HMG-CoA

Reductasa, cinco días antes de ser sacrificados se les

sustituía la dieta normal por una que contenía además un

5% de colestiramina. Paralelamente eran distribuidos en

jaulas de una en una para evitar cualquier tipo de exci-
tación que da lugar a una disminución del rendimiento
en la solubilización del enzima Reductasa.

Las ratas se mantenían en condiciones de temperatura

y humedad adecuadas y se sometían a un ciclo constante
de luz artificial por periodos de doce horas de luz,

comprendidas entre las 3 p.m. y las 3 a.m., y las doce
horas restantes de oscuridad. Esta ciclación evitaba que

sobre los animales influyesen las variaciones estaciona-

les de los periodos de luz—oscuridad, parámetro impor-
tante en el caso de enzimas que sufren variaciones de tipo
circadiano como es el caso de la Reductasa.

2.3. OBTENCION DE MICROSOMAS

La Reductasa, sustrato de la Reductasa quinasa, es un

enzima que se halla inserto en las membranas del retículo
endoplasmático. Estas membranas por el proceso de obten-
ción forman artefactos denominados microsomas.

La fracción microsomal, rica en Reductasa, se ha emple-
ado para seguir y medir la actividad Reductasa quinasa que

eluia de las distintas etapas de purificación.
La Reductasa es un enzima, como ya se ha descrito, que

puede hallarse en dos formas: fosforilada (inactiva) y de-
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fosforilada (activa). Como en este trabajo se trataba de

poner de manifiesto la actividad del enzima que le une

fosfatos, era necesario obtener Reductasa defosforilada.

Esto se conseguía omitiendo la presencia de inhibidores
de fosfatasas durante los procesos de obtención, bien
sea de microsomas o de Reductasa homogénea.

2.3.1.HEPATECTOMIA

Las ratas eran sacrificadas por decapitación con una

guillotina a las 9 a.m.. Esta hora correspondía con el

punto del ciclo en que las células tenían una mayor can-

tidad de Reductasa.

Se procedía a la disección del animal y se le extirpa-
ba el hígado que se sumergía en solución amortiguadora I

manteniéndose a 4 SC en un baño de hielo. A partir de este

punto todas las operaciones se realizaron a 4qc.
La solución amortiguadora I estaba compuesta por:

40 mM pH 7,2
100 mM

50 mM

30 mM

5 mM

c. s.

kh2po4
Sacarosa

KC1

EDTA

DTT

Agua dest.
A continuación el hígado se secaba sobre un papel de

filtro y se pesaba.

2.3.2.HOMOGENIZACION

La homogeneización se llevaba a cabo durante 30 seg.

en un homogeneizador "Potter-Elvejhem" con pistilo de te-
flón. El medio de homogeneización era la solución amorti-

guadora I que se añadía en una relación de 3 mi por cada

gramo de hígado.2.3.3.CENTRIFUGACION Y OBTENCION DE LA FRACCION MICROSO

MAL

El homogeneizado obtenido se sometía a centrifugación



24

a 30,000 x g durante 30 minutos, en una centrífuga Sor-

valí modelo RC-2B equipada con un rotor angular tipo SS-

34.

Esta operación eliminaba por precipitación células
enteras, núcleos, membranas y lisosomas.

El sobrenadante, después de filtrado a través de la-
na de vidrio para eliminar la materia grasa, se sometía
a ultracentrifugación a 105,000 x g durante 120 minutos en

una centrífuga Beckman modelo L5-65B equipada con un ro-

tor angular tipo Ty-35. El precipitado formado estaba com-

puesto de retículo endoplasmático y ribosomas y constituía
la fracción microsomal.

El precipitado era resuspendido y homogeneizado en las
mismas condiciones que las descritas en el apartado 2.3.2.
con solución amortiguadora I en proporción de 2 mi por ca-

da gramo de hígado inicial.
El nuevo homogeneizado se sometía a ultracentrifugación

a 105,000 x g durante 60 minutos.

2.3.4. CONSERVACION DE LOS MICROSOMAS

El precipitado obtenido en la última ultracentrifuga-
ción era resuspendido y homogeneizado en un homogeneizador
manual de vidrio con pistilo del mismo material. El medio
de homogeneización era la solución amortiguadora de micro-

somas que estaba compuesta por:

Tris-HCl

Sacarosa

KCl

DTT

Agua dest.
El volumen de esta solución que se empleaba en la homo-

geneización guardaba la relación de 1 mi por cada 5 gramos

de hígado, de forma que la concentración de proteína era de
alrededor de 25-30 mg/ml.

El homogeneizado era repartido en alicuotas de 0,1 mi
que se guardaban congeladas a -20 QC hasta el momento de
usarlas.

50 mM pH 7,2
100 mM

50 mM

5 mM

c. s.
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2.4. PURIFICACION A HOMOGENEIDAD DEL ENZIMA HMG-CoA

REDUCTASA

La Reductasa homogénea se ha utilizado en este trabajo

para correlacionar cinéticas de inactivación de este enzima

partir de [í-^2p] ATP
por catálisis en ambos casos de la Reductasa quinasa citosó
lica.

32
con la incorporación al mismo de P a

Para la obtención de Reductasa homogénea se siguió par-

cialmente el método descrito por Ness y col (15) y parte

del propuesto por Brown y col. (92). La conjugación de am-

bos métodos, con la introducción de modificaciones en núes-

tro laboratorio, permitió establecer el método de purifica-
ción a homogeneidad de la Reductasa, que a continuación se

detalla.

2.4.1. OBTENCION DEL SOLUBLE MICROSOMAL

Las ratas destinadas a la purificación de la HMG-CóA

Reductasa, cinco días antes de su sacrificio,eran distribuí,

das individualmente en jaulas y alimentadas con una dieta
de pienso que contenía un 5% de colestiramina (93). El sa-

crificio era por decapitación con guillotina a las seis
horas del periodo de oscuridad, que correspondía a las 9
a.m. A esta hora del ciclo la actividad y la cantidad de
Reductasa que contenían los hepatocitos era máxima.

El primer paso de la purificación era la obtención de
microsomas y para ello se seguía una pauta análoga a la
descrita en el apartado 2.3.

Una vez obtenidos los precipitados de la fracción micro
somal se congelaban directamente en nitrógeno líquido.

Seguidamente se homogeneizaban con solución amortigua-
dora I a la que se había adicionada un 50% de glicerol.
Esta operación se realizaba a temperatura ambiente con un

homogeneizador de vidrio con pistilo del mismo material.
La cantidad de solución amortiguadora empleada era de 1 mi

por cada 9 gramos de hígado.
El homogeneizado se incubaba una hora a temperatura
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ambiente; transcurrido este tiempo se diluía con solución
amortiguadora I hasta llegar a una relación 1:1 con res-

pecto al peso de hígado. Seguidamente se centrifugaba a

105,000 x g durante 120 minutos a 15 SC.
El soluble obtenido se guardaba congelado a -80 QC.
El nuevo precipitado de microsomas era congelado con r.

nitrógeno líquido y se repetía el proceso para la obten-
ción de un segundo soluble, según la misma metodología

ya descrita en párrafos anteriores, salvo que este caso

la incubación a temperatura ambiente se prolongaba 12
horas.

2 .4 . 2 . CONCENTRACION CON SULFATO AMONICO Y CALENTAMIENTO

A 64 2C

Se reunían ambos solubles y se concentraban por preci-

pitación , a temperatura ambiente, con sulfato amónico. Es^
te se añadía lentamente en forma sólida hasta llegar al
50% de saturación. En todo el proceso se mantenía una agita
ción suave.

El precipitado se recuperaba por centrifugación a

30,000 x g durante 15 minutos en una centrífuga Sorvall
modelo RC-2B equipada con un rotor angular tipo SS-34.
El precipitado se resuspendía en el mínimo volumen posi-
ble de solución amortiguadora I que además contenía un

33% de glicerol y KC1 1 molar.
El resuspendido se incubaba en baño de agua termostati

zado durante 10 minutos a 64 se. Transcurrido este tiempo
se enfriaba rápidamente en un baño de hielo. Con este tra-
tamiento precipitaban numerosas proteínas acompañantes

por desnaturalización. Estas se eliminaban por ultracentri-

fugación a 105,000 x g durante 30 minutos. Se recogía el
sobrenadante y se guardaba congelado en nitrógeno líquido.

En todo este proceso se conservaba perfectamente la
actividad Reductasa.

2.4.3. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE AFFI-GEL BLUE

El sobrenadante congelado se descongelaba por calenta-
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miento en b.m. a 37 oc y se diluía con un volumen de solu-
ción amortiguadora I sin KC1, suficiente para que la con-

centración final de KC1 fuese de 200 mM.

Esta muestra diluida era introducida en una columna de

Affi-Gel Blue de 10 mi de lecho que había sido previamente

equilibrada con la misma solución amortiguadora en la que

se encontraba la muestra.

La cromatografía se desarrollaba a temperatura ambiente.
La velocidad de flujo de la columna era de 60 ml/h y se re-

cogían fracciones de 7,5 mi.
Una vez la muestra se hallaba dentro de la columna,oesta

se lavaba con solución amortiguadora I 200 mM KC1 hasta que

no eluía proteína.
La elución de la proteína que quedaba aún unida a la co-

lumna se realizaba por aplicación de un gradiente lineal de
KC1 de 0,2 M hasta 2 M en un volumen total de 200ml.

Se reunían las fracciones con actividad Reductasa y se

concentraban con un concentrador marca "Amicon" modelo

202 con una membrana "Diaflo" model "PM-10 de 62 mm de diá-

metro, hasta un volumen aproximado de 10 mi. Seguidamente
se añadían 40 mi de solución amortiguadora I sin KC1 y se

concentraba nuevamente hasta 10 mi. Se repetía una vez más
esta operación de desalado. El concentrado final se comple-
taba a un volumen doble con glicerol. Con estas operaciones
se conseguía obtener una muestra desalada y con un 50% de

glicerol, que se guardaba congelada a -80 QC.

2.4.4. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE HMG-CoA AGAROSA

La muestra se descongelaba en b.m. a 37 SC y se diluía
con agua destilada hasta un volumen doble del inicial para

que la concentración final de glicerol fuese del 25%.
Esta muestra se aplicaba a una columna de HMG-CoA Aga-

rosa de 4 mi de lecho, equilibrada previamente con la so-

lución amortiguadora siguiente: sol. amortiguadora I : gli-
cerol : agua, 1:1:2 (v/v/v).

La cromatografía se desarrollaba a temperatura ambiente.
La velocidad de flujo de la columna era de 20 ml/h y se re-
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cogían fracciones de 2 mi. El lavado de la columna hasta

que no eluía proteína se realizaba con la misma solución

amortiguadora que el equilibrado y seguidamente se pro-

cedía a una elución secuencial con las siguientes solu-
ciones amortiguadoras:

-20 mi de solución amortiguadora I:glicerolragua
(1:1:2) y 70 mM KC1.

-15 mi de solución amortiguadoral:glicerolragua

(1:1:2) con 70 mM KC1 y 0,2 mM HMG-CoA.
-20 mi de solución amortiguadora I:glicerol:agua

(1:1:2) y 500 mM KC1.
La Reductasa homogénea eluía principalmente con la

segunda solución y sólo una pequeña cantidad lo hacia con

la tercera.

Las fracciones con actividad Reductasa se reunían y se

concentraban por ultrafiltración con un concentrador marca

"Amicon" modelo 12 con una membrana de la firma "Diaflo"

modelo "PM-10" de 25 mm de diámetro hasta un volumen aproxi-
mado de 1,5 mi.

A este concentrado se le añadía una cantidad de albúmi-

na suficiente para que la concentración final de la misma
estuviese comprendida entre 0,3 y 0,4 mg/ml.

Esta preparación se dializaba contra un volumen mil
veces mayor de solución amortiguadora de diálisis de la
Reductasa cuya composición era de:

Tris-HCl

EDTA

DTT

Agua dest.
La diálisis se prolongaba un mínimo de cuatro horas.

Terminada la misma la preparación de Reductasa homogénea
distribuida en alícuotas se guardaba congelada a -80 QC.

Rutinariamente se comprobaba la homogeneidad del enzi-
ma mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 7,5%
en SDS según el método de Laemmli (39).

La actividad especifica de la preparación final usual-,
mente era alrededor de 7.500 u/mg proteína.

50 mM pH 7,4

1 mM

5 mM

c. s.
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2.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL ENZIMA

HMG-CoA REDUCTASA

El enzima HMG-CoA Reductasa cataliza la reacción de

reducción del HMG-CoA a mevalonato. El sustrato dador de

electrones es el NADPH. La reacción necesita de cuatro

equivalentes de reducción, por lo que son necesarias dos
moléculas de NADPH por molécula de mevalonato formada.

Los ensayos enzimáticos llevados a cabo en los expe-

rimentos que figuran en esta memoria han sido realizados
según dos métodos distintos que se detallan a continuación.

2.5.1. ENSAYO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA SEGUN EL METODO DEL

SUSTRATO MARCADO CON’14C

Este método se basa en el propuesto por Berndt y col.,
modificado por Shapiro y col. (94) y por Bové y Hegardt

1 4
(61), que permite la medida de la ( C)mevalonolactona

1 4
formada a partir del ( C)HMG-CoA.

El sustrato de esta reacción, R, S- [3-”* 4c] HMG-CoA, se
sintetizaba a partir de ácido ¡3-^4c]-hidroxi-3-metilglu-
tárico, el mismo ácido no marcado y Coenzima A, según el
método de Goldfarb y Pitot (95). El producto de la sínte-
sis se valoraba utilizando el método de Knappe (96).

La mezcla de reacción tenía un volumen final de 0,11

mi con la siguiente composición; a 0,05 mi de la muestra
con distintas cantidades de Reductasa se añadían 0,06 mi

de la solución de ensayo de Reductasa, que llevaba los

siguientes componentes cuyas concentraciones finales eran:

0,12 mM 3.600 cpm/nmol
200 mM pH 7,2
43 mM

0,45 mg/ml
30 mM

2,2 u/mi
0,32 mM

4,6 mM

El medio de reacción se diseñó para que las condicio-

[3-14c] -HMG-CoA
Tris-HCl

EDTA

Albúmina

G-6-P

G-6-P dH

NADP+'
DTT
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nes fuesen óptimas para el desarrollo de la reacción en

zimática. Cada uno de los componentes tenía la misión

que se detalla a continuación:
—Tris-HCl,agente tamponante que mantenía el pH

a 7,2.

--EDTA,agente quelante de metales pesados que po

dían interferir en la reacción.

- DTT,agente reductor y protector de grupos sulf
hidrilo del enzima HMG-CoA Reductasa.

—G-6-P,G-6-P dH,NADPH,constituyen un sistema re

generador de NADPH de forma que permiten mantener la
concentración de este sustrato constante durante toda

la reacción.

- Albúmina,se añade a concentración elevada ac-

tuando como sustrato de posibles proteasas que de no e^
tar ésta dañarían a la Reductasa.

- J3-I-HMG-CoA,sustrato de la Reductasa.
La reacción se iniciaba por la adición de 0,06 mi

de la solución de ensayo de Reductasa sobre los 0,05 mi
de la preparación de Reductasa y la mezcla se incubaba
en un baño termostatizado a 37 qC durante'un tiempo ade
cuado. Transcurrido este tiempo la reacción se detenía
por la adición de 0,06 mi de una solución que contenía:

3,33 N

26,6 mg/ml
HMG Ac. 33,3 mg/ml

La acidificación del medio que comportaba la adición
de ácido clorhídrico daba por terminada la reacción por

desnaturalización de las proteínas. Los otros dos pro-

ductos tenían una importancia en etapas posteriores
del ensayo para permitir visualizar la

HMG Ac.

Acabada la reacción la mezcla se incubaba a 50 QC

durante 10 minutos con el fin de que se formase la lac-
tona del ácido mevalónico y se hidrolizase el HMG-CoA a

HMG Ac.. Esto permitía una mayor facilidad para separar

el sustrato del producto en función de la diferencia de

polaridad que presentan las dos moléculas de los dos com

HCl

MVL

[3-14C MVL y el

iy4c]
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puestos formados, MVL y HMG Ac..

Después de este calentamiento a 50 oc, la mezcla

se manteníadurante 5 minutos a 0 QC tras lo cual se

sometía a centrifugación a 12.000 x g durante dos minu

tos en una centrífuga Eppendorf modelo 5414 S. Con este

tratamiento se conseguía la precipitación de la proteí-
na presente en el ensayo que podía interferir en la se-

C) MVL y (1414
paración de la ( C) HMG Ac.

14
C) MVL DEL2.5;2. SEPARACION CROMATOGRAFICA DE LA (

14
( C) HMG Ac.

1414
Para la separación del ( ' *C) HMG Ac. de la ( ’"C) MVL

se empleó la cromatografía en capa fina en placas croma

tográficas de Silicagel 60 hF254+366 mm de espe-
sor.

Las placas de vidrio, soporte de la capa de Silicagel
debían estar perfectamente limpias y secas. La extensión
de la fase sólida se realizaba con un extensor de la fir

ma "Desaga-Heidelberg" y se trataba de una suspensión
compuesta por:

50 g.

110 mi

Silicagel 60 HF

Agua destilada
Una vez realizada la extensión se dejaba secar a tem-

peratura ambiente aproximadamente durante 8 horas para

después proceder a su activación, eliminando la humedad
por calentamiento a 100 QC durante una hora.

Una vez activadas se sembraban 0,1 mi del sobrenadan

254+366

te libre de proteínas en la base de la placa, a unos 3
cm del borde inferior. La siembra se realizaba en forma

de pequeñas manchas que se secaban antes de desarrollar
la cromatografía.

El desarrollo cromatográfico se llevaba a cabo en una

cubeta cerrada herméticamente que contenía una mezcla de
acetona-benceno en proporción 1:1 (v/v) que saturaba el
ambiente de la cubeta.

Una vez la fase líquida había ascendido hasta unos

3 cm antes del borde superior de la placa, la cromatogra-
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fía se daba por finalizada. Se sacaban las placas de la
cubeta y se dejaban secar a temperatura ambiente.

Seguidamente se procedía a la visualización de la
1 4

C) MVL exponiendo la placa a la luz de una lámpara de
ultravioleta de longitud de onda de 366 nm. Debido a las
características del Silicagel empleado, toda la placa

aparecía fluorescente salvo las zonas ocupadas por la
MVL y el HMG Ac..

En las condiciones del solvente utilizado, la MVL

presentaba un Rf mayor que el HMG Ac.

(

14
2.5.3. CUANTIFICACION DE LA ( C) MVL FORMADA

Sobre la placa se marcaba la mancha correspondiente
14

C) MVL y se rascaba. El polvo resultante era in-
troducido en viales a los que se añadían 10 mi de líqui-
do de centelleo. Este líquido tenía la siguiente composi-
ción:

a la (

Naftaleno

PPO

Metoxietanol

Tolueno

La radiactividad de los viales era cuantificada en

un contador de radiactividad de centelleo líquido de la
firma "Nuclear Chicago" modelo ISOCAP-300.

80 g

7 g

400 mi

600 mi

2.5.4. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA SEGUN EL METODO

3h.DEL SUSTRATO MARCADO CON

Esta técnica se basa fundamentalmente en el método

propuesto por Philipp y Shapiro (94).
El sustrato marcado con tritio, R,S - [3-3h] hidroxi-3-

metilglutarilCoA, era sintetizado basándose en el método
14

de síntesis del mismo compuesto marcado con C pero mo-

dificado para obtener el mismo producto en este caso marca
3

do con H. La valoración se llevaba a cabo por el mismo mé
todo que el

Tanto el volumen como la composición final de la mezcla

HMG-CoA.
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de ensayo eran los mismos que los descritos para el en-
, 14

sayo de
_

trato estaba marcado con 3H.
La reacción se detenía por adición de 0,04 mi'de

HC1 0,2 N.

A partir de este punto se seguía el mismo protocolo
1 4

que para el ensayo de
dante exento de proteínas.

C, con la salvedad de que en este caso el sus

C hasta la obtención del sobreña-

SEPARACION Y CUANTIFICACION DE LA (3H) MVL FORMADA2.5.5.

Después de la centrifugación, 0,1 mi del sobrenadante
eran introducidos en viales a los que se añadían 5 mi de

líquido de centelleo cuya composición era la siguiente:
PPO

Tolueno
3

En este caso en el vial coexistían el ( H) HMG Ac. y la

(3H) MVL,

ciente de partición que presentaban ambos compuestos entre

las dos fases, agua y tolueno. La mevalonolactona es un

compuesto hidrofóbico al contrario del HMG Ac., de forma

que el primero tenia tendencia a pasar a la fase orgánica
mientras que el segundo permanecía en la fase acuosa. El
paso de la MVL al tolueno venía además favorecido por una

relación de volúmenes entre el tolueno y el agua de 50 a

1. El HMG Ac. que permanecía mayoritariamente en la fase
acuosa veía a la vez bloqueadas sus radiaciones por la
acción apagadora del agua.

Los viales se sometían a enérgica agitación para favo
recer el reparto. La radiactividad era cuantificada al ca

en que el equilibrio de parti-
ción entre las dos fases se había estabilizado.

8 g

1 1.

y su separación se basaba en su distinto coefi-

be de tres horas de reposo

2.5.6.CALCULO DE LAS UNIDADES DE ACTIVIDAD REDUCTASA

Se define como una unidad de HMG-CoA Reductasa a la

cantidad de enzima que convierte un nanomol de HMG-CoA a

mevalonato en un minuto y a 37 QC.
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La fórmula utilizada para el cálculo de unidades de
actividad Reductasa presentes en el ensayo era:

1 VcpmU =

V'R.E. t

- cpm, cuentas por minuto,
radiactividad específica del sustrato

- t, tiempo de ensayo expresado en minutos.
- V, volumen final del ensayo.
- V', volumen sembrado en la placa o en el vial.

R.E • /

Para calcular la actividad específica de la Reductasa

presente en el ensayo se dividían las unidades obtenidas

por la proteina presente en el ensayo expresada en mg.

2.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL ENZIMA

HMG-CoA REDUCTASA QUINASA

Como ya se ha descrito en la introducción,el enzima

HMG-CoA Reductasa es susceptible de inactivarse en presen-

cia de ATP/Mg, por un proceso de fosforilación que es ca-

talizado por enzimas tipo proteín quinasa. Esta inactiva-
ción es revertida por enzimas tipo proteín fosfatasa.

En este apartado se detallan los ensayos de actividad
Reductasa quinasa utilizando como fuente de Reductasa la
fracción microsomal o el enzima homogéneo.

En todas las incubaciones de Reductasa quinasa con Re-

ductasa, además de ATP y Mg, se añadió ADP que ha sido des;
crito como activador alostérico de la Reductasa quinasa c_i
tosólica (74).

En este tipo de ensayos se diferencian dos partes; la

primera tiene como fin la inactivación de la Reductasa por

la acción de la Reductasa quinasa. La segunda parte se basa
en detener la actividad Reductasa quinasa y simultáneamente

poner de manifiesto la actividad Reductasa residual que que-

da después de la inactivación.
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2.6.1. ENSAYO DE ACTIVIDAD REDUCTASA QUINASA SOBRE MICRO

SOMAS

Los microsomas con elevada actividad Reductasa han sido

empleados en este trabajo para el seguimiento de la activi-

dad Reductasa quinasa que eluía de las distintas columnas

empleadas en el proceso de purificación así como para la
confección de las tablas de purificación.

En microsomas existe una actividad Reductasa quinasa

que tenía que ser eliminada para evitar interferencias en

los ensayos en los que se deseaba medir esta misma acti-
vidad pero de una fuente exógena. Se ha descrito que la
actividad Reductasa quinasa podía inactivarse por calen-
tamiento de los microsomas durante 10 minutos a 50 9C

(97) o a 37 QC durante 2 horas (71,60,77). En nuestro

caso se utilizaba la primera condición.
Antes de empezar el ensayo la actividad Reductasa

quinasa de los microsomas era inactivada. Para ello se

añadían 0,2 mi de solución amortiguadora de microsomas

a la alícuota descongelada de microsomas (0,1 mi), y se

calentaba a 50 QC durante 10 minutos. Después de la inacti-
vación los microsomas se diluían adecuadamente para obtener
una actividad Reductasa comprendida en los límites de linea
lidad de la reacción.

La mezcla de ensayo se componía de 0,025 mi de la pre-

paración de Reductasa quinasa y 0,025 mi de la solución
de inactivación compuesta por:

Tris-HCl 50 mM

80 mM

80 mM

MgC^ 500 mM
Microsomas

0,01 mi pH 7,4

0,00175 mi

0,00175 mi

0,0015 mi

0,01 mi

Esta mezcla se incubaba a 37 QC durante 30 minutos.

Se llevaban controles de actividad Reductasa de los micro-

somas, en los que se sustituía la preparación de quinasa

por el mismo volumen de solución amortiguadora en que se

encontraba este enzima. Transcurrido este tiempo se dete-
nía la actividad Reductasa quinasa por adición de 0,06 mi

ADP

ATP
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de la solución de ensayo de Reductasa descrita en el.apar
tado 2.5.1. La concentración final de EDTA después de la
adición de esta solución de ensayo era suficiente para que-

lar todo el magnesio del medio. Simultáneamente se daba
comienzo a la expresión de la actividadReductasa. El en-

sayo seguía la misma pauta que se ha descrito en el apar-
tadp 2.5.

En todos aquellos ensayos en que era preciso diluir la
muestra de Reductasa quinasa se utilizaba para tal fin la
.solución amortiguadora de dilución de la Reductasa quinasa

compuesta por:

Tris-HCl

EDTA

EGTA

Albúmina

DTT

PMSF

Agua dest.
Estos dos últimos compuestos, DTT y PMSF, se añadían

extemporáneamente.
La actividad Reductasa quinasa se determinaba como

diferencia de cpm de mevalonolactona de los controles de
actividad Reductasa y de cpm de mevalonolactona de activi-
dad Reductasa residual en aquellos tubos donde había actúa
do la Reductasa quinasa.

50 mM pH 7,4
1 mM

1 mM

0,6 mg/ml
5 mM

1 mM

c. s.

2.6.2. PRUEBA DE MICROSOMAS

Esta prueba se realizaba de forma rutinaria después de
cada obtención de microsomas. Tenía como fin establecer la

dilución que había que practicar a los microsomas para po-

ner en el ensayo entre 150 y 200 miliunidades de Reductasa

y verificar la inactivación de la Reductasa quinasa microso
mal.

Para cumplir simultáneamente ambos objetivos se confec-
cionaban varias diluciones de los microsomas, ya inactiva-
dos como se describe en el apartado 2.6.2. con solución

amortiguadora de microsomas.
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La pauta del ensayo era análoga al ensayo de acti-
vidad Reductasa quinasa sobre microsomas sustituyendo la

preparación de Reductasa quinasa por 0,025 mi de solu-
ción amortiguadora de microsomas. La actividad Reductasa
de cada dilución se determinaba a 0 y 30 minutos de incu-
bación. Los tiempos 0 minutos se realizaban añadiendo 0,06
mi de la solución de ensayo de Reductasa antes de añadir
la mezcla de inactivación.

2.6.3. ENSAYO DE ACTIVIDAD REDUCTASA QUINASA SOBRE REDUCTA

SA HOMOGENEA

Antes de dar comienzo el ensayo , la Reductasa homo-

génea era reactivada por calentamiento a 37 oc durante

aproximadamente 60 minutos (13,14).
El volumen final de la reacción de inactivación era de

0,04 mi, de los cuales 0,01 mi correspondían a la solución
nucleótido que estaba compuesta por:

Sol. amortig. nucleot.
80 mM

80 mM

MgCl2 500 mM
Agua dest.

0,01 mi

0,02 mi

0,02 mi

0,025 mi

c.s.p. 0,2 mi

(Solución amortiguadora nucleótido: Tris-HCl 100mM pH 7,4,
DTT 6 mM, PMSF 1 mM).

Los 0,03 mi restantes se repartían convenientemente
entre la preparación de Reductasa quinasa y de Reductasa.
La dilución de la Reductasa quinasa se hacía con solución

amortiguadora de dilución de Reductasa quinasa descrita en

el apartadao 2.6.1. La Reductasa reactivada se diluía, jus-
to en el momento de iniciar el ensayo con solución amorti-

guadora de diálisis de Reductasa, descrita en el apartado

2.4.4., a la que se añadía además 0,2 mg/ml.
La reacción de inactivación daba comienzo por la mezcla

de los tres componentes y transcurría a 37 QC durante el

tiempo necesario.
Paralelamente se llevaba un control de actividad Reduc-

tasa para lo que se confeccionaba una solución nucleótido
sin MgC^. El resto de componentes de la mezcla de inacti-

ATP

ADP
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vación y el tratamiento durante el ensayo era análogo al
descrito para los tubos donde tenía lugar la inactivación.

Para detener la reacción de inactivación de la Reduc-

tasa, 0,005 mi de la mezcla se diluían, manteniendo la tem-

peratura a 37 QC, en un volumen adecuado de la solución
amortiguadora de dilución de la Reductasa, compuesta por:

PH 7,240 mM

25 mM

45 mM

100 mM

0,59 mg/ml
5 mM

KH2P04
Sacarosa

EDTA

NaF

Albúmina

DTT

Esta solución detenía la reacción de inactivación

por su elevada concentración de EDTA y diluía conveniente-
mente a la Reductasa para ensayar su actividad en condicio
nes óptimas de medida.

Para determinar la actividad Reductasa se ensayaban

0,01 mi de esta dilución que se completaban a 0,05 mi con

solución amortiguadora de Reductasa. El ensayo se realizaba
como se ha descrito en el apartado 2.5.

2.6.4. CALCULO DE LAS UNIDADES DE ACTIVIDAD REDUCTASA QUI

NASA

Se define como una unidad de actividad HMG-CoA Reductasa

quinasa a la cantidad de enzima que produce un descenso de

una miliunidad de HMG-CoA Reductasa por minuto a 37 QC, en

las condiciones de ensayo descritas.
La fórmula utilizada para el cálculo de unidades de Re

ductasa quinasa era:

1 1 Vcpm^ - cpir^
U =

t' V'R.E. t

- cpm^, cuentas por minuto del control
- cpn^, cuentas por minuto del ensayo
- R.E., radiactividad específica del sustrato
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- t, tiempo de incubación de la reacción de
inactivación expresado en minutos.

- t', tiempo de incubación del ensayo de activi-
dad Reductasa expresado en minutos.

- V, volumen final del ensayo.

- V', volumen del ensayo de actividad Reductasa
sembrado en la placa o en el vial.

Para obtener la actividad específica se dividían las
unidades por los miligramos de proteína que llevaba la pre

paración de Reductasa-quinasa introducida en el ensayo.

2.7. ENSAYO DE ACTIVIDAD MEVALONATO-QUINASA

Se ha descrito una actividad Mevalonato quinasa, pre-

sente tanto en citosol como en microsomas, que de manifes-
tarse podría dar lugar a falsas interpretaciones de los
resultados. Esto es debido a que esta actividad tranforma
el mevalonato, producido por la HMG-CoA Reductasa, a fosfo
mevalonato dando lugar a un decremento en la MVL formada,

que es la que se mide. Este hecho podría interpretarse co-

mo una inactivación de la Reductasa por la Reductasa-quina
sa.

Para evitar este hecho, se midió la actividad Mevalona

to-quinasaen los distintos pasos de la purificación de la

Reductasa-quinasa. El método de ensayo utilizado fue el

propuesto por Ness y col. (75) y modificado por Beg y col.
(76) .

La mezcla de reacción contenía, en un volumen final de

0,3 mi, los siguientes componentes:
500 mM pH 7,4

5 mM

16 mM

2 mM

0,67mM (R.E. 325cpm/nmol)
con distintas cantidades de mevalonato quinasa

La reacción se iniciaba por la adición del sustrato ra

dioactivo y se incubaba a 37qc durante 15 minutos. La pos-

terior adición de 0,01 mi de HC1 2,5 N detenía la reacción.

Hepes
ATP

MgCl2
DTT

14
• (2- C)MVA
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Se procedía a la lactonización del MVA por calentamien
to a 37°C durante 20 minutos.

Las proteínas desnaturalizadas se eliminaban por cen-

trifugación a 12.000 x g durante 2 minutos en centrifuga
1 4

Eppendorf. Para separar la (
nato se tomaban 0,25 mi del sobrenadante y se aplicaban a

columnas de AG -1X8 en forma de Cl~.

La (14

14
C) MVL del ( C) fosfomevalo-

C)MVL se eluía en primer lugar con 6 mi de HC1
1 4

0,1 N y posteriormente el (
de HC1 2,5 N.

C) fosfomevalonato con 4 mi

14
Estos 4 mi que contenían el (‘"C) fosfomevalonato eran

introducidos en viales a los que se añadían 10 mi del si-

guiente liquido de centelleo:
Tritón

Tolueno

PPO

100 mi

200 mi

5 g

Los viales se contaban con una eficacia del 70%.

En los ensayos rutinarios de Reductasa quinasa la con-

centración de EDTA de la solución de ensayo de Reductasa

impedía la expresión de la posible actividad Mevalonato
quinasa.

2.8. TECNICAS ELECTROFORETICAS

2.8.1.ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS DE TIPO

PLACA

Esta técnica se utilizó para separar las proteinas en

función de su peso molecular.
Las proteinas que estaban formadas por más de una sub-

unidad, debido a la presencia de SDS y B-mercaptoetanol,

aparecían disociadas en el gel, resolviéndose en tantas
bandas como subunidades de distinto peso molecular se en-

contraban formando parte de la protelna nativa.
El SDS hacia que todas las proteinas estuviesen carga-

das negativamente por lo que su recorrido en el gel era fun
ción exclusiva de su peso molecular.

Este tipo de geles se.emplearon para visualizar el



41

avance de la purificación de la Reductasa quinasa citosólj.
ca en sus distintas etapas. Permitió determinar el peso mo-

lecular de la subunidad del enzima homogéneo. También se era

Reductasa de otras proteinas,plearon para separar a la

principalmente albúmina, en los experimentos de fosforila-
ción de este enzima con

Estos geles constaban de dos partes, el gel apilador

que permitía obtener bandas nítidas posteriormente en el

gel separador donde las proteinas se separaban en función
de su peso molecular.

Las placas de vidrio que iban a contener el gel te-
nían que estar perfectamente limpias y secas para evitar
defectos en la polimerización. Para ello se limpiaban con

alcohol etílico y se secaban en estufa a 100 QC.
El grosor del gel venía condicionado por el grosor de

las tiras de teflón que separaban las dos placas. Todos
los geles realizados eran de 1 mm de espesor.

Una vez colocados los separadores en los bordes de las

placas, salvo en el borde superior, la estructura se mante
nía fija mediante pinzas que ejercían presión equilibrada
sobre las tiras de teflón.

Los bordes eran sellados con una solución de agar al

1/5% (p/v) que se dejaba solidificar a temperatura ambiente.
Con la placa en posición vertical se llenaba hasta al

tura conveniente con el gel separador (7,5% acrilamida) cu-

ya composición era:

ATP .

Acrilamida:bis-acrilamida (30:0,8)
"Lower buffer"

5 mi

5 mi

0,01 mi

0,08 mi

c.s.p. 20 mi

TEMED

Persulfato amónico (15%)

Agua destilada

("Lower buffer": Tris-HCl 1,5 M, SDS 0,4%, pH 8,8)
Se mezclaban todos los componentes excepto el TEMED y

el persulfato amónico, catalizadores de la polimerización,
y que se añadían justo en el momento de llenar las placas.

Una vez se tenía el gél separador entre las placas y

para evitar la formación del menisco, se añadía alcohol

isopropílico que al ser inmiscible con el gel todavía no

polimerizado quedaba formando otra fase en la parte supe-
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rior.

Una vez habla polimerizado el gel separador se elimi-
naba el alcohol isopropílicopor repetidos lavados con

agua destilada. Antes de añadir el gel apilador en la par

te superior de la placa se aplicaba un peine de teflón

para formar los bolsillos donde se iban a introducir las
muestras. Seguidamente se añadía el gel apilador que esta-
ba compuesto de:

Acrilamida:bis-acrilamida

"Upper buffer"
TEMED

Persulfato amónico (15%)

Agua destilada

1,16 mi

2,5 mi

0,01 mi

0,04 mi

10 mic.s.p.

("Upper buffer": Tris-HCl 0,5 M, SDS 0,4%, pH 6,8)
Una vez polimerizado se secaba el peine cuidadosamente

para no dañar los bolsillos. Estos se limpiaban varias ve-

ces con agua destilada con ayuda de una jeringa para elimi-
nar restos de solución no polimerizada.

Antes de colocar la estructura conteniendo el gel en

las cubetas de electroforesis se sacaban las pinzas de la

parte inferior y se retiraba el separador correspondiente

junto con la tira de agar para que el gel quedase en con--,

tacto con la solución amortiguadora de recorrido de la
electroforesis cuya composición era:

Tris

Glicina

SDS

1,5 g

7,2 g

1 g

Agua dest. csp 500 mi
Se colocaba la placa en las cubetas y se sellaba con

solución de agar al 1,5%. La cubeta inferior se llenaba de
solución amortiguadora de recorrido y se eliminaban las

burbujas de aire que hubiesen podido quedar entre el gel
y la solución amortiguadora.

La placa estaba lista para la introducción de las mués-

pH 8,3

tras.

2.8.2. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

El volumen de muestra introducido en cada bolsillo era
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fijado por la cantidad de proteina que se deseaba que apa-

reciera en el carril. Cuando este volumen sobrepasaba la

capacidad del bolsillo se recurría a evaporar y

la muestra en un "Speed-Vac concentrator" modelo "Savant".
A cada una de las muestras se le añadían 0,02 mi de

solución amortiguadora de muestra cuya composición era:

SDS 10%

B-mercaptoetanol

"Upper-buffer"
Agua dest.

En estas condiciones se incubaban a 100 QC en b.m. du-

rante 5 minutos. Después de este tratamiento se añadían

0,007 mi de BPB-glicerol (BPB 0,025%, glicerol 50%, agua

dest. c.s.).

Las muestras eran introducidas en su bolsillo correspon

diente que se acababa de llenar con solución amortiguadora
de recorrido con el cual también se llenaba la cubeta supe-

rior. Se conectaban los electrodos a la fuente de electrofo-

resis y esta se desarrollaba durante 4 horas.
Durante la electroforesis se mantenía el amperaje cons-

tante a 15 mA mientras las muestras se encontraban en el gel

apilador. Cuando entraban en el gel separador se aumentaba
el amperaje a 25 mA.

concentrar

0,5 mi

0,05 mi

0,084 mi

0,366 mi

2.8.3. MARCADORES DE PESO MOLECULAR

Para poder determinar el peso molecular de las proteínas
que aparecían en el gel a un determinado Rf, se añadía un

carril en el que se introducían proteínas de peso molecular
conocido:

205.000 daltonsMiosina

B-Galactosidasa 116.000

Fosforilasa B

Seroalbúmina

Ovoalbúmina

Anhidrasa Carb.

El "pool" de marcadores se conservaba en alicuotas en

volúmenes de 0,02 mi que contenían 0,005 mg de cada proteina.

97.400

66.000

45.000

29.000
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En el momento de su uso se añadían 0,005 mi de la mezcla

siguiente:

BPB-glicerol

B-mercaptoetanol

Agua destilada
En los geles que aparecen en esta memoria se introdu-

jeron 0,005 mi de marcadores procesados según se ha des-
crito.

0,05 mi

0,025 mi

0,025 mi

2.8.4. TINCION DEL GEL

Una vez desarrollada la electroforesis el gel se sumer

gla en la solución de tinción siguiente:
Coomassie brilliant blue R-250

TCA 100%

Agua dest.

1 g

250 mi

500 mic.s.p.

Se mantenía en esta solución aproximadamente 30 minu-
tos. Transcurrido este tiempo el liquido de tinción era

sustituido por una solución de ácido acético al 7% que

actuaba fijando las proteínas al gel. A los 30 minutos

esta última se sustituía por la solución de desteñido del
gel compuesta por:

Acido acético

Metanol

Agua destilada
Cuando el gel estaba suficientemente desteñido se cam-

biaba esta solución por otra de reducción del gel cuya

composición era la siguiente:

Glicerol

Metanol

Agua destilada

70 mi

350 mi

mic.s.p.1000

40 mi

550 mi

c.s.p.1000
Con ello se aumentaba la nitidez de las bandas. Cuando

el gel habla alcanzado el tamaño deseado se secaba.

mi

2.8.5. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE TIPO

CILINDRICO

Este tipo de geles, en los cuales las proteínas se se-

paraban en función de su peso molecular y de su carga, se



45

confeccionaron con motivo de verificar la homogeneidad del
enzima Reductasa quinasa purificada.

Los tubos que contenían los geles eran de vidrio Pyrex

de 5 mm de diámetro y 10 cm de longitud. Tenían que estar

perfectamente limpios y secos por lo que se hervían en me_z
cía crómica aclarándose posteriormente con agua destilada

y alcohol etílico y se secaban en estufa a 100 °C.
Para proceder a su llenado se colocaban en una gradilla

que los mantenía verticales y a la vez tapaba su parte infe-
rior para que no se saliese el gel.

Al igual que los geles en placa constaban de una gel

apilador y un gel separador.
Los tubos se llenaban hasta la mitad con el gel separador

compuesto por:

Acrilamida-bis acrilamida (30:0,8)

"Lower buffer"

Persulfato amónico 1,5%
TEMED

Agua destilada

3,33 mi

2,5 mi

1 mi

0,01 mi
20 mic. s. p.

("Lower buffer": Tris 36,3 g, Agua destilada c.s.p. 100

mi, pH 8,8).
Se agitaban ligeramente para eliminar las burbujas de aire

que hubiesen podido quedar aprisionadas en el fondo y se aca-

baban de llenar hasta la altura deseada. Para evitar la forma

ción del menisco se añadía una capa de agua destilada. Cuando
estaba polimerizado se eliminaba el agua y se añadía el gel
apilador cuya composición era la siguiente:

Acrilamida -bis acrilamida (30:0,8)

"Upper buffer"
Persulfato amónico

TEMED

Agua destilada

("Upper buffer": Tris 6 g, agua destilada c.s.p. 100 mi,

1,25 mi

2,5 mi

0,75 mi

0,007

10 mi

1,5%

c.s.p.

pH 6,8) .

Una vez polimerizado, los tubos se sacaban de la gradilla y

se colocaban en la cubeta de electroforesis. Se llenaba la

cubeta inferior con la solución amortiguadora de recorrido

de la electroforesis compuesta por:
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1,5 g pH 8,3
7,2 g

Agua dest c.s.p. 500 mi
A continuación se introducían las muestras en

la parte superior del gel a las cuales simplemente se

les había añadido 0,005 mi de la solución BPB-glicerol.
Se llenaba la cubeta superior con la solución amorti-

guadora de recorrido y se conectaban los electrodos a la
fuente de alimentación. Durante la electroforesis se man-

.tenía el amperaje constante a un mA por tubo mientras las
muestras estaban en el gel apilador y a dos mA por tubo
cuando ya se hallaban en el gel separador. Una vez termi-
nada la electroforesis el proceso de tinción del gel era

análogo al descrito en el apartado 2.8.4.

Tris

Glicina

[S-32p12.9. ENSAYOS DE FOSFORILACION CON ATP

Estos ensayos se realizaron con el fin de demostrar

que la inactivación de la Reductasa por la Reductasa quinasa
32

iba_paralela a una incorporación de
ATP .

P al primero a partir

<-*■■]de

F3 ATP se sintetizaba en nuestro laboratorio a

P y ADP según el método Walseth y Johnson (99)
Las mezclas de reacción serán descritas en el apartado

de resultados correspondiente.
La reacción de fosforilación se detenía por adición de

TCA y seguidamente de albúmina, como "carrier" de la preci-

pitación. Se añadía una cantidad suficiente de TCA al 20%

para que en la mezcla final quedase al 10%; la concentración
final de albúmina era de 0,45 mg/ml.

La mezcla se mantenía 15 minutos en hielo y se centrifu-
gaba a 12.000 x g en centrífuga Eppendorf durante 5 minutos.

Se eliminaba el sobrenadante y el precipitado se disol-
vía en 0,1 mi de NaOH 0,1 N y rápidamente se añadían 0,1 mi
de TCA al 20%. Se mantenía 15 minutos en hielo y se repetía
la centrifugación. Se despreciaba el sobrenadante y se aña-
dían 0,3 mi de eter etílico y después de dejarlo 5 minutos
en hielo se centrifugaba hasta que el eter etílico se había

El

partir de
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evaporado.

Finalmente, se añadía la solución amortiguadora de mués-

tras descrita en el apartado de técnicas electroforéticas
2.8.1 y se procesaban como muestras de rutina con el fin de
ser cargadas en el gel. El desarrollo electroforático y tra-

tamiento posterior del gel es análogo al descrito en el apar-
do 2.8. 4.

Una vez seco el gel, se procedía obtener la autorradiogra
fía. Para ello se utilizaban películas "MAFE" RPX-1 en combi-
nación con pantallas intensificadoras "MICRON-R". La exposi-
ción se prolongaba en función de la radioactividad que habla
en el gel. Este proceso de exposición se realizaba a -70 °C.

Las películas se revelaban posteriosmente siguiendo las
normas dictadas por el fabricante. Las manchas que aparecían

32
indicaban la posición de las proteínas marcadas con

gel.

• 1

P en el

2.10. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

2.10.1. METODO DE BRADFORD

El método utilizado para determinar cuatitativamente la
concentración de protelna era el método de Bradford (98).

Este método presenta ventajas frente a otros por tener

pocas interferencias debidas a productos no proteicos que

pudiera contener la muestra, por su sencillez y por poder re

alizar la lectura en un amplio margen de tiempo, pues el com-

piejo coloreado entre el colorante y la proteína es relativa-
mente estable.

El volumen final del ensayo, que se realizaba a tempera-
tura ambiente, era de 1 mi, repartido entre:

- 0.2 mi de la muestra a determinar la proteína.
- 0.6 mi de agua destilada.
- 0.2 mi del reactivo de Bradford ( Coomassie Blue

Brilliant G-250-0f01%, etanol 4,7%, ácido fosfóri-
co 8,5%, en todos los casos p/v)

La lectura de absorbancia se realizaba a 595 nm en un es-

pectrofotómetro Beckman modelo "DB-GT".
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Para determinar la concentración de pr.otelna de las mués-

tras, los valores de absorbancia obtenidos se llevaban a una

recta patrón confeccinada paralelamente en el mismo ensayo,

con albümina, en cantidades crecientes entre 0,005 mg/0,2 mi

y 0,025 mg/0,2 mi. Entre estos márgenes la respuesta de absor
bancia frente a concentración de proteína era lineal.

2.10.2 .• MEDIDA DIRECTA DE LA ABSORBANCIA A 280 nm

La lectura espectrofotométrica a 280 nm se ha utilizado

para el seguimiento de la concentraciín de proteína de las
fracciones eluídas de las columnas utilizadas en los distin-

tos pasos de la pur ficación del enzima Reductasa-quinasa. Pa

ra ello se medía la absorbancia de las fracciones a esta Ion-

gitud de onda en un espectrofotómetro "Beckman" modelo "DB-GT".



•l
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3. RESULTADOS

3.1. PURIFICACION A HOMOGENEIDAD APARENTE DEL ENZIMA

HMG-COA REDUCTASA-QUINASA DE LA FRACCION DE

CITOSOL DE HIGADO DE RATA

Atendiendo a la estabilidad del enzima, una vez

extraido el hígado del animal, todas las operaciones
se realizaron a 4°C en baño de hielo o en cámara fría.

A todas las soluciones amortiguadoras se les añadió

justo en el- momento antes de ser utilizados DTT 5 mM,

PMSF 0.5 mM y benzamidina 1 mM.
El seguimiento de la proteina que eluía de las dis-

tintas columnas se realizaba por lectura espectrofoto-
métrica a 280 nm. La actividad reductasa-quinasa queeluía
en las distintas columnas f.ue ensayada según el método
descrito en el apartado (2.6.1.).

3.1.1. OBTENCION DEL CITOSOL

Las ratas eran sacrificadas por decapitación con

guillotina. Se efectuaba la disección del animal y se

le extraía el hígado el cual era rápidamente sumergi-
do en una solución amortiguadora H500 comPuesta Por:

50 mM pH 7.4
1 mM

1 mM

50 mM

3 mM

500 mM

5 mM

1 mM

0.5 mM

c. s.

Tris-HCl

EDTA

EGTA

NaF

Na^P 2Oy
Sacarosa

DTT

Benzamidina

PMSF

Agua dest.
A continuación el hígado se secaba sobre el papel

de filtro y se pesaba. La homogeneización se realizaba
con un homogeneizador "Potter-Elvejhem" con pistilo de
de teflón. El medio de homogeneización era la solución
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que se empleaba en una relación deamortiguadora H500
3 mi por cada gramo de hígado.

Esta solución amortiguadora llevaba una alta concen-

tración de sacarosa (500 mM) con el fin de crear un medio

hipertónico que impidiese la ruptura de lisosomas durante
la homogeneización. La ruptura de estas estructuras sub-

celulares daría lugar a una liberación de enzimas proteolí-
ticos a los que el enzima reductasa-quinasa mostraba gran

sensibilidad.

El homogeneizado se sometía a centrifugación a 30.000 xg

durante 30 minutos en una centrífuga Sorvall modelo RC-2B.
El sobrenadante se filtraba a través de lana de vidrio

para eliminar la materia grasa y era ultracentrifugado a

105.000 xg durante 120 minutos en una centrífuga Beckman
modelo L5-65B.

El sobrenadante, asi obtenido y filtrado de nuevo por

lana de vidrio, era considerado como la fracción citosó-
lica, con una concentración de proteina de 20 mg/ml aproxi-
madamente.

El citosol era la fuente a partir de la cual se puri-
ficaba la actividad reductasa-quinasa. Habitualmente se

partía de 300 mi de citosol procedentes de 100 gr de hígado
aproximadamente.

3.1.2. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO EN COLUMNA DE

DEAE-CELULOSA

El citosol obtenido como se describe en el apartado
anterior era introducido en una columna de DEAE-celulosa

de 400 mi de lecho ( 14 x 6 cm).

La columna había sido previamente equilibrada con so-

lución amortiguadora II que era análoga a la solución
amortiguadora II^qq pero sustituyendo la sacarosa 500 mM
por un 10% de gliceról.La velocidad de flujo era de 100
ml/h y se recogían fracciones de 10 mi.

Una vez la muestra había sido introducida en el lecho

de la columna, esta se lavaba con solución amortiguadora
II- hasta que no eluía proteina.
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A continuación se aplicaba un gradiente lineal de
NaCl de 0 a 1 M en solución amortiguadora II en un vo-

lumen total de 500 mi.

La activida Reductasa-quinasa (gráfica I) eluía como

un único pico a una concentración de NaCl de 100 mM. No
se detectó actividad en las fracciones correspondientes
al excluido y al lavado de la columna.

3.1.3. CONCENTRACION POR PRECIPITACION CON SULFATO

AMONICO

Se reunían las fracciones, procedentes de la columna
de DEAE-celulosa, donde se detectaba actividad Reductasa

quinasa. Sobre esta muestra se añadía lentamente sulfato
amónico sólido hasta llegar a una saturación del 50% que

correspondía a una concentración de 313 gr de sulfato
amónico por litro. Durante todo el proceso se mantenía
una agitación suave.

Una vez añadido el sulfato amónico se dejaba entre
10 y 15 minutos en agitación. El precipitado se recogía

por precipitación a 30.000 xg durante 30 minutos en una

centrífuga Sorvall modelo RC-2B.
Se eliminaba el sobrenadante por decantación. El pre-

era resuspendido en el mínimo volumen de solu-cipitado
ción amortiguadora II y homogeneizado en un homogeneiza-
dor manual de vidrio con pistilo del mismo material.

El homogeneizado se dializaba 7 h contra un volumen

30 veces mayor de solución amortiguadora II. Durante la
diálisis se realizaban dos cambios de soluaión amortigua-
dora.

3.1.4. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN COLUMNA DE AFFI-GEL

BLUE

El dializado era introducido en una columna de Affi-

Gel Blue de 77 mi de lecho (3.5 x 8 cm) equilibrada pre-

viamente en solución amortiguadora II.



G R A~F I C A I

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO EN DEAE

CELULOSA

La gfafica muestra el perfil de elución del
enzima Reductasa quinasa al aplicar el citosol
de hígado de rata a una columna de DEAE-celu-
losa.

La actividad Reductasa quinasa se expre-

sa como diferencia de cpm de mevalonolactona
con respecto a un control de actividad Reduc
tasa ( ) .

La proteína de las diferentes fracciones
se determinó por lectura espectrofotométrica
a 280 nm (A—A ) •

El gradiente lineal aplicado va desde 0
a 1 molar de NaCl y era aplicado a partir de
la fracción 60 ( ).
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La velocidad de, flujo a la que se desarrollaba la

cromarografía era de 80 ml/h, recogiéndose fracciones de
7.5 mi.

Después de introducida la muestra, la columna se lava-
ba con solución amortiguadora II llevada a 500 mM NaCl
hasta que no se detectaba proteína en las fracciones de
lavado.

Se aplicaba un gradiente lineal de NaCl de 0.5 M a 2 M
de solución amortiguadora II.

Se ensayaba actividad Reductasa quinasa en las fraccio-
nes obtenidas eluyendo a 1 M NaCl (gráfica II). Estas frac-
ciones y se concentraban por precipitación con sulfato amó-
nico tal como se ha descrito en el apartado 3.1.3.

El homogeneizado obtenido se dializaba 5 h contra un

volumen 100 veces mayor de solución amortiguadora II
efectuándose un cambio.

en un volumen total de 400 mi

3.1.5. CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL EN COLUMNA DE

ULTROGEL ACA 34

Se empleaba una columna cuyo volumen de lecho era de
168 mi (0.75 x 95 cm) que se había equilibrado con solu-
ción amortiguadora II.

En esta columna se introducía un volumen máximo de

2 mi procedente del dializado anterior y la proteína se

eluía por el paso continuado de solución amortiguadora II
a una velocidad de 11 ml/h.

Se recogían fracciones de 2 mi que eran ensayadas

para actividad Reductasa quinasa y se reunían aquellas en

las que se detectaba dicha actividad (gráfica III). Esta
muestra se concentraba hasta un volumen comprendido entre
1 y 2 mi- por ultrafiltración en un concentrador marca

"Amicon" equipado con una membrana Diaflo modelo "PM-10"
que retenía todas aquellas proteínas cuyo peso molecular
era superior a 10.000 daltons.



GRAFICA II

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN AFFI-GEL BLUE

La gráfica muestra el perfil de elución de
la preparación de Reductasa quinasa, proce-

dente de la columna de DEAE-celulosa, apli
cada a una columna de Affi-Gel Blue.

La actividad Reductasa quinasa viene

expresada como diferencia de cpm de mevalo-
nato respecto a un control de actividad Re-
ductasa (

La proteina fue determinada midiendo
la absorción de las distintas fracciones

a 280 nm ( A—A ) •

El gradiente lineal de NaCl fue de 0,5
a 2 molar y se aplicaba en la fracción 25

• ) •

( )
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GRAFICA III

CROMATOGRAFIA DE GEL FILTRACION EN

ULTROGEL AcA 34

La gráfica muestra el perfil de elución
de la muestra de Reductasa quinasa procedente
de la cromatografía en Affi-Gel Blue aplicada
a una columna de Ultrogel AcA 34 en las condi-
ciones que se describen en el texto.

La actividad Reductasa quinasa se expresa

como diferencia de cpm de mevalonolactona
frente a un control de actividad Reductasa

( ) .

La proteína de las distintas fracciones
se medía por la absorción a 280 nm (A—A).
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3.1.6. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO EN COLUMNA

DE DEAE-CELULOSA

La muestra resultante de la concentración anterior

se introducía en una columna de DEAE-celulosa de 8 mi de

lecho (0.75 x 4.4 cm) .

Esta columna había sido previamente equilibrada con

solución amortiguadora II. La velocidad de desarrollo

cromatográfico era de 30 ml/h y se recogían fracciones
de 2 mi.

Cuando la muestra había penetrado en el lecho de DEAE-
celulosa se procedía al lavado de la columna con solución
amortiguadora II hasta que no eluía proteína.

Se aplicaba un gradiente lineal de NaCl de 0 a 0.5 M
en solución amortiguadora II con un volumen total de 80 mi.

La actividad Reductasa quinasa eluía a 100 mM NaCl

(gráfica IV). Las fracciones que contenían esta actividad
eran reunidas y concentradas por ultrafiltración con un

concentrador marca "Amicon" con una membrana Diaflo mode-

lo "PM-10" hasta un volumen comprendido entre 1 y 2 mi.

3.1.7. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN COLUMNA DE ATP-HEXANO

AGAROSA

La muestra concentrada llevaba una alta concentración

de NaCl que impediría que la proteína quedase retenida en

esta columna por ello antes de ser introducida se diluía
5 veces con solución amortiguadora II de tal forma que la
concentración de sal fuese inferior a 50 mM.

El volumen de lecho de la columna era de 5 mi (0.95 x

1.8 cm). La columna de ATP-hexano agarosa había sido equi-
librada con solución amortiguadora II y la velocidad de

flujo era de 20 ml/h.
Una vez la muestra había sido introducida, la columna

se lavaba con solución amortiguadora II hasta que no se

detectaba proteína en las fracciones.
Se aplicaba un gradiente lineal de NaCl de 0 a 0.4 M

en solución amortiguadora II con un volumen total de 50 mi.



GRAFICA IV

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO EN

DEAE-CELULOSA

La gráfica muestra el perfil de elución
de la muestra de Reductasa quinasa proceden-
te de la columna de Ultrogel AcA 34 aplica-
da a una columna de DEAE-celulosa.

La actividad Reductasa quinasa está expre-

sada como diferencia de cpm de mevalonolacto-
na respecto a un control de actividad Reduc-
tasa ( 9—m ) .

La proteína de las distintas fracciones
se medía por la absorción a 280 nm (A—A)*

El gradiente lineal de. NaCl de 0- a : 1 M .

se-aplicaba en‘la fracción 24 ( ).
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La actividad Reductasa quinasa eluía a partir de 100 mM
NaCl y había eluído totalmente a 300 mM NaCl (gráfica V).

Las fracciones que tenían esta actividad enzimática
se reunían y se concentraban por ultrafiltración.

3.1.8. CROMATOGRAFIA DE ADSORCION EN COLUMNA DE HIDROXIL-

APATITA

La muestra procedente de la concentración anterior se

diluía con solución amortiguadora II hasta que la concentra-

ción de NaCl era aproximadamente de 50 mM.
Esta dilución de la muestra además de llevarla a una

concentración de NaCl apropiada tenía el fin de diluir el

posible CO2 que pudiese llevar disuelto. Por ello la solu-
ción amortiguadora II había sido confeccionada con agua

destilada hervida previamente. Cualquier tipo de agitación
a la que se sometía esta solución se realizaba en atmósfera
de Nitrógeno.

Estas precauciones eran tomadas porque el lecho de la
columna adsorbía CC>2 con gran facilidad formándose costras
de CagCC^ que producían el colapsamiento de la columna.
Cualquier tipo de solución amortiguadora que. tenía .que

entrar en contacto con este lecho se le había eliminado

el CC>2 por ebullición.
Antes de empaquetar el lecho de hidroxilapatita este

se tenía que calentar a 80°C con la solución amortiguado-
ra II.

El volumen de lecho de la columna era de 1.5 mi (0.75 x

0.9 cm) se equilibraba con solución amortiguadora II a la
velocidad de 10 ml/h. Las velocidades superiores a las que

está descrito un mayor poder de resolución de este tipo
de lecho no eran posibles debido a la densidad de la solu-
ción amortiguadora II (10% glicerol).

La muestra diluida se introducía en la columna y se-

guidamente se lavaba con -solución amortiguadora II llevada
a 50 mM NaCl hasta que no eluía proteína. Se recogían
fracciones de 1 mi.

Se aplicaba un gradiente lineal de NaxPO^ de 0 a 100 mM



GRAFICA V

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN ATP-HEXANO

AGAROSA

La gráfica muestra el perfil de elución
de la preparación Reductasa quinasa proceden-
te del DEAE-celulosa, aplicada a una columna
de ATP-hexano agarosa.

La actividad Reductasa quinasa viene ex-

presada como diferencia de cpm de mevalono-
lactona respecto a un control de actividad
Reductasa (

La proteína se determinó midiendo la
absorción de las distintas fracciones a

280 nm ( A—A ) .

El gradiente lineal de NaCl de 0 a 500 mM
se aplicaba en la fracción 16 ( ).

• ) .
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en solución amortiguadora II llevada a 50 mM NaCl con un

volumen total de 30 mi.

La actividad Reductasa quinasa eluía alrededor de 50 mM

(gráfica VI). Las fracciones con actividad Reducta-de Na PO.
x 4

sa quinasa se reunían y concentraban por ultrafiltración.
La muestra concentrada se guardaba congelada a -80°C

y en estas condiciones conservaba su actividad durante

varios meses.

3,2. PURIFICACION RAPIDA DE HMG-CoA REDUCTASA QUINASA DE

CITOSOL DE HIGADO DE RATA

Debido a la poca estabilidad del enzima HMG-CoA reduc-
tasa quinasa, incluso a la temperatura de 4°C se adoptó
el proceso básico de la purificación descrita en el apar-
tado anterior, con el fin de obtener mejores rendimientos.
Para ello se consideraron los siguientes puntos:

- -Disminuir el tiempo del proceso de purificación.
- Se estudiaron detalladamente las condiciones de

unión y elución de la Reductasa quinasa al lecho
de las columnas de forma que no fuese necesario

ensayar cada una de las mismas para detectar en

qué fracciones eluía dicha actividad.
- Cambiar el soporte físico del primer DEAE-celulo-

sa, de forma que en lugar de desarrollarse una

cromatografía en columna se realizase un paso

en "batch". En una purificación típica, para in-
troducir 300 mi de citosol en una columna de

DEAE-celulosa necesitaba un día completo para

lavar la columna hasta que eluyera proteína.
Trasladando esta situación al otro sistema el

paso de este primer DEAE-celulosa se desarrolla
ba en su totalidad en aproximadamente 2 h.

- Disminuir el volumen de los lechos hasta el mí-

nimo necesario para que la proteína introducida
no los sature.

Con esto se reducía el volumen de solución amor-

tiguadora de lavado y de elución y consecuente-



GRAFICA VI

CROMATOGRAFIA DE ABSORCION EN COLUMNA

DE HIDROXILAPATITA

La gráfica muestra el perfil de elución
de una muestra de Reductasa quinasa, proce-

dente de la columna de ATP-hexano agarosa,

al ser aplicada a una columna de Hidroxil-

apatita.
La actividad Reductasa quinasa viene ex-

presada como diferencia de cpm de mevalono-
lactona respecto a un control de actividad
Reductasa ( «

La proteína de las distintas fracciones
se determinó midiendo sú absorción a 280 nm

■* ) .

( A—A ).

El gradiente lineal de NaxPO^ de 0 a
100 mM se aplicó en la fracción 14 ( ).



(—) N V0d XDN
CN

3O o

( V)UJU 08Z v
00 Osl

OC3 C> o

o
LO

5 c
-o
u
u
o

o
00

C9
“O

o

O 0¡)
CS! E

*D
c

o

o

oo LO

) 7_Dly'ÜJ'd’o DSDU.inx) DSDpnpaa(



56

mente el tiempo de desarrollo cromatográfico.
Con este motivo el segundo DEAE-celulosa fue
reducido de 8 mi a 2 mi.

- Sustituir los gradientes lineales de elución por

concentraciones constantes de NaCl o NaxP04 en
. cada caso, siendo estas las necesarias para que

la Reductasa quinasa eluyese completamente.
Esto permitía disminuir el volumen de las solu-
ciones de elución.

- Disminuir al mismo los tiempos de diálisis.
- Disminuir el tiempo de concentración por ultra-

filtración evitando, en los casos en que fuese
posible, llegar a volümenes tan pequeños.

- Evitar la congelación y descongelación de las mués-

tras durante el proceso de purificación puesto que

llevaba implícita una considerable pérdida de acti-
vidad enzimática.

- Evitar la concentración por ultrafiltración a no ser

que fuese necesaria. Durante este proceso la muestra
estaba sometida a una agitación constante que de no

ser cuidadosamente controlada daba lugar a la apari-
ción de flóculos de proteína que llevaban a una pér-
dida total de la actividad Reductasa quinasa.3.2.1.PURIFICACION A HOMOGENEIDAD APARENTE DEL ENZIMA

HMG-CoA REDUCTASA QUINASA MODIFICADA EN FUNCION

DE LOS CRITERIOS QUE SE EXPONEN EN EL APARTADO (3.2)3.2.1.1.OBTENCION DEL CITOSOL

El citosol se obtenía según la metodología expuesta
en el apartado (3.1.1).3.2.1.2.CROMATOGRAFIA EN "BATCH" DE DEAE-CELULOSA

El citosol se mezclaba directamente, en un vaso de

precipitados, con 400 mi de DEAE-celulosa, equilibrada
con solución amortiguadora II. La mezcla se mantenía
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20 minutos en agitación suave.

Se disponía de un embudo con placa filtrante acoplado
a un sistema de succión por vacío generado por una trompa
de agua.

La mezcla se filtraba, despreciando los líquidos ob-
tenidos y teniendo la precaución de no dejar secar la re-

sina. Se hacían dos lavados de la resina con 800 mi cada

uno de solución amortiguadora II, siguiendo el mismo
orden de agitación durante 20 minutos y eliminación de
los líquidos de lavado.

La elución de la ■proteína unida al DEAE-celulosa se

realizaba añadiendo un volumen igual al volumen de la
resina (400 mi) de solución amortiguadora II 1 M NaCl.
Se mantenía en agitación 20 minutos y se filtraba, recu-

perándose la actividad enzimática en los líquidos resul-
tantes.3.2.1.3.CONCENTRACION POR PRECIPITACION CON SULFATO

AMONICO

Se añadía sulfato amónico sólido sobre el eluido del

DEAE-celulosa siguiendo la misma pauta que se describe en

el apartado (3.1.3). En este caso la diálisis se reducía
a 5 h.3.2.1.4.CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE AFFI-GEL BLUE

Respecto a lo descrito en el apartado 3.1.4. solo se

cambiaba el hecho de no aplicar un gradiente lineal para
la elución sino, que se realizaba con NaCl 1.2 M en solu-
ción amortiguadora II con un volumen de 350 mi. El eluido
se recagía sin fraccionar.3.2.1.5.CONCENTRACION POR PRECIPITACION CON SULFATO AMONICO

Se seguía la misma pauta que la descrita en el aparta-
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do (3.1.3.)• El tiempo de diálisis era de 3 h mínimo
necesario para la redisolución de la proteína.3.2.1.6.CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE ULT.ROGEL ACA 34

Se desarrollaba en las mismas condiciones que las des-
critas en el apartado 3.1.5.

En esta cromatografía se seguía el patrón de elución
de proteína por lectura espectrofotométrica a 280 nm. Con
este dato y conociendo el volumen de elución se determina-
ban las fracciones que debían ser seleccionadas.

Estas fracciones no se concentraban por ultrafiltra-

ción, sino que eran directamente aplicadas a la siguiente
columna.3.2.1.7.CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE DEAE-CELULOSA

Las fracciones seleccionadas a la salida de la columna

de ultrogel eran introducidas en una columna de 2 mi de
lecho de DEAE-celulosa. Se lavaba, una vez introducida la

muestra con 20 mi de solución amortiguadora II.
La elución de la proteína se realizaba aplicando 15 mi

de esta solución 500 mM NaCl.

El eluido de DEAE-celulosa, que no había sido fraccio-

nado, se concentraba por ultrafiltración hasta 10 mi. Con

objeto de disminuir la concentración de NaCl se añadían
20 mi de solución amortiguadora II y se concentraba nueva-

mente hasta 10 mi. Se repatía esta operación y concentran-
do finalmente hasta 10 mi.3.2.1.8.CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE ATP-HEXANO AGAROSA

El concentrado anterior se introducía en una columna

de ATP-hexano agarosa que se lavaba con 50 mi de solución
amortiguadora II. La proteína unida al lecho se eluía aña-
diendo 50 mi de esta solución 300 mM NaCl.

El eluido se recogía sin fraccionar y se concentraba

por ultrafiltración hasta 10 mi. Con objeto de disminuir
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la concentración de NaCl se añadían 10 mi de solución amor-

tiguadora II y se concentraba hasta 1 o 2. mi.
El concentrado se guardaba congelado a -80°C.

3.2.1.9. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE HIDROXILAPATITA

La muestra se descongelaba incubándola a 37°C y se

diluía con solución amortiguadora II las veces que fuese
necesario para que la<-concentración de NaCl final oscilase

• alrededor de 50 mM. Se introducía en la columna y se lava-
ba con 10 mi de solución amortiguadora II llevada a 50 mM

NaCl.

La elución de la proteína se- realizaba aplicando 15 mi
de solución amortiguadora II llevada a 50 mM NaCl y 50 mM

NaxPO^. De nuevo se recogía sin fraccionar y se concentra-
ba por ultrafiltración hasta un volumen de 1 a 1.5 mi.

La muestra concentrada se congelaba repartida en alí-
cuotas a -80°C.

Este proceso de purificación es lo suficientemente re-

producible como para descartar cualquier ensayo de activi-
dad Reductasa quinasa intermedio y con él se consigue la

purificación a homogeneidad aparente de dicha actividad.

3.3. ELECTROFORESIS AL 7.5% DE POLIACRILAMIDA CON SDS EN

GELES TIPO PLACA DE ALICUOTAS DE LAS DISTINTAS ETAPAS

DE LA PURIFICACION

Con- objeto de seguir el avance de la purificación,
alícuotas de cada una de las etapas fueron sometidas a

electroforesis en las condiciones descritas en el aparta-

do (2.8). (Fotografía I).

3.4. RESULTADOS GLOBALES DEL PROCESO DE PURIFICACION DEL

ENZIMA HMG-CoA REDUCTASA QUINASA DE CITOSOL DE HIGADO

DE RATA

En la siguiente tabla (I) se muestran los datos de una

purificación típica, de la que se había partido de 100 g de



FOTOGRAFIA I

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA AL

7.5% EN PRESENCIA DE SDS DE LAS DISTINTAS

ETAPAS DE LA PURIFICACION

De izquierda a derecha se muestran los _

desarrollos electroforáticos de las siguientes

preparaciones (entre paréntesis se indica la
cantidad de proteína de cada preparación que

fue introducida en el gel): marcadores de peso

molecular (12 pg), citosol (138 pg), primer
DEAE-celulosa (100 pg), Affi-Gel Blue (53 pg),
segundo DEAE-celulosa (12.6 pg), ATP-hexano

agarosa (12.9 pg), Hidroxilapatita (8.3 pg),
marcadores de peso molecular (12 pg).



TABLA I

PURIFICACION DE HMG-CoA REDUCTASA QUINASA

DE CITOSOL DE HIGADO DE RATA

Se partió de 100 g de hígado de rata.
En cada paso de purificación se determinó
la actividad Reductasa quinasa y la proteína,
obteniendo los valores que se expresan en

la tabla.



o
4-1
a 00 "3*

in o<U
•H
B o o oo o o

o in i-i•H
T3 rH
c
0)
Oí

G
O
•H
O
cd cn
O cu vo ro <h
•r4 ü
iw cu <-i lo cn oo <ti o

04 04 <-l rH>•rH
í-l
0»
CU

cd
o

(d *h
T3S *4-4 tn
•H V4 g

O Cl O 04
V£> H C£> O
cn o o* r~
r» o

co oo
in cn
m o

> o \ 04 c£> oo
■H (U D
4J CL, g

t-H

o cn
<¡ cu

td
G 00 O- 04 CO 04

CU Cn in oo m o- tH o
00 rH (Ne-P

0 LO00
u in
cu

(d
cn in m <y\ oo

ai "í oo n
H oo cn
04 vo ^

C43 OO
«40 00

r—| r-H
04 04

00 O" O 0» rH
O rH OI
04 rH

cd cd
4J cn
o <d D
g a e
t3 -h
<U 3
Oí Of

cd
cn
O
U cd
cd 4J

(ti (U (ti *H
cn 3 cn cd 4J
O H O
iH CQ i—I O 04

G G cd
rH

cd

G

rH <u CU <D
O - ü O O CU X

si o

•H

I I Icn

.0 W -H W
4J < >44 rt¡ Oí <G

W M-l W En -H
O Q < O < ES

ShI

•H



60

hígado, después de las cromatografías en DEAE-celulosa,
Affi-Gel Blue, DEAE-celulosa, ATP-hexano agarosa e Hidroxil-

apatita.

3.5. DETERMINACION DE LA HOMOGENEIDAD DEL ENZIMA HMG-CoA

REDUCTASA QUINASA PURIFICADO

La homogeneidad de la preparación obtenida al final
de la purificación del enzima Reductasa quinasa fue deter-
minada por técnicas electroforáticas en presencia y ausen-

cia de SDS.

En el gel que se presenta en el apartado (3.3), se . _

muestra el desarrollo electroforático de la preparación
correspondiente a la última etapa de la purificación,
observándose una única banda de proteína.

Cuando esta misma preparación se sometía a electro-
foresis al 5.5% dé. poliacrilamida en condiciones no desna-
turalizantes (geles cilindricos sin SDS, apartado 1.8.5.)

aparecía también una única banda de proteína. En la foto-

grfía II, se muestra este desarrollo electroforático. La
cantidad de- proteína, que se introdujo en el gel fue de
0.027 mg.

3.6. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DEL ENZIMA HMG-CoA

REDUCTASA QUINASA

La determinación del peso molecular de la forma holo-
enzimática de la Reductasa quinasa se realizó por técnicas
de cromatografía de gel filtración. Con este fin se utili-
zó la columna de Ultrogel AcA 34 ya descrita en la purifi-

(Apartado 3.1.5).
Se construyó una recta patrón con proteínas de peso

molecular conocido que fueron sometidas a cromatografía
en columna de Ultrogel AcA 34 en las mismas condiciones

que la preparación de Reductasa quinasa. Las proteínas
de la recta patrón eran las siguientes:

cación.



FOTOGRAFIA II

ELECTROFORESIS DEL ENZIMA HMG-CoA REDUCTASA

QUINASA HOMOGENEA

La fotografía muestra la electroforesis
en gel cilindrico al 5.5% de poliacrilamida

en condiciones no desnaturalizantes del

enzima HMG-CoA reductasa quinasa resultante
de la última.etapa de purificación (columna
de Hidroxilapatita).

La cantidad de proteína sembrada fue de
0.027 mg.
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Catalasa

Aldolasa

Alcohol Deshidrogenasa
de levadura

Ovoalbúmina

En la gráfica VII se muestra esta recta patrón.

240.000 daltons

158.000 daltons

148.000 daltons

45.000 daltons

3.7. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LA SUBUNIDAD DEL

ENZIMA HMG-CoA REDUCTASA QUINASA CITOSOLICA

El peso molecular de la subunidad, del .enzima. HMG.-GoA
reductasa guinasa fue determinado en función del Rf que

presentaba la banda en geles de tipo placa de poliacril-
amida al 7.5% con SDS.

Para ello se construyó una recta patrón con proteínas
de peso molecular conocido, las cuáles se sometían a un

desarrollo electroforático en las mismas condiciones que

la preparación homogénea de Reductasa quinasa.(GráficaVIII)
El enzima HMG-CoA Reductasa quinasa tratado con SDS

se resolvió en una única banda cuyo Rf correspondía a un

(Fotografía I ).peso molecular de 107.000 daltons.

3.8. FOSFORILACION E INACTIVACION DE HMG-CoA REDUCTASA

HOMOGENEA POR HMG-CoA REDUCTASA QUINASA CITOSOLICA

Estos experimentos tenían como objeto demostrar que

las preparaciones obtenidas en la purificación tenían acti-
vidad protein quinasa, con capacidad de fosforilar a la

Reductasa, adquiriendo con ello el carácter de Reductasa

quinasa definido en un principio y que la incorporación
de fosfato a la Reductasa iba acompañada con una disminu-
ción de la actividad de la misma.

En el ensayo de fosforilación de la Reductasa homo-

génea con Reductasa quinasa, la mezcla de inactivación
contenía 0..0244 mg de la .preparación Reductasa quinasa
altamente purificada (fracción ATP-hexano agarosa), . .

0.0018 mg de Reductasa homogénea y solución de nucleóti-
dos, ya descrita en el apartado 2.6.3. salvo que en este



GRAFICA VII

CALIBRADO DE LA COLUMNA DE ULTROGEL AcA 34

PARA EL CALCULO APROXIMADO DEL PESO MOLECULAR

DEL ENZIMA HMG-CoA REDUCTASA QUINASA

En esta gráfica se representa en ordenadas
los pesos moleculares en escala logarítmica y

en abcisas los valores de K
av*

El volumen vacío de la columna fue medido

con Azul Dextrano.

La recta patrón se construyó con las si-

guientes proteínas de peso molecular conocido:

Catalasa

Aldolasa

Alcohol deshidrogenasa
de levadura

Ovoalbúmina

240.000 daltons

158.000 daltons

148.000 daltons

45.000 daltons

La actividad Reductasa quinasa eluyó en

una fracción correspondiente a un peso molecu-
lar de 205.000 daltons, representada en la

gráfica con una flecha.
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GRAFICA VIII

DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LA

SUBUNIDAD DEL ENZIMA HMG-CoA REDUCTASA QUINASA

POR ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA AL

7.5% EN PRESENCIA DE SDS.

En esta gráfica está representada la recta
de calibración empleando las siguientes pro-

teínas de peso molecular conocido:

Miosina

B-Galactosidasa

Fosforilasa b

Seroalbúmina

Ovoalbúmina

Anhidrasa carbónica

205.000 daltons

116.000 daltons

97.400 daltons

66.000 daltons

45.000 daltons

29.000 daltons

La Reductasa quinasa presentó un Rf corres-

pondiente a un peso molecular de 107.000 daltons
señalado en la gráfica con una flecha.
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(if-^P) ATP se añadía dando

comienzo a la reacción; en el ensayo.-la concentración
final era de 0.5 mM,

dad específica de 526 cpm/pmol.
A tiempos 0, 2, 10, 15, 30 y 60 minutos se detenía la

reacción por precipitación con TCA al 10% y se seguía el
tratamiento de las muestras y confección del gel descritos
ambos en el apartado. 2.8.1.

El tiempo de exposición de la película para obtener

la autorradiografía del gel era aproximadamente de 7 h.
La radioactividad ligada a la banda de Reductasa se

cuantificaba recortando la correspondiente banda del gel
con ayuda de la autorradiografía y midiendo las c.p.m. de
32 —3

PO^ en un contador de centelleo líquido por efecto
Cerenkov. ( Gráfica IX ).

Debido al alto grado de purificación de ambas prepa-

raciones, tanto la de Reductasa quinasa como la de Reduc-

tasa, no se hacía necesaria la inmunoprecipitación de la
Reductasa de otras proteínas que podrían aparecer fosfori-
ladas.

caso no llevaba ATP. El

P) ATP con una radioactivi-

En experimentos preliminares se determinó que la banda

que aparecía en al autorradiografía correspondía a la de
Reductasa por cálculo del peso molecular de la proteína
fosforilada que coincidía con el de la Reductasa.

En el ensayo de inactivación de la Reductasa homogé-
nea por la Reductasa quinasa la composición de la mezcla
de inactivación en 0.0244 mg de preparación altamente pu-

rificada de Reductasa quinasa (fracción ATP-hexano agarosa);

0.00144 mg de Reductasa homogénea (12.75 U) y solución
nucleótido idéntica a la descrita en el apartado 2.6.3.
salvo en la concentración de ATP que era de 2 mM y que en

el ensayo quedaba 0.5 mM.
La pauta de ensayo era idéntica a la descrita en el

apartado 2.6.3. y se sacaron alícuotas de 0.005 mi a tiem-

pos 0, 2, 5, 15, 30 y 60. minutos las cuales fueron ensa-

yadas para determinar actividad reductasa. ( Gráfica IX )
Ensayos realizados con la preparación de Reductasa

quinasa homogénea mostraron que tiene capacidad de fosfo-



GRAFICA IX

FOSFORILACION E INACTIVACION DE HMG-CoA REDUC-

TASA HOMOGENEA POR HMG-COA REDUCTASA QUINASA

La gráfica muestra la incorporación de
32-3

PO4 a Reductasa homogénea (•) por la Reduc-
3 2

tasa quinasa a partir de ($- P)ATP, frente al

tiempo (min). El

expresa en c.p.itu medidas por efecto Cerenkov,
directamente en la banda correspondiente a la
Reductasa recortada del gel con ayuda de la

autorradiografla.
Paralelamente se muestra la inactivación--

de Reductasa (o) homogénea, por la Reductasa

quinasa, expresada en unidades de actividad
Reductasa residual frente al tiempo de incuba-

ción de la inactivación expresado en minutos.

32__ -3
unido a Reductasa sePO

4
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3 2
rilar a la Reductasa homogénea a partir de ( ^ -
y paralelamente de inactivar a la actividad Reductasa.

p) ATP

3.9. EFECTOS DE LOS DISTINTOS NUCLEOSIDOS DIFOSFATO SOBRE

LA ACTIVIDAD REDUCTASA QUINASA

' Los primeros.-,¿studios sobre -los requerimientos de nu-

cleótidos de la Reductasa quinasa ( 60 ) pusieron de mani-
fiesto que dicha actividad necesitaba de la presencia de
ATP y ADP.

Actualmente un grupo de autores, ( 74 ) han apoyado
la idea del ADP como un activador alostérico de la Reduc-

tasa quinasa citosólica. Este hecho no ha sido reconocido

por otros autores como Beg y colaboradores cuya actividad
Reductasa quinasa se expresa en ausencia de ADP ( 79 ).

Con objeto de comprobar que la Reductasa quinasa, pu-

rificada en este trabaj¡o, era activada por ADP, se inac-
tivó Reductasa homogénea con Reductasa quinasa en presen-

cia de ATP/Mg con y sin ADP. Paralelamente y con el fin
de observar si otros nucleósidos difosfato podían actuar

como activadores, se sustituyó en la inactivación el ADP

por CDP, UDP, GD.P respectivamente.
La composición de la mezcla de inactivación era 0.0402

mgr de Reductasa quinasa ( fracción del ultrogel AcA 34)/
0.0018 mgr de Reductasa homogénea ( 10,2 U) y solución
nucleótido descrita en el apartado 2.6.3
caso del ADP era la misma, y en los otros casos llevaba,
en lugar de ADP, el nucleósido difosfato correspondiente
a la misma concentración.

Paralelamente a las inactivaciones efectuadas en pre-

sencia de ATP/nucleósido difosfato/Mg, se realizaron con-

troles con ATP/Mg, ADP/Mg, CDP/Mg, UDP/Mg y GDP/Mg, solo
en el primero de los casos se manifestó un efecto de inac-
tivación sobre la Reductasa.

Como se muestra en la gráfica X , si bien en presencia
de UDP, CDP o GDP la actividad Reductasaquinasa es ligera-
mente mayor que con ATP solo, en ningún caso llega a mani-
festarse tanta actividad como en presencia de ADP. Si la

que para el .
• /



GRAFICA X

EFECTO DE LOS DISTINTOS NUCLEOSIDOS DIFOSFATO

SOBRE LA ACTIVIDAD REDUCTASA QUINASA

La gráfica muestra los valores de actividad
Reductasa, en unidades-, frente al tiempo (min)
de incubación de la reacción de inactivación

con la Reductasa quinasa citosólica en presen-

cia de ATP/Mg y distintos nucleósidos difosfato

(o ATP/Mg; • ATP/ADP/Mg; A ATP/GDP/Mg; V ATP/
UDP/Mg; □ ATP/CDP/Mg), tal como se describe en

el texto.

También, y como control, se representa la
actividad Reductasa, en unidades, frente al

tiempo de incubación (min), con la preparación
de Reductasa quinasa pero en ausencia de Mg (A).
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actividad Reductasa quinas a,: medida,-en .condiciones óptimas,

en presencia de ADP/ATP/Mg se le daba un valor del 100%,
las actividades Reductasa quinasa obtenidas en presencia

de otros nucleósidos difosfato eran las siguientes:

ATP/Mg
ATP/GDP/Mg
ATP/UDP/Mg

ATP/CDP/Mg
Como se puede ver a partir de estos datos los nucleó-

tidos derivados de la pirimidina ( UDP y CDP) eran ligera-
mente mejores activadores de la Reductasa quinasa que el
GDP.

7,4%

13,5%

23,0%

21,2%

Estos datos concuerdan con lo descrito previamente en

la literatura ( 74 }.
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4. DISCUSION

En 1973, Beg y col. (56) aportaron los primeros in-
dicios sobre la existencia en microsomas de un factor

inactivante de la Reductasa microsomal que era depen-
diente de ATP/Mg. Posteriormente estos mismos autores

(57) identificaron una actividad similar en la fracción

citosólica.

Según los estudios acerca de la distribución celu-
lar de ambas actividades Reductasa quinasa, realizados

por Ingebritsen y col. (72), la actividad presente en

citosol representarla el 80% de la actividad Reductasa

quinasa total y la microsomal el 20% restante. A pesar

de este hecho, distintos autores (69,70) han conseguido
obtener preparaciones homogéneas de Reductasa quinasa

microsomal, sin. embargo no ha sido descrita ninguna

purificación a homogeneidad de la Reductasa quinasa ci-
tosólica. Recientemente Rodwell y col. (74) han reporta

do una purificación de Reductasa quinasa citosólica ha£
ta una etapa bastante avanzada aunque no han llegado a

la homogeneidad.
Los objetivos del trabajo presentado en esta memoria

eran la purificación a homogeneidad del enzima HMG-CoA

Reductasa quinasa de citosol de hígado de rata, y demo£
trar que realmente tiene actividad proteín-quinasa so-

bre la Reductasa.

El retraso en la obtención de preparaciones homogé-
neas de Reductasa quinasa citosólica se ha debido a la

gran inestabilidad que presenta este enzima. Este ha si-

do el principal problema con el que nuestro laboratorio
se ha encontrado en el momento de plantearse la purifica
ción a homogeneidad.

Las medidas que se tomaron para paliar la pérdida de
actividad del enzima Reductasa quinasa durante el proce-
so de purificación fueron varias y atendían a distintos
criterios.

Ya se ha hecho referencia en el apartado 3.2. a algu
na de estas precauciones, como son el reducir al mínimo

posible el tiempo del proceso de purificación, evitar la
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congelación y descongelación de las muestras durante
el mismo y suprimir cuando era posible el tiempo y

los procesos de concentración por ultrafiltración.
Por otra parte, se puso especial interés en la com

posición de las soluciones amortiguadoras empleadas
con el fin de añadir determinados componentes que evi-
tasen ciertos fenómenos a los que el enzima Reductasa

quinasa se mostraba altamente sensible, como son la
oxidación de grupos sulfhidrilo y la proteolisis. Co
mo protector de grupos sulfhidrilo, a todas las solu-
ciones amortiguadoras, justo en el momento antes de
ser usadas, se añadió DTT 5 mM. Concentraciones más ba

jas de este agente daban lugar a disminución del rendí
miento de la purificación. Para evitar los fenómenos de

proteolisis se añadía también extemporáneamente,PMSF

0,5 mM y benzamidina 1 mM como inhibidores de

proteasas y EDTA 1 mM y EGTA 1 mM como inhibidores de

proteasas dependientes de calcio. Rutinariamente el
medio de homogeneización del hígado contenía sacarosa

500 mM para evitar la ruptura de lisosomas y la conse-

cuente liberación de proteasas.
Otro punto a tener en cuenta era que la Reductasa

quinasa era un enzima interconvertible por fosforila-
ción y defosforilación (78) cuya forma activa era la fo¿
forilada. Por este motivo, ya desde el momento en que se

extraía el hígado, se tenía que detener la acción de las

proteín fosfatasas. Para ello todas las soluciones amor-

tiguadoras contenían 50 mM NaF y 3 mM Na^P2Ü^, conocí-
dos inhibidores de fosfatasas.

La solución amortiguadora de purificación llevaba
además como agente estabilizador glicerol al 10%.

A pesar de todas estas precauciones la pérdida de ac

tividad durante el proceso de purificación es realmente
notable. Este hecho queda patente en las veces de purifi
cación al final del proceso, que pueden parecer sorpren-

dentemente bajas para una purificación a homogeneidad.
Esto es debido a la pérdida de actividad enzimática a

través de las distintas etapas la cual, no va acompaña-
da de una pérdida de la proteína como tal.

tiol-
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El método de purificación puesto a punto en núes-

tro laboratorio incluye cromatografías que separan las
proteínas por distintos criterios: intercambio iónico

(DEAE-celulosa), afinidad (Affi-Gel Blue y ATP-hexano-

agarosa), exclusión molecular (Ultrogel AcA 34) y adsor
ción desorción (Hidroxilapatita). Esto permite eliminar

rápidamente proteínas contaminantes y evitar copurifi-
caciones.

Alícuotas de cualquiera de las etapas de purifica-
ción congeladas a -80 QC, en presencia de los componen-

tes descritos para proteger la actividad Reductasa qui-

nasa, conservan la actividad enzimática durante varios

meses.

Ness y col. (75) apoyaron la idea de que la inacti-
vación de la Reductasa observada al ensayar sobre ella
la actividad Reductasa quinasa no era debida a esta acti-
vidad sino a la presencia en la preparación de Mevalo-
nato quinasa. Las preparaciones de Reductasa quinasa ci-
tosólica obtenidas en este trabajo, carecen de activi-
dad Mevalonato quinasa que a pesar de ser también un en

zima citosólico, se excluye en el DEAE-celulosa (76),
primera columna empleada en el proceso de purificación
propuesto.

El peso molecular del holoenzima (205.000 daltons),
obtenido por gel filtración, coincide con el aportado por

Nordstrom y col. (71) para la Reductasa quinasa citosó-
lica semipurificada, y con el aportado por Ferrer y

Hegardt (70), aunque en este caso para la Reductasa qui-
nasa microsomal. A partir del peso molecular de la sub-
unidad (107.000 daltons) y del holoenzima parece posible
afirmar que la Reductasa quinasa citosólica es un dímero
de dos subunidades de igual peso molecular.

La Reductasa quinasa en cualquiera de sus etapas de

purificación muestra más actividad sobre la Reductasa
microsomal que sobre la Reductasa homogénea. Esto puede
atribuirse a una diferencia como sustrato por parte de
la Reductasa, que el ambiente microsomal favorezca la ac

tividad Reductasa quinasa o a que esta actividad necesite

de algún factor presente en microsomas.
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Otro objetivo que iba implícito en este trabajo era

demostrar que la actividad Reductasa quinasa purificada
era capaz de fosforilar y simultáneamente inactivar a

Reductasa homogénea. Los ensayos de fosforilación se

realizaron con ATP y se observó la unión de
a la banda de Reductasa, cuando ésta era incubada en pre

sencia de Reductasa quinasa en condiciones óptimas de ac-

tividad. Debido a la pureza de ambas preparaciones, tan-
to la de Reductasa quinasa como la de Reductasa, no se

hacía necesaria la inmunoprecipitación de la Reductasa
con anticuerpos específicos para detectar la radiacti-
vidad ligada a la misma. Este hecho permitía aumentar

la eficiencia en la recuperación de la Reductasa marcada.
Todos los ensayos de actividad Reductasa quinasa se

han realizado en presencia de ADP, que como se muestra en

la gráfica X, tiene un efecto activador sobre la Reducta-
sa quinasa. La pequeña activación producida por otros nu

cleósidos difosfato puede calificarse de insignificante
frente a la producida por el ADP.

32p



5.- CONCLUSIONES



69

5.CONCLUSIONES

1.- La purificación de Reductasa guinasa citosó-
lica consta de las siguientes cromatografías: DEAE-celu-
losa, Affi-Gel Blue, Ultrogel AcA 34, DEAE-celulosa,
ATP-hexano agarosa e Hidroxilapatita. En todas ellas la
actividad eluye en forma de un único pico. El método de

purificación puesto a punto permite obtener preparacio-
nes homogéneas de Reductasa guinasa citosólica.

2.- La Reductasa guinasa es un enzima altamente
sensible a proteolisis y oxidación de grupo SH. Ambos
fenómenos han de ser prevenidos por la inclusión extern-

poránea en las soluciones amortiguadoras de DTT, PMSF y

benzamidina.

3.- Las preparaciones obtenidas durante la puri-
ficación a partir del primer DEAE-celulosa carece de
actividad Mevalonato guinasa.

4.- La Reductasa guinasa citosólica tiene un peso

molecular de 205.000 daltons y consta de dos subunidades
de igual peso molecular (107.000 daltons).

5.- La preparación homogénea es capaz de activar
tanto a la Reductasa microsomal como a la Reductasa homo-

génea en presencia de ADP/ATP/Mg.

6.- La preparación homogénea de Reductasa guinasa
32

es capaz de unir covalentemente
32

( ZP) ATP a la Reductasa homogénea.
43- a partir dePO

7.- La Reductasa guinasa purificada en este tra-

bajo es fuertemente activada por la presencia de ADP. Esta
activación es sensiblemente menor cuando el ADP se susti-

tuye por otros nucleósidos difosfato tales como CDP, UDP

y GDP.
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