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PRESENTACION

Desde hace afios se han relacionado niveles elevados de
colesterol en sangre con aparicidén de arterioesclerosis. Actual-
mente estia demostrada la correlacién entre una elevada concen-
tracidn en sangre de determinadas lipoproteinas y la afeccidén de
la enfermedad. La esclerosis cardiovascular es, en sociedades in-
dustrializadas, una de las mas frecuentes causas de muerte por
enfermedad. De ahi que el metabolismo del colesterol y su regu-
lacién hayan devenido uno de los temas de estudio en bioquimica
de mayor interés social, al que se han dedicado grandes esfuerzos

Yy recursos, pues su trascendencia sanitaria es innegable.

En nuestro Laboratorio, la investigacién sobre el meta-
bolismo del <colesterol y su regulacidén se ha centrado en el
estudio del principal enzima que controla 1la sintesis: 1la 3-
hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA reducta-

sa).

Al igual gque otros muchos enzimas, éste intercambia sus
estados inactivo o activo por fosforilacidén/desfosforilacidén re-
versible, dependiendo su nivel de ‘actividad del grado de fos-
forilacién. Ello justifica que nuestra labor se oriente al cono-
cimiento de 1los mecanismos enzimaticos de fosforilacién/desfos-

forilacién de la HMG-CoA reductasa.



El estudio del control de la actividad HMG-CoA reductasa
por fosforilacidén/desfosforilacién se inicié en nuestro Labora-
torio con trabajos "in vitro", fruto de los cuales ha sido la
purificacién y caracterizacién, a partir de higado de rata, de
diversos enzimas que intervienen en la fosforilacidén/desfosfori-
lacién de la HMG-CoA reductasa: HMG-CoA reductasa quinasas y HMG-
CoA reductasa fosfatasas, ambas tanto de origen microsomal como
citosdlico. Otra linea de investigacidén que opera "in vivo", con
hepatocitos aislados, complementd el estudio de la fosforilacidn

del enzima con [*?P]PO,H, y su respuesta a distintos efectores.

Asi pues, al iniciar nuestro trabajo, se habian purificado
parcialmente, y caracterizado, cuatro protein fosfatasas de
origen citosdlico y tres protein fosfatasas de origen microsomal,
con actividad sobre HMG-CoA reductasa, de las cuales se estaban
realizando estudios orientados a conocer su especificidad. Nues-
tro primer objetivo fue profundizar en la caracterizacién de las
protein fosfatasas de origen microsomal y su purificacién; en
especial la actividad fosfatasa, que a los largo de este trabajo
denominaremos HMG-CoA reductasa fosfatasa M, que presenta un
comportamiento cromatografico que la diferencia de otras protein

fosfatasas descritas.

En el transcurso de nuestro trabajo, algunos autores han
llamado la atencién acerca de la posibilidad de que las fosfa-
tasas purificadas de la fraccién microsomal no sean proteinas del
reticulo endoplasmatico, sino que procedan del glucégeno que, en
muchos casos, contamina 1la fraccién microsomal. Pequefas can-

tidades de glucdgeno serian suficientes para unir con una fuerza
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inusual un tipo de protein fosfatasa relacionada con el glucé-
geno, la protein fosfatasa G, y con ello llevar a error respecto
a la wubicacién citoldégica de 1la actividad protein fosfatasa

investigada.

La sugerencia de esta posibilidad era de suficiente impor-
tancia para que, una vez ultimada una parte del trabajo de puri-
ficacidén y caracterizacién de la HMG-CoA reductasa fosfatasa mi-
crosomal, fuera de interés profundizar en el estudio de la posi-
ble relacién entre la HMG-CoA fosfatasa M y la protein fosfatasa
G. En esa direccién se han orientado los trabajos de esta memo-

ria.

Los resultados obtenidos en el subfraccionamiento celular,
en el fraccionamiento cromatografico y la caracterizacién enzi-
matica de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa, evidencian, a
nuestro entender, la existencia de dos proteinas independientes:

una relacionada con microsomas y otra relacionada con glucdgeno.
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1. INTRODUCCION




1.1. BIOSINTESIS DEL COLESTEROL

El colesterol o colesterina es el miembro mas senci-
1llo de un grupo de compuestos denominados esteroides que poseen
en comin un esqueleto tetraciclico de ciclopentanoperhidrofenan-
treno. Se aisldé por primera vez en 1784 a partir de calculos bi-
liares humanos, y posteriormente se conocidé su férmula: C,,H,¢O.
Contiene un doble enlace, dos grupos metilo en un anillo y un
grupo hidroxilo. La molécula es casi plana, con los tres anillos
ciclohexanicos en forma de silla, y wuna cadena lateral ecuato-

rial, mientras que los grupos metilos son axiales.

Todas las células animales requieren colesterol para
su crecimiento, siendo el componente mayoritario de las membranas
de estas células. En organismos superiores supone un tercio de la
fraccién lipidica y en tejido nervioso representa una sexta parte
del peso en seco. En insectos su importancia se debe a que es un
componente esencial en la dieta, necesario para la produccién de
hormonas que, de otra forma, el insecto es incapaz de sintetizar.
Sin embargo, estd ausente en la membrana mitocondrial interna y
en las membranas de muchas plantas superiores y de bacterias,
muchas de las cuales mantienen su estructura con otro tipo de
lipidos mas insaturados.

Su funcidén en las células animales es la de contri-
buir de forma esencial en el mantenimiento de 1la estructura de
las membranas, siendo ademas preciso para una correcta funciona-
lidad de los enzimas y receptores unidos a ella. Con pocas excep-
ciones, es imprescindible en 1la supervivencia de las células en
cultivo o fuera de los tejidos del organismo. La estricta ne-
cesidad de colesterol en las membranas de las células animales se
debe a que contribuye a facilitar una cierta rigidez a éstas,
necesaria a temperaturas de alrededor 25-30°C.

En la célula se encuentra unido a las membranas o en
microvesiculas en el citosoma. En el organismo, el colesterol
también se encuentra en la sangre unido a lipoproteinas plasmati-

cas y asociado con los acidos biliares en la secrecciodn biliar.
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El colesterol que precisa 1la célula es sintetizado
internamente a través de wuna larga via que implica al menos 30
enzimas, o bien es introducido en 1la c¢élula pdr endocitosis
mediada por receptores especificos de las lipoproteinas de baja
densidad, LDL, Goldstein y Brown (134). En las células animales
el colesterol no se metaboliza en el sentido estricto del térmi-
no, sino que es transformado en otros esteroles, dependiendo del
tipo de <célula y de sus productos de secrecidén, algunos de gran
importancia fisiologica. La transformacién del colesterol origina
vitaminas -vitamina D-, hormonas sexuales -testosterona, proges-
terona, B-estradiol- y otras hormonas como la cortisona. Es
también transformado a diversos acidos biliares como acido célico
y desoxicolico.



1.2. REGULACION DEL METABOLISMO DEL COLESTEROL

Al igual que sucede en otras vias metabdlicas esen-
ciales, en la regqulacidén del metabolismo del colesterol intervie-
nen mecanismos homeostasicos que aseguran unos niveles adecuados
de colesterol 1libre en el interior de la célula. Estos mecanis-
mos deben controlar la entrada y salida de colesterol en la
célula, la formacién de membranas (reposicidén o proliferacién
celular) y la biosintesis "de novo", (véase Esquema I).

A la vista de los parametros del Esquema I, debemos
preguntarnos cuidl es el mecanismo a través del que la célula es
sensible al nivel de colesterol libre en un momento preciso, y
cémo los demds parametros se ven afectados.

En el interior de 1la célula, el colesterol puede
movilizarse por unién a distintos tipos de proteinas transporta-
doras de esteroles, o puede ser transportado unidireccionalmente
desde su lugar de sintesis hasta 1las membranas plasmaticas por
medio de vesiculas membranosas especificas. El transporte de
colesterol desde las membranas plasmaticas hacia 1los organulos
internos no parece realizarse por difusidén, sino que puede estar
dirigido por elementos contractiles del citoesqueleto (231)(207).

De forma mas sutil, la funcionalidad de las proteinas
ligadas a las membranas, que depende de las caracteristicas y de
la estructura de éstas, es decir, del contenido de colesterol,
colabora a su vez en la regulacién del metabolismo del coles-
terol. Al mismo tiempo, moléculas relacionadas con el metabolismo
del colesterol contribuyen a la homeostasis del mismo a nivel
transcripcional: 1la acumulacidén de esteroles reprime la trans-
cripcién de genes que secuencian enzimas limitantes o receptores

relacionados con los niveles intracelulares de colesterol.

Veremos a continuacién con mas detalle cuales son los
principales enzimas responsables del metabolismo del colesterol,
donde se localizan, como se regulan y también la importancia de
las lipoproteinas en su control.



PRINCIPALES FACTORES DETERMINANTES DE LA HOMEOSTASIS
DEIL. COLESTEROL

renovacion secrecién
de membranas /

colesterol COLESTEROL
exdgeno CELULAR

N

proliferacion

reductasa
\ 4
sintesis > 1

ESQUEMA I

Principales factores determinantes de 1la homeostasis del coles-

terol. Los cuadros 1, 2 y 3 sefialan los compuestos derivados del

mevalonato, esteroides o no, que actian inhibiendo la sintesis de
colesterol, por inhibicién feed-back de la actividad HMG-CoA re-
ductasa. El cuadro 4 representa un derivado isoprénico que actuia

como sefal positiva, permitiendo la replicacién celular. Gibson y

col. (122).

1. Isopentenil pirofosfato. Precursor de los compuestos 2,3 y 4
(su importancia como inhibidor "feed-back" es una posibilidad
aun no establecida).

2. Productos esteroidicos, incluye oxiesteroles y colesterol

3. Intermediarios poliisoprénicos no esteroidicos

4. Isopentenil adenina



1.2.1. Enzimas que intervienen en el metabolismo de colesterol

La sintesis de colesterol se realiza a partir de
acetil CoA a través de un largo proceso que implica gran nimero
de reacciones enzimaticas, (véase Esquema II).

En la sintesis de colesterol podemos delimitar dos
etapas: la primera desde acetil CoA hasta la produccidén de escua-
leno, que se produce en condiciones anaerobias y en la que se
originan metabolitos solubles, y la segunda etapa que precisa de
oxigeno molecular y abarca desde la produccidén de escualeno hasta
colesterol, y da lugar a productos insolubles. El enzima limitan-
te de esta via de sintesis es el 3-hidroxi-3-metilglutaril coen-
zima A reductasa, HMG-CoA reductasa. En esta memoria es objeto de
un estudio detallado en el apartado 1.3.

Recientemente, Gil y col. (128) han mostrado eviden-
cias de que otro enzima, el 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A
sintasa, HMG-CoA sintasa, localizado en citosol, c¢olabora en la
regulacién de 1la via controlando la cantidad de sustrato para la
HMG-CoA reductasa. Dicho enzima cataliza la condensacién de
acetil CoA y acetoacetil CoA para formar HMG-CoA, sustrato de la
HMG-CoA reductasa. A ambos enzimas puede corresponderles la
regulacién de la sintesis de colesterol, siendo a su vez regula-

dos negativamente por colesterol.



VIA METABOLICA DE SINTESIS DEL COLESTEROL

ACETIL-CoA
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ESQUEMA II

Via metabdlica de la biosintesis del mevalonato, esteroles y com-

puestos isoprénicos. Rodwell y col

. (284)



1.2.1.1. Localizacién subcelular
Reticulo endoplasmatico

El colesterol forma parte esencial de las membranas
celulares, y tanto su sintesis como parte de 1los procesos de
transformacién se producen en una de estas membranas celulares.
El principal enzima limitante de la wvia, HMG-CoA reductasa, se
encuentra en el reticulo endoplasmatico, (258)(302). Basandose en
los trabajos de Orci y col. (258), Lange y col. (208) han pro-
puesto su utilizacién como enzima marcador de reticulo endo-
plasmatico.

No sélo la HMG-CoA reductasa, también muchos de los
enzimas relacionados con la sintesis o el metabolismo del coles-
terol, residen en la misma membrana, siendo frecuente una distri-
bucién doble, reticulo endoplasmatico 1liso (REL)/reticulo endo-
plasmatico rugoso (RER). El enzima escualeno sintasa, enzima que
condensa dos moléculas de farnesil pirofosfato, es un enzima
microsomal (92). Los enzimas involucrados en la conversién de la-
nosterol a colesterol: lanosterol 14-demetilasa, esteroil 14-re-
ductasa, esteroil 8-isomerasa, citocromo P-450 y citocromo b,
tienen todos ellos una distribucién doble, REL/RER, (208).

Dado que el colesterol sé6lo puede ser sintetizado en
presencia de los enzimas antes descritos, y puesto que éstos se
localizan en el reticulo endoplasmatico, la sintesis de coleste-
rol debe producirse en dicho sistema de membranas.

Una vez sintetizado, el colesterol sufre una serie de
transformaciones en las que también intervienen enzimas ligados a
la membrana microsomal, como el enzima responsable de 1la este-
rificacidén del colesterol libre: acil-CoA-colesterol-acil-trans-
ferasa (ACAT). La ACAT solamente se encuentra en el RER ¥y no en
el REL, pudiendo, por su localizacidén corresponderle un intere-
sante papel en el control de los bajos niveles de colesterol en
aquella membrana (280). El1 bajo nivel de colesterol en el RER
permite la unién de los ribosomas y 1la realizacién de las fun-
ciones propias del reticulo endoplasmatico rugoso. El enzima
limitante de la via de biosintesis de los &cidos biliares, coles-
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terol-7-a-hidrolasa, es también un enzima anclado en la membrana
microsomal.

Peroxisomas

Recientemente, mediante técnicas de microscopia elec-
trénica y con anticuerpos monoclonales, se ha detectado la pre-
sencia de HMG-CoA reductasa en la matriz de los peroxisomas de
higado de rata (185)(186). Por técnicas de fraccionamiento celu-
lar y microscopia, otros enzimas que intervienen en el metabo-
lismo del colesterol en un principio tuUnicamente ubicados en
microsomas, como el citocromo P,,, y citocromo cb;, reductasa se
han 1localizado también en peroxisomas (143). La presencia de
estas reductasas en peroxisomas indica que a este organulo puede
corresponderle un importante papel en el metabolismo del coles-
terol y de los &acidos biliares.

1.2.1.2. Regulacidén coordinada

Los enzimas responsables del metabolismo del coles-
terol estan regulados de forma coordinada. Las actividades de los
enzimas HMG-CoA reductasa, HMG-CoA sintasa, ACAT vy colesterol 7-
a-hidrolasa, vienen reguladas "in vivo" a través de su concentra-
cién celular, pero también por 1la concentracién de colesterol
libre en el entorno de la membrana donde se localizan estos
enzimas, (242)(277)(209).

En células de ovario de hamster, células CHO, las
actividades HMG-CoA reductasa y HMG-CoA sintasa responden de
forma cuantitativamente similar frente a 1la presencia de 25-
hidroxicolesterol y de mevilonina en el medio de crecimiento.
Esta regulacién coordinada puede darse a nivel de 1la sintesis
enzimdtica (277). En cultivos de fibroblastos humanos, la adicién
de LDL al medio de cultivo provoca una disminucién de 1la activi-
dad escualeno sintasa que se reduce hasta un 90 9 transcurridas
48 horas. La adicidén de 25-hidroxicolesterol o colesterol supri-
men igualmente la actividad escualeno sintasa (101).
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La regulacién de los enzimas HMG-CoA reductasa y HMG-
CoA sintasa y del receptor de las LDL se realiza a nivel trans-
cripcional en zonas del gen préximas a la regién 5°, sensibles a
los esteroles (128)(259)(83).

En higado, el enzima limitante de 1la biosintesis de
dcidos biliares es el colesterol-7-a-hidrolasa (247). Este enzima
es estimulado por la concentracidén de su sustrato en el reticulo
endoplasmatico. La presencia de resinas de intercambio idénico
capaces de secuestrar los acidos biliares intestinales, disminu-
yen la reabsorcién y provocan un aumento en la actividad de la
colesterol 7-a-hidrolasa y la consecuente disminucién del nivel
de colesterol. Ello provoca el aumento de la sintesis de coles-
terol, con incremento de la actividad HMG-CoA reductasa y de la
endocitosis de lipoproteinas plasmidticas. E1 aumento de HMG-CoA
reductasa por accién de las resinas secuestrantes de Acidos
biliares es utilizado en la purificacién del enzima para obtener
mejores rendimientos.

Otro punto comin en la regulacién de los enzimas res-
ponsables del metabolismo del colesterol es la fosforilaciédn
reversible. En este trabajo dedicaremos un apartado al enzima
HMG-CoA reductasa y su regulacidén por fosforilacidén/desfosforila-
cién. Otros enzimas como la ACAT, 1la colesterol 7-a-hidrolasa y
la colesterol ester hidrolasa (CEH) son asimismo sensibles a
regulacidén por protein quinasas (PrQ) y protein fosfatasas (PrP)
(86).

Finalmente, un mecanismo de regulacién comin es la
variacién diaria en los niveles de algunos enzimas. Los enzimas
HMG-CoA reductasa, ACAT y colesterol 7-a-hidrolasa en rata estéan
sometidos a ritmo circadiano de forma coordinada, para adaptarse

mejor a las necesidades celulares de colesterol (30).
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1.2.2. Lipoproteinas

La célula puede sintetizar "de novo" colesterol o,
alternativamente, puede obtener de la dieta colesterol adicional,
sin necesidad de sintetizarlo, a partir del colesterol de las
lipoproteinas de baja densidad (133)(49).

El organismo es el responsable de la proteccién vy el
mantenimiento de 1las poblaciones celulares que lo constituyen a
través de un control global del flujo de <colesterol. En ese
proceso el higado juega un papel central: recibe colesterol
exégeno procedente de la dieta a través del plasma en forma de
quilomicrones; empaqueta el colesterol exdégeno y el sintetizado
"de novo" como productos de excreccién para su exportacién a
otras células en forma de lipoproteinas de muy baja densidad,
VLDL; recibe colesterol de 1los tejidos a través del plasma:
lipoproteinas de densidad intermedia, IDL y lipoproteinas de baja
densidad, LDL; y, finalmente, excreta colesterol y &cidos bilia-
res al exterior, realizando asi un importante proceso regulador,
(48).

En hepatocitos, si aumentan 1los niveles de coleste-
rol, la entrada de colesterol exdégeno puede limitarse por reduc-
cién de los receptores de las LDL, reprimiéndose 1la sintesis de
éstos. El receptor de las LDL esta sujeto a la clasica regulacién
por producto final. Recientemente se ha conocido que 1la sensibi-
lidad del receptor a 1los productos finales de la biosintesis de
colesterol depende de un fragmento de 42 pares de bases que
flanquea la regidén 5° del gen que codifica para el receptor (320)
(83).

De forma coordinada a la entrada de colesterol, la
célula responde modificando la actividad de los enzimas limitan-
tes de la sintesis: disminuye la actividad HMG-CoA reductasa y la
actividad HMG-CoA sintasa e incrementa la esterificacién del co-
lesterol por estimulacidén de la ACAT y la colesterol 7-a-hidro-
lasa, lo que lleva a un aumento en la produccién de acidos bilia-
res. Si, por el contrario, la célula precisa de mayor cantidad
de colesterol, los mecanismos actian de forma inversa.



12

Otros esteroles, distintos al colesterol y que no
precisan receptores para la entrada en 1la célula, producen los
mismos efectos. Asi el 25-hidroxicolesterol y el 7-cetocoles-
terol. También la mevalolactona provoca los mismos cambios.
Veremos con mas detalle estos mecanismos a continuaciédn.
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1.3. HMG-CoA-REDUCTASA

El enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA)
reductasa (E.C.1.1.1.34) cataliza el tercer paso de 1la via que
produce colesterol a partir de acetil-CoA, limitando no tan sélo
la produccién de colesterol, sino también la de otros compuestos
poliisoprénicos como wubiquinona, dolicol e isopentenil-RNA,
(45)(46)(47)(102), (véase Esquema II).

El enzima se encuentra practicamente en todas las
células de mamiferos y también de otros animales: insectos, aves
y peces. Asimismo se encuentra en plantas (292). En microorganis-
mos el enzima HMG-CoA reductasa (E.C.1.1.1.88) que cataliza la
formacién de mevalonato, es dependiente de NADH en 1lugar de
NADPH. Salvo una indicacién expresa en otro sentido, en esta
memoria la referencia a la HMG-CoA reductasa se entendera hecha
al enzima E.C.1.1.1.3.4.

1.3.1. Estructura

La determinacién de la secuencia de nucledtidos y 1la
deduccibén de la secuencia aminoacidica ha sido posible gracias al
clonaje del <¢DNA obtenido de una 1linea de células en cultivo,
células UT-1, procedentes de células de ovario de hamster (célu-
las CHO), seleccionadas en un medio de cultivo con compactina. En
las células seleccionadas, UT-1, se amplifica hasta 15 veces el
gen de la HMG-CoA reductasa (60).

Tanto en células UT-1 (307), en hepatocitos de rata,

(276) asi como en otras células de mamifero (219) la HMG-CoA
reductasa es una glicoproteina que atraviesa la membrana del
reticulo endoplasmatico. El protémero tiene un peso molecular
deducido de su secuencia aminoacidica (887 aminoacidos), de
97.092 daltons (60). Sin embargo, cuando se purifica el enzima en
ausencia de inhibidores de proteasas, se provoca la proteolisis,
(252), obteniéndose un fragmento soluble que contienen el centro
activo (276) cuyo peso oscila entre 52.000 y 53.000 daltons y que
ha sido purificado a homogeneidad en diversos tejidos (23).
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Basandose en los estudios sobre la proteolisis del
protémero, mediante tratamiento informatico de 1la secuencia
aminoacidica deducida, Liscum y col. propone un modelo de estruc-
tura secundaria que se presenta en el Esquema III, (218).

La proteina esti dividida en dos dominios: un dominio
de 62.000 daltons (548 residuos) que contiene el extremo carboxi-~
terminal, orientado al citosol, relativamente hidrofilico, en el
que se encuentra el centro activo; y un dominio de 35.000 daltons
(339 residuos) en el que hay siete regiones muy conservadas,
altamente hidrobéficas que atraviesan la membrana con el extremo
amino terminal, menos hidrofdbico, localizado en el lumen del re-
ticulo endoplasmatico, de esta zona (residuo 281) pende una
cadena de carbohidratos, rica en manosas (217). El1 dominio cito-
s6lico es el responsable de la actividad del enzima, en tanto que
el dominio hidrofdbico es fundamental en el anclaje de la pro-
teina al reticulo endoplasmatico

Para la localizacién subcelular del enzima se han
utilizado principalmente técnicas de centrifugacién isopicnica en
gradientes de densidad en sacarosa y microscopia electrénica,
previa inmunoprecipitacién con anticuerpos especificos marcados
con ['®°%Au]-proteina A (258), o por inmunofluorescencia (302).
Estos trabajos confirman que la HMG-CoA reductasa es una proteina
del reticulo endoplasmatico
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REPRESENTACION DE LA ESTRUCTURA DE LA HMG-CoA REDUCTASA
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ESQUEMA II1I

Modelo estructural de la posible orientacidén del dominio hidrofé-
bico del enzima HMG-CoA reductasa en la membrana del reticulo
endoplasmatico. Siete regiones hidrofébicas (rectédngulos claros)
cruzan la membrana plasmatica, y dos regiones menos hidrofdbicas
se extienden una hacia el lumen (extremo amino terminal) y otra
hacia el citosecl (extremo carboxi terminal). Entre las regiones
hidrofébicas 6-7 que cruzan la membrana encuentra un oligosaca-
rido unido por un enlace N- al aminoacido 281. La proteolisis
parcial por proteasas enddégenas de la regién citosdlica puede dar
lugar a dos tipos de proteinas (62 kDa 6 53 kDa) segin el lugar
de rotura en la cadena aminoacidica, Liscum y col. (218).
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1.3.2. Purificacién

La purificacidén de HMG-CoA reductasa a partir de
microsomas de higado de rata ha implicado hasta ahora la rotura
del protdémero, por accidén de proteasas enddégenas, y la liberacién
del fragmento citosélico soluble que contiene el centro cata-
litico. La rotura puede evitarse por la presencia de inhibidores
de proteasas como leupeptina y antipaina (252)(187). El método
mas utilizado para solubilizar la proteina es la utilizacién
conjunta de la proteolisis producida por las proteasas enddgenas
y la rotura de los microsomas producida por congelacidén/desconge-
lacién brusca (150). Kleinsek y col. (197) presentan una revisién
de los distintos métodos empleados para la solubilizacidén y
purificacidon a homogeneidad del enzima. El fragmento citosdlico
ha sido purificado a homogeneidad a partir de microsomas de
higado de rata y de higado humano.

El enzima nativo, de 92.000 daltons, ha sido solu-
bilizado en presencia de inhibidores de proteasas con la ayuda de
detergentes no idénicos. Sin embargo, no ha sido purificado a
homogeneidad (187). En cuanto al enzima HMG-Coa reductasa
(E.C.1.1.1.88) ha sido purificado a homogeneidad a partir de
levadura (278) y de bacterias (284).

1.3.3. Regulacidon del enzima HMG-CoA reductasa

Ya que la expresion de la actividad HMG-CoA reductasa
es un punto clave en la homeostasis del colesterol, son de es-
perar miltiples mecanismos de control que permitan hacerla sensi-
ble a las necesidades celulares.

Aunque se hace dificil, y resulta en ocasiones forza-
do, separar Yy clasificar los mecanismos que actian sobre la
regulacidén de la HMG-CoA reductasa, los agruparemos en dos en
vistas a simplificar la exposicidén : los que determinan o modifi-

can la cantidad de enzima, y los que influyen en su grado de
actividad.
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Los primeros regulan la concentracidén celular de
enzima a través de la modificacidén del equilibrio sintesis/degra-
dacidén y son mecanismos de control a largo término. Los segundos
modulan la actividad del enzima existente, ya sea modificando su
conformacién espacial o influyendo en sus propiedades cataliticas
a través de modificaciones covalentes, como es la fosforilacién/-
degsfosforilacién reversible, o de efectores como proteinas y
lipidos inhibidores o por la accién de tioles. Son en general
mecanismos de regulacién a corto término.

Los distintos mecanismos de control estan intimamente
interrelacionados entre si. A modo de ejemplo: la modificaciédn
covalente por fosforilacién/desfosforilacién no sélo incide en la
expresidén de la actividad sino que a su vez es una sefial para la
degradacién del enzima (266)(267)(226). Por otra parte la com-
posicidén y el contenido en colesterol de la membrana incide tanto
sobre la actividad como sobre la sintesis o degradacién (266)
(127).

En Gltimo extremo la regulacidén del enzima esti
eficazmente controlada por el colesterol o el hidroxicolesterol
y los intermediarios metabdlicos de su via biosintética, ejer-
ciendo un control feed-back negativo a distintos niveles. Los
estudios de Liscum y col. (217) indican que en primer lugar el
colesterol suprime la transcripcidén del gen de la HMG-CoA reduc-
tasa. Pero ademads el colesterol, por si solo puede modificar la
fluidez de la membrana y con ello el grado de exposicidén del
dominio citosdélico del enzima a las proteasas y por ende alterar
la conformacién del centro catalitico del mismo.
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1.4. REGULACION DE LA CONCENTRACION DEL ENZIMA HMG-CoA REDUCTASA

La regulacién a largo término de la actividad HMG-CoA
reductasa conlleva cambios en la masa de enzima; lo gque a su vez
implica cambios en la velocidad de sintesis y degradacién. Los
ensayos se han realizado en gran parte en células en cultivo de
distinto origen en las que se estudia el efecto de 1los distintos
estimulos, con 1la ayuda de técnicas que frecuentemente implican
la utilizacién de anticuerpos y/o sondas de cDNA.

1.4.1. Endocitosis mediada de LDL

Se han realizado experimentos en células en cultivo a
las que se suministra colesterol a través de su incorporacidén por
endocitosis mediada de las LDL. Estas células se mantienen via-
bles, ya que la inhibicién de la actividad HMG-CoA reductasa no
es total y por ello la sintesis de otros derivados del mevalona-
to, como dolicoles, ubiquinonas o compuestos poliisoprénicos,
alcanza nivel suficiente para satisfacer las necesidades celu-
lares.

En células en cultivo a las que se suministra coles-
terol a través de LDL, la cantidad de HMG-CoA reductasa descien-
de, tanto por disminucién de la sintesis como por aumento de la
degradacién (102). En células UT-1 disminuyen los niveles de RNAm
de HMG-CoA reductasa, causando una regresion del reticulo endo-
plasmatico (58)(59)(258). En fibroblastos la endocitosis de LDL
produce un aumento de la ACAT, a la vez que disminuye la cantidad
de HMG-CoA reductasa y disminuyen 1los receptores de las LDL, -
indicando un mecanismo coordinado de control de las tres protei-
nas (48)(290). En fibroblastos geneticamente deficientes en
receptores de LDL, aparece una elevada actividad HMG-CoA reduc-
tasa (61).

1.4.2. Compactina y mevilonina
Los compuestos compactina (58) y mevilonina (301) son

potentes inhibidores competitivos de 1la HMG-CoA reductasa. Blo-
quean la produccién de mevalonato y con ello no sélo la de coles~
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terol sino también la de los precursores del colesterol y produc-
tos como ubiquinona, dolicol e isopentenil-RNA,. A la accién de
estos inhibidores 1la célula responde aumentando la sintesis de
HMG-CoA reductasa y disminuyendo la degradacidén del enzima.

La compactina ha sido utilizada en medios de creci-
miento celulares para seleccionar, a partir de células de ovario
de hamster (CHO), una linea de células, células UT-1, en las que
se produce una amplificacién de 15 veces del gen de la HMG-CoA
reductasa y un aumento de la velocidad de transcripcién de cada
copia del gen, obteniéndose un nimero de moléculas de RNAm al
menos 100 veces mayor que el de las células CHO. En estas células
UT-1 se produce un aumento de la sintesis de HMG-CoA reductasa
(x 500 veces las cantidades iniciales) y 1la proliferacién del
reticulo endoplasmatico, gque presenta en estas condiciones una
estructura particular de tipo cristaloide. Si a estas células se
les suministra colesterol, a través de LDL, la accién se revier-
te. Ello remarca la interrelacidén que existe entre la biosintesis
de colesterol y la generacién de membranas (58).

1.4.3. Mevalonato

L.a adicién de mevalonato, a concentraciones milimo-
lares, tiene los mismos efectos que la endocitosis de LDL (103).
La incubacién de hepatocitos con mevalonolactona produce una
reduccién del 40 % en la velocidad de incorporacién de amino-
dcidos radioactivos al polipéptido de 97 KkDa, al tiempo que se
produce un aumento de 3 veces en la velocidad de degradacién,
(98)(301)(272).

En ensayos realizados en nuestro Laboratorio se ha
demostrado que la incubacién de hepatocitos en presencia de 10 mM
mevalonolactona causa una disminucién de la velocidad de sintesis
y un incremento en la velocidad de degradacién. La rapida dismi-
nucién de la actividad HMG-CoA reductasa, aproximadamente en 20
minutos esta asociada con un aumento en la fosforilacién (in-
corporacidén de *?P) del enzima HMG-CoA reductasa microsomal
(92 kDa), 1lo que sugiere que en el mecanismo de degradacién del
enzima puede estar implicada la fosforilacidén del mismo (226).
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En células de ovario de hamster incubadas con estero-
les procedentes de LDL y compactina, las cantidades de enzima se
mantienen elevadas y la célula puede mantener 1la sintesis de
esteres de colesterol gracias al aporte externo de esteroles.
Cuando en estas condiciones las células reciben exceso de meva-
lonato, se produce una inhibicién practicamente total de la HMG-
CoA reductasa (249). Esta supresién se debe, en un 80 %, a la
menor traduccién de los RNAm y al mismo tiempo al aumento de la
degradacién del enzima.

El efecto combinado de dos mecanismos a saber, los es-
teroles reprimen la transcripcién del gen, y los productos no
esteroles derivados del mevalonato inhiben la traduccién de los
RNA mensajeros, puede hacer disminuir cientos de veces la canti-

dad de HMG-CoA reductasa presente en las células animales.

1.4.4. Esteroles

La hipdétesis de que 1los esteroles pueden regular la
biosintesis del colesterol a través de la modulacidén de la acti-
vidad del enzima HMG-CoA reductasa, fue propuesta en primer lugar
por Kamdustch en 1973, 1974 (180)(181). Hoy se sabe que los es-
teroles actian a dos niveles: disminuyen la transcripcién del gen
y aumentan la degraéacién del enzima.

a) Disminucioén de la transcripcion del gen

Los esteroles disminuyen los niveles de RNAm de la
HMG-CoA reductasa. De la disminucidén de la transcripcién es res-
ponsable una corta secuencia que flanquea la regidén 5°del gen que
codifica el enzima, ya que cuando se altera 1la secuencia por
técnicas de DNA recombinante, la transcripcidén del gen se vuelve
constitutiva y no es suprimida por esteroles, (259)(67).

b) Aumento de la degradacién del enzima

Se ha estudiado ampliamente 1la accién de los oxies-
teroles sobre 1la degradacidén del enzima. Los oxiesteroles apare-
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cen en cantidades muy pequeiias durante la sintesis de colesterol,
como intermediarios metabdélicos. Se producen enddgenamente por
oxidacidén enzimatica controlada del colesterol presintetizado,
como intermediarios en la demetilacién del lanosterol, o como
productos del metabolismo del escualeno, via escualeno 2,3:22,23-
dioxido (264).

El oxiesterol mejor estudiado es el 25-~hidroxicoles-
terol. Provoca una disminucién de la sintesis y un aumento de
tres veces en la degradacidén, tanto en fibroblastos normales como
en células UT-1 (103)(97). La degradacién lleva consigo la desa-
paricioén del enzima y 1la posterior destruccidén de la estructura
cristaloide del reticulo endoplasmatico. Estudios de Chin y col.
(61) en células mutantes ponen de manifiesto que los esteroles
aceleran la degradacién de 1la HMG-CoA reductasa, independiente-
mente de cualquier otro efecto inhibidor sobre la sintesis.

Martin y col. (228), utilizando derivados solubles
del colesterol, concluyen que éstos causan directamente una
disminucién de 1la cantidad de enzima HMG-CoA reductasa. Los
derivados solubles no afectan a la actividad ya que no provocan
cambios en la composicién de la membrana y por lo tanto en el
entorno del enzima, ni cambios en 1la modificacién covalente por
fosforilacién/desfosforilacidén (323). La accidén de los derivados
solubles se realiza a través de la disminucién de RNAm de la HMG-
CoA reductasa.

El dominio hidrofébico anclado en la membrana del
reticulo endoplasmatico es fundamental para la correcta localiza-
cién del enzima y para la degradacidén mediada por esteroles.
Experimentos con genes deleccionados en la regidén que codifica
para el dominio hidrofdébico de la HMG-CoA reductasa, producen una
proteina soluble con larga vida media y cuya degradacién no se ve
acelerada por la accidén de esteroles. El anclaje de la proteina a
la membrana del reticulo endoplasmatico es pues necesario para
gque se produzca la degradacién del enzima (127).

También se han construido genes hibridos integrados
por la regidén que codifica para el dominio hidrofébico de la HMG-
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CoA reductasa y la regidén que codifica para el enzima soluble con
actividad B-galactosidasa. La expresién de este gen en células
UT-1 produce una proteina de fusién (HMGal) localizada en el
reticulo endoplasmatico que tiene actividad B-galactosidasa regu-
lable por esteroles. Cambios puntuales en los nucledtidos que
codifican para los residuos 64, 85 y 98 del dominio hidrofébico
de la HMG-CoA reductasa no alteran el anclaje en la membrana de
la (HMGal) y sin embargo anulan el efecto de los esteroles (304).

Observaciones de Orci y col. (258) en células UT-1,
indican que el colesterol puede ser una sefial para la destruccidén
de la HMG-CoA reductasa, al tiempo que se produce la destruccién
del reticulo endoplasmatico cristaloide.

1.4.5. Derivados no estercles del mevalonato

En células en cultivo a las que se suministra estero-
les en forma de LDL, la supresién de la actividad HMG-CoA re-
ductasa no es completa y la célula puede sintetizar suficiente
cantidad de mevalonato que es utilizado con preferencia en la
sintesis de productos no esteroidicos. El isopentenil adenosina
es uno de los metabolitos no esteroles de la sintesis del coles-
terol (102), (véase Esquema II).

En fibroblastos humanos incubados en presencia de
compactina, se ha demostrado que la isopentenil adenosina produce
los mismos efectos que el mevalonato, que es capaz de abolir la
actividad residual HMG-CoA reductasa en células incubadas con
compactina y con niveles saturantes de LDL. La total supresién de
la actividad HMG-CoA reductasa requiere colesterol (LDL) y meva-
lonato o un producto de su metabolismo, isopentenil adenosina. La
igsopentenil adenosina forma parte del isopentenil RNA,

Una forma eficaz de disminuir 1la concentracién de
enzima es suprimiendo la traduccién. Se ha demostrado (272) que
en células que no son capaces de sintetizar mevalonato por un de-
fecto genético en el enzima HMG-CoA sintasa, cuando en las célu-
las hay un exceso de colesterol y al mismo tiempo suficiente

cantidad de mevalonato para satisfacer los requerimientos celu-
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lares de la sintesis de compuestos no esteroidicos, 1la sintesis
de HMG-CoA se inhibe hasta valores inferiores a los que corres-
ponden por la cantidad de RNA mensajeros presentes. Esta despro-
porcién puede deberse a una supresién de la traduccién, en la que
pueden estar implicados compuestos no esteroidicos derivados del
mevalonato, como isopentenil-RNA, (129).

En la célula, empero, 1la accién de los derivados no
esteroidicos no puede desligarse de 1los derivados esteroidicos
del mevalonato. Trabajos recientes de Nakanishi y col. (249), en
células CHO, a las que se les suministra compactina y LDL, indi-
can que tanto los derivados esteroidicos como los no esteroidicos
pueden actuar de forma acumulativa. Los esteroles suprimen de
forma incompleta la transcripcién del gen por represién parcial y
los derivados no esteroidicos reducen la traduccién de RNA men-
sajero, disminuyendo los niveles de HMG-CoA reductasa (67). Tanto
unos como otros actian al unisono aumentando la degradacién de la
proteina HMG-CoA reductasa. La combinacién de los mecanismos de
control transcripcional vy postranscripcional permiten un amplio
rango de concentraciones de HMG-CoA reductasa en las células ani-
males.

1.4.6. Ritmo circadiano

La cantidad de HMG-CoA reductasa en rata esta ex-
puesta a evolucidén diaria (ciclo circadiano) observandose cambios
de hasta 10 veces en la concentracién de enzima, con maxima
actividad en la fase oscura y la minima en la fase de luz. Esta
variacién estad relacionada con los hdbitos nutricios del animal,
que se alimenta cuando se inicia el periodo de oscuridad. La can-
tidad de HMG-CoA reductasa disminuye durante el ayuno y aumenta
en ratas alimentadas. Diversos autores coinciden en que estas
variaciones son inducidas por la insulina, y se deben a cambios
en la velocidad de sintesis ya que no se modifica la velocidad de
degradacién. El aumento de HMG-CoA reductasa se corresponde con
un aumento de RNAm, lo que es mas evidente cuando las ratas se
alimentan con colestiramina o mevilonina o con ambas (322)(98)
(65)(66).
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La variacién de la cantidad de enzima es uno de los
factores que se aprovechan cuando se purifica HMG-CoA reductasa,
haciendo coincidir el méximo de actividad (6 horas después de
iniciado el <ciclo nocturno) con el sacrificio. Las variaciones
diurnas de la cantidad de HMG-CoA reductasa se acompafian también
de variaciones en la actividad expresada respecto a la potencial
actividad total (94).

El enzima localizado en peroxisomas presenta un ritmo
circadiano desfasado del que presenta el enzima del reticulo

endoplasmatico, lo que sugiere mecanismos de regulacién distintos
(291). '

1.4.7. Control hormonal

Los estudios sobre control hormonal se han desarro-
llado tanto en animal como en células en cultivo. Dos de las
hormonas mids estudiadas han sido la insulina y el glucagon, Yy se

han relacionado con las variaciones diurnas del enzima.

El efecto del glucagon sobre la actividad HMG-CoA
reductasa parece no detenerse en los procesos de regulacién a
corto plazo, implicando ademias disminucién de la velocidad de
sintesis. Edwards y col. (99) demuestran gque la disminucién de
actividad en hepatocitos aislados tras tratamiento con glucagon
se debe a la inhibicién de la sintesis, sin cambios en la veloci-
dad de degradacién. Trabajos de Sample y col. (293), sugieren que

la insulina puede actuar incrementando la cantidad de HMG-CoA re-
ductasa presente en la célula.
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1.5. REGULACION DE LA ACTIVIDAD DEL ENZIMA HMG-CoA REDUCTASA POR
FOSFORILACION/DESFOSFORILACION

De entre 1los mecanismos de control a nivel postrapng~
duccional de la actividad HMG-CoA reductasa, el mas estudiado es
el de inhibicién/activacién por procesos de fosforilacidén/desfos-
forilacidén reversible. La fosforilacién/desfosforilacién es uno
de 1los mecanismos mas frecuentes de modificacidén covalente de
proteinas. No sélo la actividad HMG-CoA reductasa estd regulada a
corto plazo por el grado de fosforilacién sino también otros
enzimas del metabolismo del colesterol. Se ha descrito regulaciédn
a corto término por fosforilacién reversible de los enzimas ACAT,
colesterol 7-a-hidrolasa, y colesterol ester hidrolasa (CEH). De
esta forma, la regulacidén a corto plazo de la actividad HMG-CoA
reductasa puede estar coordinada con otros enzimas, sensibles
tanto a niveles endocrinos como a sefiales feed-back, y su regula-
cidén coordinada por fosforilacién/desfosforilacién puede jugar un
importante papel en el mantenimiento de los niveles fisioldgicos
de colesterol celular no esterificado.

Un gran numero de laboratorios han estudiado la fos-
forilacién "in wvitro™ de la HMG-CoA reductasa en distintos teji-
dos de diversos animales, incluido higado humano y células en
cultivo (20)(32)(33)(254)(166)(164)(263)(298)(50)(25)(257)(147)
(27).

Recientemente se han publicado varias revisiones
sobre la regulacién de 1la HMG-CoA reductasa por fosforilacién
reversible, Kennelly y Rodwell (188), Gibson y Parker (122), Beg
y col. (28), Zammit y Easom (351).

Nuestro Laboratorio ha sido uno de 1los pioneros en
demostrar la importancia de la fosforilacidén del enzima: en 1978
Bové y Hegardt (41) incuban por primera vez microsomas de higado
de rata con [t”P]ATP—Mg"zkdemuestran que la actividad HMG-CoA
reductasa en microsomas disminuye de forma paralela a la incor-
poracién de radiocactividad a las proteinas microsomales. La
accidén se revierte cuando se afiade citosol al medio de incuba-
cién. Estos trabajos son confirmados por Keith y col (183). Dos
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afios mas tarde, Gil vy col. (124) purifican la HMG-CoA reductasa
fosforilada e inactivada con [1*2P]ATP-Mg®*, obteniendo homogéneo
el fragmento proteolitico de 53 kDa y demostrando por electro-
foresis en condiciones no denaturantes que 1la radioactividad va
ligada a 1la actividad HMG-CoA reductasa. La incubacién con pro-
tein fosfatasas parcialmente purificadas de citosol implica la
perdida de radioactividad y al mismo tiempo la reactivacidén del
enzima. El1 laboratorio de Rodwell, Rogers y col. (285) y Keith y
col. (183) llega a analogas conclusiones.

A partir de la puesta a punto de un método para la
obtencién de HMG-CoA reductasa homogénea de elevada radioactivi-
dad especifica, Font y col. (114) tripsinizan la HMG~CoA reduc-
tasa marcada radioactivamente, separando por electroforesis dos
péptidos radioactivos. Keith y col. (184) un afio mas tarde, con-
firma los resultados obtenidos en nuestro 1laboratorio, siendo
localizados los fosfatos en residuos de serina

Como hemos expuesto, la fosforilacién "in vitro" de
la HMG-CoA reductasa es un hecho bien establecido. Sin embargo su
importancia fisioldgica es una cuestidén controvertida, llegando
algunos autores a cuestionar su transcendencia "in vivo". El
estudio de 1los procesos de fosforilacidén "in vivo"” implican una
serie de dificultades técnicas que radican principalmente en
cuantificar la actividad del enzima en células intactas, ya que
es necesario detener la accidén de quinasas y fosfatasas simulta-
neamente, utilizando soluciones tamponadas con suficiente concen-
tracién de EDTA y NaF, inhibidores clésicos de PrQ vy PrP respec-
tivamente. Por otro lado, la actividad expresada en condiciones
fisioldégicas puede ser solo del 10-20 9% de 1la actividad que se
expresa si la HMG-CoA reductasa esta totalmente reactivada. La
baja relacidén actividad expresada/actividad total dificulta la
cuantificacién de pequefios cambios como respuesta a manipulacio-
nes en la dieta o en el tratamiento hormonal "in wvivo". A pesar
de lags dificultades se han realizado estudios, en cultivos celu-
lares y en hepatocitos aislados, cuantificando variaciones de
actividad en respuesta a insulina y/o glucagon (167)(27).
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A pesar de las dificultades que entrafia la cuanti-
ficacidén de las actividades "in vivo", existe suficiente consenso
sobre la importancia fisioldégica de la fosforilacidén reversible,
especialmente en los procesos de regulacién a corto plazo. Veamos
qué enzimas intervienen en el mecanismo de la fosforilacién/des-
fosforilacién.

1.5.1. HMG-CoA protein quinasas

Frecuentemente las PrQ catalizan 1la transferencia de
fosfatos a mas de una proteina sustrato y, viceversa, una protei-
na sirve de sustrato para mas de una PrQ. En este ultimo caso,
distintas PrQ catalizan la fosforilacidén de los mismos lugares,
si bien es mads comin el caso de que cada PrQ fosforile preferen-
temente ciertos centros. Asi, las PrQ muestran un moderado grado
de especificidad para sus sustratos, lo que no sucede en general
con las PrP.

En el proceso de fosforilacidén "in vitro" de la HMG-
CoA reductasa estan implicados tres sistemas de fosforilacidén que
incluyen tres PrQ distintas: HMG-CoA reductasa quinasa, protein
quinasa C y protein quinasa dependiente de calcio y calmodulina,
(véase Esquema 1IV). Otras PrQ, como la dependiente de AMPc, no
han demostrado, hasta el momento, capacidad fosforilante sobre
este sustrato (169).
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MODELO DE REGULACION DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA

POR TRES DISTINTAS PROTEIN QUINASAS

1 Sistema biciclico [II Proteina quinasa Cl
Reductasa quinasa quinass Esteres de forbol
-] ®

ATP-Mg Fosfolipido
Reductasa quinasa Reductasa quinasa P
linactiva) {activa) Proteina quinasa C Proteina quinasa C
{activa) (inactiva)

Reductasa gquinasa
fosfatasa

[11 Proteina quinasa
dependiente  de caimoduling

Caltio

Calmodulina

Calmoduling quinasa  Calmeoduling quinasa

(activa) (inactiva)

B8

ATP-Mg e
1
HMG-CoA reductasa HMG-CoA reductasaP
(activa) {inactiva)
Reductasa
fostatasa HMG-Coh Acido mevaldnico
COLESTEROL

ESQUEMA IV
Modelo de regulacién del enzima HMG-CoA reductasa por tres dis-

tintas protein quinasas: HMG-CoA reductasa gquinasa, protein

quinasa C y protein quinasa dependiente de calmodulina, Beg ¥y

col.

(29).
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1.5.1.1. HMG-CoA reductasa quinasa

Los primeros trabajos que resefian actividad HMG-CoA
reductasa quinasa se deben a Nordstrom y col. (254). Mas tarde,
Beg y col. (21)(24) purifican, a partir de citosol de higado de
rata, dicha actividad. La proteina nativa muestra, en gel filtra-
cidén, un peso molecular aproximado de 380 kDa y en geles de elec-
troforesis en presencia de SDS, una Unica banda de 58 kDa. Tam-
bién demuestran la presencia de actividad HMG-CoA reductasa
quinasa en microsomas de higado humano.

En nuestro Laboratorio se han realizado trabajos que
han conducido a 1la purificacion del enzima HMG-CoA reductasa
practicamente a homogeneidad, tanto a partir de citosol como de
microsomas (107), presentando ambas proteinas idénticas carac-
teristicas moleculares y enzimaticas, 1o que sugiere una Unica
especie. La actividad 1localizada en microsomas se debe a la
eventual unién del enzima citosdélico a las membranas microsomales
(168). La HMG-CoA reductasa quinasa purificada en nuestro Labora-
torio muestra un peso molecular aparente de 210 kDa y fosforila
la HMG-CoA reductasa exclusivamente en residuos de serina. La
incorporacién de 2P a partir de [t*?*P]ATP al enzima HMG-CoA
reductasa se acompafia de la inactivacién del mismo (107).

a) Enzima dependiente de nucledtidos

El ADP es un activador alostérico de la HMG-CoA reductasa
quinasa. Se requiere la presencia de ATP y ADP para que el enzima
muestre maxima actividad. Harwood y col. (146) sugieren que los
dos nucledétidos se une a lugares distintos del enzima. E1 ADP
puede ser sustituido ventajosamente por AMP, siendo la afinidad
20 veces superior para este segundo nucledétido, con una Km tres

veces mayor.

El AMP actila como activador a concentraciones micro-
molares, aumentando no sélo la actividad sino también el grado de
fosforilacién del enzima HMG-CoA reductasa (108). E1l trabajo
realizado por Ferrer y col. (109)(111]) con el compuesto fluoro-
sulfonilbenzoiladenosina, FSBA, analogo sintético de nucleétidos,



30

indica que en la subunidad del enzima HMG-CoA reductasa quinasa
se encuentran dos centros, uno catalitico y otro alostérico,
siendo el AMP en presencia de Mg®?* el mejor activador del enzima.
Hardie y col. proponen dque la HMG-CoA reductasa quinasa, es el
mismo enzima que fosforila otro sustrato clave del metabolismo
lipidico, la acetil-CoA carboxilash, y por ello la denominan por
su activador alostérico: protein quinasa activable por AMP, vy no
por el sustrato fosforilado. Esta protein quinasa activable por
AMP puede formar parte de una cascada que 1incide tanto en el
metabolismo del <colesterol como el de los acidos grasos. De esta
forma la regulacién cooordinada de 1la HMG-CoA reductasa vy la
acetil-CoA carboxilasa controlaria la sintesis de los dos prin-
cipales componentes de las VLDL. Los mismos autores han locali-
zado la secuencia de 1la acetil-CoA carboxilasa fosforilada por
la protein quinasa activable por AMP, esta secuencia no parece
estar presente en la HMG-CoA reductasa. La actividad HMG-CoA
reductasa quinasa es independiente de AMPc (168), calcio, calcio
méas calmodulina o calcio mas fosfolipidos (110).

b) Enzima interconvertible por fosforilacidn/desfosforilacidn

Los primeros trabajos que indican la posibilidad de
que la HMG-CoA reductasa gquinasa sea un enzima interconvertible
por fosforilacién/desfosforilacién datan de 1978 y se deben a
Ingebritsen y col. (166). En 1979 Beg y col. (21) vy mas tarde
Ingebritsen y col. (169) proponen un esquema de regulacidon de la
HMG-CoA reductasa a través de un sistema biciclico en que inter-
vienen HMG-CoA reductasa quinasa quinasa y HMG-CoA reductasa
quinasa fosfatasa, (véase Esquema V).

La fosforilacidén del enzima HMG-CoA reductasa quinasa
por la HMG-CoA reductasa quinasa quinasa provoca su activacidn de
forma paralela a la incorporacién de *?P (inversamente a lo que
sucede en el enzima HMG-CoA reductasa) y la desfosforilacidén su
inhibicién. Hasta el momento no ha sido posible la purificacién a
homogeneidad de los enzimas HMG-CoA reductasa quinasa quinasa y
HMG-CoA reductasa quinasa fosfatasa. Sin embargo protein fosfata-
sas purificadas utilizando como sustrato glucdégeno sintasa 6 glu-
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cégeno fosforilasa son capaces de desfosforilar la HMG~CoA reduc-
tasa quinasa, asi la PrP 2C (170) (172).

1.5.1.2. Protein quinasa C

La protein quinasa C es una PrQ dependiente de calcio
y fosfolipidos, presente en las fracciones soluble y microsomal
del tejido hepatico (253). La actividad de esta PrQ se ve estimu-
lada en condiciones fisioldégicas al aumentar 1los niveles de
diacilglicerol. La produccién de diacilglicerol por hidrélisis de
fosfatidilinositol es sensible a gran numero de efectores: agen-
tes colinérgicos, a-adrenérgicos, péptidos hormonales y factores
de crecimiento. La PrQ C responde igualmente a 1la accidén de
agentes tumorales como los esteres de forbol.

Recientemente la PrQ C se ha mostrado capaz de fos-
forilar un gran nuimero de sustratos, entre ellos tanto la forma
soluble (53 kDa) como la nativa de la HMG-CoA reductasa (93 kDa).
La maxima incorporacién de fosfato enzima se produce cuando se
incorpora 1 mol de fosfato por mol de enzima nativo (26). El
interés que suscita la PrQ C en la regulacién de 1la HMG-CoA re-
ductasa es patente dado que "in vivo", la HMG-CoA reductasa puede
responder en un corto plazo de tiempo a la accién de un gran
nimero de efectores.

1.5.1.3. Protein quinasa dependiente de calcio y calmodulina

Beg y col. (26) han purificado a partir de cerebro de
rata una PrQ dependiente de calcio y calmodulina. Esta PrQ de 110
kDa desfosforila tanto la forma nativa (93 kDa) como la forma
proteolizada (53 kDa) de la HMG-CoA reductasa. También es activa
sobre otros dos sustratos: histona-1 y sinapsina. La PrQ depen-
diente de calcio y calmodulina incorpora entre 0,35 y 0,5 mols de
fosfato por mol de enzima HMG-CoA reductasa. La incorporacién de
fosfatos conlleva la pérdida de actividad de la HMG-CoA reducta-
sa.



32

SISTENA BICICLICO DE REGULACION DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA

. ATP"MG.‘ reductasa Pi
quinasa
REDUCTASA inactiva
QUINASA
QUINASA FOSFATASA
reduotasa
quinasa
aotiva |__ P
ATP-Mg ™

reduotasa reductasa

aotiva inaotiva

Pi

FOSFATASA

ESQUEMA V

Regulacién por fosforilacién/desfosforilacién reversible del
enzima HMG-CoA reductasa. Los enzimas activos se representan como
cuadrados y los inactivos como circulos.

La actividad HMG-CoA reductasa estd regulada por dos enzimas, una
HMG-CoA reductasa quinasa especifica y una HMG-CoA reductasa fos-
fatasa especifica o no. A su vez la actividad HMG-CoA reductasa
quinasa estd regulada por una HMG-CoA reductasa quinasa quinasa y
por una protein fosfatasa especifica o no, Ingebritsen y col.
(169).
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1.5.2. HMG-CoA reductasa fosfatasas

En el Apéndice I presentamos los trabajos de mayor
interés publicados sobre HMG-CoA reductasa fosfatasas. La activi-
dad HMG-CoA reductasa fosfatasa ha sido objeto de extenso estudio
en nuestro Laboratorio, fruto del cual son los trabajos de Gil y
col. (124)(125), Calvet y col. (52) y Sitges y col. (303).

1.5.2.1. HMG-CoA reductasa fosfatasas citosdlicas

Los primeros trabajos que se refieren a actividad
HMG-CoA reductasa fosfatasa datan de 1973 (20). En ellos se
describe cémo la actividad HMG-CoA reductasa disminuye al incubar
microsomas y citosol en presencia de ATP-Mg®*'; la actividad se
recupera en ausencia de ATP-Mg**. La capacidad mostrada por el
citosol en reactivar la HMG-CoA reductasa es suprimida por NaF,
potente inhibidor de PrP.

La actividad citosélica ha sido parcialmente purifi-
cada por Nordstrom y col. (254). Las primeras evidencias conclu-
yentes sobre la presencia de actividad HMG-CoA reductasa fos-
fatasa en citosol se han realizado en nuestro Laboratorio: al
incubar el enzima en presencia de 1la fraccién citosdlica y des-
fosforilar HMG-CoA reductasa marcada con °*?P, se obtiene aumento
de actividad concomitante con la pérdida de radioactividad (123).
La continuidad de estos trabajos ha permitido purificar de forma
parcial y caracterizar cuatro PrP.

Las HMG-CoA reductasa fosfatasas citosélicas (I,,.,
I,., I,. vy II,) tienen unos pesos moleculares aparentes en gel
filtracién de 180, 200, 250 y 180 kDa respectivamente. El tra-
tamiento con etanol provoca su rotura vy se obtienen las formas
cataliticas de bajo peso molecular. Las HMG-CoA reductasa fosfa-
tasa I,, I, y II, se clasifican como PrP tipo 2, ya que desfos-
forilan la subunidad o de la fosforilasa quinasa. La fosfatasa I,
se cataloga como PrP tipo 1 al desfosforilar preferentemente 1la
subunidad B de la fosforilasa quinasa. La clasificacién se re-

fuerza con los resultados obtenidos en presencia de inhibidor 2
(52).
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Las cuatro PrP purificadas, tanto las formas de alto
peso molecular como las cataliticas, no muestran especificidad de
sustrato y desfosforilan también la glucdgeno sintasa y glucdgeno
fosforilasa. Los estudios hasta ahora realizados con diversos
cationes y nucleétidos sobre la actividad HMG-CoA reductasa fos-
fatasa, no permiten conferirles un caricter modulador especifico
de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa que lleve a la regu-
lacién de su actividad a nivel fisiolégico (148).

Los sustratos HMG-CoA y NADPH inhiben 1la desfosfo-
rilacién del enzima HMG-CoA reductasa por HMG-CoA reductasa
fosfatasas (104). Estos compuestos "in vitro" son capaces de
inhibir 1la desfosforilacidén (activacién) del enzima HMG-CoA
reductasa, bien por PrP citosdlicas o bien por fosfatasa acida de
patata. Ello se debe a una selectiva proteccién de los centros de
fosforilacidén de la HMG-CoA reductasa. El1 sustrato HMG-CoA puede
unirse a las PrP en dos centros: el centro catalitico, que es
bloqueado totalmente por compuestos como la compactina o la mevi-
lonina, y al centro alostérico al cual sélo es capaz de unirse el
sustrato. La unién de HMG-CoA al centro alostérico inhibe la ac-
tivacién de HMG-CoA reductasa por PrP. La unién del enzima HMG-
CoA reductasa con sus sustratos puede producir un cambio en la
conformacién del enzima que limita la accesibilidad de las PrP al

aminodcido fosforilado. No se conoce la importancia de este hecho
"in vivo" (106).

1.5.2.2. HMG-CoA reductasa fosfatasas microsomales

La actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa y su rela-
cidén con el precipitado microsomal se pone de manifiesto al incu-
bar microsomas en presencia de EDTA, Mg?* y sulfito sdédico. Ello
provocaba un aumento de la actividad HMG-CoA reductasa, la acti-

vacién queda inhibida en presencia de 0.1 M fluoruro lo que
indica que estin implicadas PrP (221).

Posteriormente Feingold y col. (105) demuestran la
actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa en microsomas
de higado de rata obtenidos por ultracentrifugacién y por preci-

presencia de
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pitacidén céalcica, tanto en 1la fraccién del reticulo endoplas-
matico liso como rugoso. La ausencia de actividad marcadora
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y 5 -nucleotidasa confirmaban
que la actividad purificada no se debe a una contaminacidén cito-
sélica ni a membranas plasmaticas.

Brown y Rodwell (50) inician estudios sobre la dis-
tribucién de actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa en higado de
rata. Obtienen citosol por centrifugacién a alta velocidad y del
precipitado de 100.000 xg separan microsomas y glucdgeno por de-
cantacién. En estas tres fracciones, citosol, microsomas y glu-
cégeno encuentran actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa en pro-
porcidén 75, 14 y 3 % respecto a un 100 % en el extracto inicial.
Los mismos ensayos realizados con sustrato glucdégeno fosforilasa
presentan una relacién de 100, 14 y O % respectivamente.

La primera purificacién de la actividad HMG-CoA
reductasa fosfatasa asociada a microsomas se realiza en nuestro
Laboratorio. A partir extractos obtenidos a partir de higado de
rata, se obtiene por centrifugacién a 100.000 xg, un precipitado
del que se separan microsomas y glucdégeno. De 1la fraccidén mi-
crosomal se solubiliza, con Triton X-100, la actividad HMG-CoA
reductasa fosfatasa. Los ensayos de actividades marcadoras de-
muestran que no se trata de una contaminacién de otras membranas
o de citosol. E1 soluble obtenido con Tritén X-100 se somete a
cromatografia en DEAE-celulosa, fosfocelulosa P-11 y Aminohexil
Sepharosa 4B, separandose tres actividades denominas HMG-CoA re-
ductasa fosfatasa E,, I, y II,, con pesos moleculares aparentes
por gel filtracidén de 90, 75 1y 180 kDa. La actividad E, se ex-
cluye de la cromatografia en DEAE-celulosa. Las otras dos activi-
dades se separan en DEAE-celulosa con un gradiente salino. Las
tres actividades son capaces de desfosforilar 1la HMG-CoA reduc-
tasa marcada radioactivamente con *?P, demostrandose gque la
desfosforilacidén implica aumento paralelo de 1la actividad del
enzima (303). Posteriores trabajos realizados por Teresita Royo,
y orientados a caracterizar las tres PrP microsomales, demuestran
que estas PrP pueden desfosforilar otros sustratos como glucdégeno
sintasa y glucégeno fosforilasa y que las actividades coeluyen a
lo largo de la purificacién.
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Partiendo de microsomas de higado de rata, Diven y
col. (86) solubilizan mediante colato sédico una actividad pro-
tein fosfatasa. La actividad solubilizada se ensaya para sustrato
HMG-CoA reductasa y también para otros enzimas regulables por
fosforilacidn/desfosforilacién del metabolismo del colesterol
como ACAT y colesterol 7-a-hidrolasa. Sobre cada sustrato la ac-
tividad PrP muestra distinta actividad especifica. El enzima
solublizada se fracciona por cromatografia en DEAE-Celulosa, ex-
cluyéndose gran parte de la actividad, siendo posible eluir el
resto mediante un gradiente salino. Las distintas fracciones son
parcialmente caracterizadas frente a dos efectores: NaF y tartra-
to. De los resultados se concluye gque las distintas actividades
son isoenzimas.

1.5.2.3. Especificidad de las HMG-CoA reductasa fosfatasas

Debido a 1la escasa especificidad de las protein
fosfatasas, gran numero de las purificadas para otros sustratos y
de muy diverso origen, son capaces de desfosforilar la HMG-CoA
reductasa. En 1976, Lee y col. (213) reactivan HMG-CoA reductasa
con glucégeno fosforilasa fosfatasa purificada parcialmente.
Fosfatasas de muy diverso origen son igualmente capaces de des-
fosforilar nuestro sustrato, asi la fosfatasa acida de patata
(275) y la fosfatasa alcalina obtenida de E. coli (46).

Ingebritsen y col. (169) purifican parcialmente a
partir de higado de rata, la subunidad catalitica de la PrP 2C,
véase apartado 1.7.4. y con ella desfosforilan el enzima HMG-CoA
reductasa. El mismo grupo demuestra que las PrP de higado de rata
o de miasculo de conejo clasificadas como PrP 2A y PrP 1, son
capaces de desfosforilar tanto el enzima HMG-CoA reductasa como
la HMG-CoA reductasa quinasa. De estas PrP la 2C es 1la que mues-
tra mayor especificidad sea para la HMG-CoA reductasa o HMG-CoA
reductasa quinasa. Concluyen que las PrP gque desfosforilan estos
sustratos no son Gnicas y especificas y que participan a la vez
en la glucolisis, la gluconeoqéhesis y la sintesis de acidos
grasos y proteinas. De forma inversa, las HMG-CoA reductasa

fosfatasa purificadas a partir de higado de rata, citosdlicas o
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microsomales, son también capaces de desfosforilar otros sustra-
tos (52).

Trabajos recientes en nuestro Laboratorio sobre un
inhibidor especifico de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa,
indican que este inhibidor puede conferir especificidad a la
accién enzimatica. La modulacién de la actividad HMG-CoA reduc-
tasa fosfatasa puede realizarse a nivel fisioldgico a través de
una proteina termoestable, acido resistente, inhibidora de la
actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa tipo 2 especificamente, y
no de las actividades HMG-CoA reductasa tipo 1 o de la actividad
fosfatasa sobre otros sustratos (glucdégeno fosforilasa). Esta
proteina inhibidora, RP-I, (inhibidor de la actividad HMG-CoA
reductasa fosfatasa), es distinta a los inhibidores 1 vy 2 que
actuan sobre PrP tipo 1, si bien mantiene con ellos ciertas simi-
litudes en lo que se refiere a su bajo peso molecular, termoesta-
bilidad y capacidad de ser precipitable con TCA (295). Los tra-
bajos prosiguen orientados a conocer su secuencia aminoacidica y
las posibles homologias con otros inhibidores ya secuenciados,
(véase Apartado 1.11.1).

En los dltimos afios la bibliografia sobre HMG-CoA
reductasa fosfatasas ha sufrido un incremento muy limitado, sin
embargo la referente a otros sustratos, principalmente glucdégeno
fosforilasa y glucégeno fosforilasa es cada dia mayor, por ello,
y convencidos de la poca especificidad de las PrP creemos intere-
sante en esta introduccidén, reseflar y actualizar los avances
sobre otras actividades PrP, (véanse Apartados 1.7 a 1.14).

1.5.3. Regulacién del sistema biciclico

En 1978, Ingebritsen y col. (166) sugieren que la
regulacién de la actividad HMG-CoA reductasa puede realizarse a
través de un sistema biciclico, al menos como respuesta a dos
hormonas: insulina y glucagon. Los resultados obtenidos "in
vitro" a partir de higado de rata y 1los obtenidos de higado y
fibroblastos humanos permiten mantener la propuesta de Ingebrit-
sen. En el Esquema V se presenta un modelo de regulacién de la
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actividad HMG-CoA reductasa por fosforilacidén reversible en un
sistema biciclico abierto.

La cascada de reacciones se inicia tras la fosforila-
cién de 1la HMG-CoA reductasa quinasa, por una PrQ especifica, lo
que provoca un aumento de actividad de 1la primera. La forma
activa de 1la HMG-CoA reductasa quinasa fosforila la HMG-CoA
reductasa disminuyendo la actividad de esta 1ltima. Los procesos
de desfosforilacion de los dos enzimas estidn a cargo una HMG-CoA
reductasa fosfatasa y una HMG-CoA reductasa quinasa fosfatasa
respectivamente. A la accidén de la HMG-CoA reductasa quinasa se
suman otras dos PrQ que también fosforilan la HMG-CoA reductasa
descritas por Beg, la PrQ C y la PrQ dependiente de calcio y cal-
modulina, (véase esquema 1V).

1.5.3.1. Regulacion hormonal del sistema biciclico

Toda una serie de evidencias indican que el sistema
biciclico es sensible a la accién de la insulina y glucagon.

a.- Glucagon

Ingebritsen y col. (167), demuestran que la relacién
actividad expresada/actividad total de la HMG-CoA reductasa se ve
afectada significativamente por incubacién de los hepatocitos con
insulina o glucagon. La incubacidén con insulina produce disminu-
cién importante de la actividad expresada, afectando poco la
actividad total, mientras que la accidén del glucagon afecta tanto
a la actividad expresada como a la total. La actividad HMG-CoA
reductasa quinasa también responde a la accidén hormonal, pero de
forma inversa. En este sistema la insulina actiia como una seiial
de desfosforilacién de ambos enzimas a 1la vez que el glucagon
actila como una sefial de fosforilacién.

La administracién de glucagon "in vivo" produce un
aumento de la incorporacidén de *?P al enzima HMG-CoA reductasa a
la vez que disminuye 1la actividad entre un 35-40 % (22). El
glucagon, a través del incremento de 1la actividad de la HMG-CoA
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reductasa quinasa, aumenta el grado de fosforilacién de la HMG-
CoA reductasa (inhibicién). La insulina, al contrario, disminuye
el grado de fosforilacidén de ambos enzimas.

Segin Beg y col. (22) el glucagon afecta también la
actividad HMG-CoA reductasa quinasa fosfatasa, produciendo una
disminucién neta la capacidad fosforilante de la HMG-CoA reduc-
tasa quinasa respecto de animales control.

La accidén del glucagon y la insulina "in vivo" han
sido estudiados por Gibson y col. (122) y los resultados refuer-
zan los obtenidos "in wvitro". "In wvivo" el glucagon provoca
disminucién de 1la actividad HMG-CoA reductasa expresada y total,
a través de un descenso de la actividad PrP y un aumento de la
actividad PrQ. La insulina se opone a estos cambios. Gibson y
col. proponen que la fosforilacién de la HMG-CoA reductasa inc-
rementa su susceptibilidad a la degradacidén intracelular, siendo

la fosforilacidén una sefial para su hidrélisis y solubilizacidn.

Cémo el glucagdén facilita la fosforilacidén de la HMG-
CoA reductasa por HMG-CoA reductasa quinasas es una cuestidén no
resuelta. Una accidén directa del glucagon (aumento de AMPc) sobre
este enzima es dificil de explicar ya que las HMG-CoA reductasa
quinasa son independientes de AMPc (21); por ello se ha propuesto
una accién indirecta a través de inhibidores de la actividad

protein fosfatasa, (véase Esquema VI).

La accién del glucagon a través del I-1, se explica
ya que valores elevados de AMPc provocan la fosforilacién de este
inhibidor por la PrQ-AMPc, el 1I-1 fosforilado es un potente
inhibidor de la actividad PrP 1. El resultado final es un mayor
grado de fosforilacién de la HMG-CoA reductasa y HMG-CoA reduc-
tasa quinasa. Sin embargo hasta el momento la accidén del glucagon
a través del inhibidor 1 es solo una hipétesis, (véanse apartados
1.12.1. y 1.12.2.). Conviene sefialar que las Prp tipo 2 (2A, 2B y
2C) también tienen actividad HMG-CoA reductasa, y que ésta no se
ve afectada por la accidén del 1-1 o el I-2. Todo lo anterior
evidencia que el mecanismo de accién del glucagon sobre el sis-
tema biciclico estd 1lejos de hallarse totalmente explicado.



40

Resultados recientes obtenidos en nuestro Laboratorio sobre la
capacidad del inhibidor 2 de actuar sobre las PrP cuando el
sustrato utilizado es HMG-CoA reductasa a la vez del descubri-
miento de un nuevo inhibidor (RP-1I) que actian especificamente
sobre las PrP 2A cuando el sustrato utilizado es HMG-CoA reduc-
tasa permiten ampliar las posibilidades de regulacién del sistema
biciclico por hormonas u otros agentes extracelulares.



41

REGULACION DEL SISTEMA BICICLICO POR INHIDORES
PROTEICOS TERMOESTABLES
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Regulacién del sistema biciclico por los inhibidores 1 y 2 y el
inhibidor especifico de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa
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b.- Insulina

La administracién intravenosa de insulina a ratas
diabéticas provoca una rapida (menos de 20 minutos) y total
desfosforilacién del enzima HMG-CoA reductasa. Si la administra-
cién de insulina se realiza por via intraperitoneal se observan
respuestas a largo término (2-3 horas) y aumento de 5 a 6 veces
en la actividad total (95). Cémo la insulina es capaz de provocar
la rapida desfosforilacién de 1la HMG-CoA reductasa es una cues-
tién no resuelta. La insulina puede actuar activando 1la PrP 1 a
través de 1la GSQ-3 (glucdgeno sintasa quinasa 3) y el I-1, sin
embargo este mecanismo no incluye a otras PrP con elevada ac-
tividad especifica sobre la HMG-CoA reductasa como es la PrP 2C
Ingebritsen y col. (169-170).

1.5.3.2. Regulacidén por mevalonato

El mevalonato interviene en el sistema biciclico
determinando inhibicién de 1la actividad HMG-CoA reductasa y
también causa variaciones en la cantidad de enzima por aumento de
la degradacién como respuesta a la fosforilacidn.

Beg y col. (24) demuestran que la administracidén de
mevalonolactona a ratas produce de forma rapida (20 minutos),
inhibicidén reversible de la actividad HMG-CoA reductasa, que esta
directamente relacionada con el aumento de 1la fosforilacidn del
enzima. La administracidén de mevalonolactona causa un aumento de
2 a 3 veces en la actividad HMG-CoA reductasa quinasa que a su
vez egstia relacionado con un aumento de actividad HMG-CoA reduc-
tasa quinasa. La mevalonolactona también produce inhibicidén de
las PrP. Estos resultados indican que la administracién "in vivo"
de mevalonolactona origina un aumento en el grado de fosforila-
cién del enzima HMG-CoA reductasa y HMG-CoA reductasa quinasa y
una reduccién de la actividad PrP. La suma de estos efectos
provoca disminucién de la actividad HMG-CoA reductasa, y por 1lo

tanto menor formacidén de mevalonato, (véase Esquema VII).
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El mecanismo de accién de 1la mevalonolactona sobre

las PrP es indirecto y estid mediado segin Beg y col (24) por
algin inhibidor de las PrpP, I-1 6 I-2,

aportado evidencias en este tema.

sin embargo no se han
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REGULACION DEL SISTEMA BICICLICO POR MEVALONOLACTONA
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1.6. OTROS MECANISMOS DE CONTROL DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA
REDUCTASA

1.6.1. Composicién y la fluidez de la membrana

El colesterol puede actuar como represor de la sin-
tesis de HMG-CoA reductasa y también directamente es un inhibidor
de la actividad mediante la disminucién de la fluidez de 1la mem-
brana en el entorno inmediato del enzima HMG-CoA reductasa (242)
(282). Se ha sugerido que el contenido en colesterol del reticulo
endoplasmatico puede afectar la insercién de la proteina recién
sintetizada en la propia membrana (122).

En ratas alimentadas con una dieta rica en coleste-
rol, la actividad HMG-CoA reductasa no sélo disminuye sino que
también varia su actividad en funcién de la temperatura a gque se
ensaya. Cuando se reproducen "in vitro" las mismas condiciones al
afladir colesterol a microsomas se obtienen los mismos resultados.
Estas variaciones no se reproducen en ratas alimentadas normal-
mente. El aumento de colesterol en el entorno del enzima debe ser
la causa directa de la pérdida de actividad.

1.6.2. Control hormonal

En apartados anteriores hemos recordado la importan-
cia del control hormonal en la regulacién de 1la concentracién y
en la regulacidén de la actividad del enzima HMG-CoA reductasa por
fosforilacidn reversible (apartados 1.4.7. y 1.5.3.1.). Se han
descrito otros mecanismos de accidén hormonal, referidos a varia-
ciones en la actividad del enzima, que no se explican por cambios
en la tasa de fosforilacidn.

Asi la progesterona causa, en células epiteliales de
intestino, una fuerte inhibicién de la biosintesis del coleste-
rol. La progesterona activa 1la HMG-CoA reductasa, aunque la
formacién de colesterol en si mismo se reduce debido a la inhibi-
cién de los pasos terminales de la biosintesis. La accidén de la
progesterona sobre 1la actividad HMG-CoA reductasa no parece

deberse a de modificaciones covalentes (264).
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1.6.3. Activadores alostéricos y compuestos con grupos tiol

Algunos compuestos que contienen la mitad estructural
del NAD(P)(H) son efectores de la actividad HMG-CoA reductasa. La
esencial y suficiente estructura requerida para la activacién
alostérica es la del AMP. Cuando se fosforila la posicién 2° del
nucledétido la activacioén alostérica disminuye (286)(287).

Los disulfitos y el glutation oxidado son inhibidores
de la reductasa al tiempo que los tioles organicos, como el DIT y
el glutation reducido son activaddres. El mecanismo de accidén
propuesto consiste en una modificacién conformacional de la HMG-
CoA reductasa gque altera 1la afinidad del enzima por su sustrato
(HMG-CoA). En condiciones fisioldgicas el efecto alostérico del
sustrato sobre el enzima puede estar modulado por grupos sulfhi-
drilos (88)(89)(288).

La relacién glutation reducido/oxidado determina el
nivel de activacién del enzima hepatico, modificando réapidamente
la relacién entre la forma activa (reducida) y 1la forma inactiva
(oxidada) del enzima HMG-CoA reductasa. Independientemente de la
presencia o no de sustratos la actividad del enzima depende de la
relacién [GSH]?/[GSSG], 1lo que sugiere gque la transicién redox
conlleva la formacidén de puentes disulfuro entre proteinas [pro-
teina-SS-proteinal] (53).

1.6.4. Proteinas requladoras

Una proteina citosélica, fermodulina, descrita por
Menon y col. (235) y Dotan y col. (90) que en presencia de Fe**
inhibe la actividad del enzima HMG-CoA reductasa, permite ampliar
las posibilidades de modulacién del enzima. La presencia combi-
nada de la proteina y hierro son esenciales para la inhibicién.
La fermodulina ha sido purificada y presenta por gel filtracién
un peso molecular aparente de 58 kDa, siendo rica en triptdéfano.

Recientemente se ha purificada a homogeneidad una
proteina citosélica activadora de la HMG-CoA reductasa (RAP), que
es capaz de activar la HMG-CoA reductasa al menos tan eficazmente
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como los tioles organicos. Contrariamente a éstos, la RAP re-
guiere de NADPH para la activacién de la HMG-CoA reductasa. Todo
ello orienta a un posible papel regulador de 1la RAP en la sin-
tesis de colesterol y de otros productos del mevalonato (90) .

En el Esquema VIII se presenta un resumen de las princi-
pales factores que afectan la concentracién y la actividad del
enzima HMG-CoA reductasa.
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1.7. FOSFOPROTEIN FOSFATASAS. CLASIFICACION

En células de mamifero, la mayor parte de 1los fosfa-
tos acido-resistentes unidos a proteinas, se presentan como fos-
foserinas o fosfotreoninas y se forman por la accién de las
serin-treonin protein gquinasas. Una cifra mucho menor, aproxima-
damente el 0,2 9 del total, se presentan como fosfotirosinas y
son el resultado de la accién de las tirosin protein quinasas. A
pesar del reducido nimero de proteinas fosforiladas en tirosina,
el descubrimiento de que muchos oncogenes codifican para activi-
dades protein tirosin quinasa, ha aumentado sensiblemente el
catdlogo de protein quinasas (casi un centenar) al igual que su
importancia en la regulacién celular.

Las fosfoprotein fosfatasas desfosforilan residuos de
serina/treonina o de tirosina. Son, en namero, menos abundantes
que las protein quinasas y la especificidad de sustrato parece
ser también muy inferior. Las quinasas y fosfatasas que actdan
sobre residuos de serina/treonina no presentan por lo general ac-

tividad sobre residuos de tirosina y viceversa.

Excelentes revisiones sobre los enzimas que inter-
vienen en este proceso se suceden frecuentemente. Son de desta-
car, por recientes, las que versan sobre protein Quinasas de
Hunter y col. (165), Edelman y col. (96) y sobre protein fosfata-
sas de Ballou y col. (19), Lau y col. (211). También hay que
citar la recopilacidén de métodos de purificacidén y caracteri-
zacidén reunidos en la coleccién "Methods in Enzimology" vol. 107
y 159, y la coleccién "Advances in Protein Phosphatases”, vol. 1-
4. De forma mas general sobre procesos de fosfo/desfosforilacién
y su importancia en el control del metabolismo celular, creci-
miento y diferenciacién de Krebs (202)(203)(204).

Una de las clasificaciones es la que distingue entre
serin/treonin y tirosin PrP. En esta memoria nos referiremos
especialmente a 1las fosfoprotein serin/treonin fosfatasas deno-
minandolas protein fosfatasas, o abreviadamente PrP. Las serin/-
treonin PrP han sido clasificadas en funcién de la especificidad
de sustrato o del efecto de ciertos inhibidores y estimuladores.
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Las clasificaciones que han obtenidos una mayor
aceptacién son 1las propuestas por Ingebritsen y Cohen (172)
(véase Tabla I), y Merlevede (237) (véase Apendice 1II), que en
ningin caso son contrapuestas.

La poca especificidad de 1las PrP ha propiciado que
durante afios se considerase proteinas distintas a las mismas
especies moleculares en funcidén del sustrato empleado. La utili-
zacién del enzima glucdégeno fosforilasa ha permitido la propuesta
de clasificacién que a seguido detallamos. La glucégeno fosfori-
lasa es un sustrato clasico para las PrP. Fue el primer sistema
descrito regulable por fosforilacién reversible (200) y tiene las
siguiente ventajas frente a otros sustratos posibles: su proceso
de purificacién es muy accesible (puede incluso obtenerse comer-
cialmente); se fosforila en un solo residuo de serina (Ser-14) en
una reaccién estequiométrica; no es sustrato de las tirosin
protein fosfatasas y si de las serin/treonin protein fosfatasas;
el seguimiento de la desfosforilacidén puede realizarse directa-
mente cuantificando la salida de *?P o la pérdida de actividad
que conlleva la hidrélisis del fosfato. La glucégeno fosforilasa
es pues una proteina bien conocida y de 1la que recientemente se
han descrito los cambios estructurales inducidos por su fosfori-
lacién (307).

a.- Clasificacién propuesta por Ingebritsen & Cohen

El grupo de Cohen propone una terminologia numérica:
PrP tipo 1 y PrP tipo 2, en funcidén principalmente de tres cri-
terios: sensibilidad frente a ciertas proteinas termoestables y
acido resistentes (inhibidores 1 y 2), especificidad de sustrato
y dependencia de iones (171)(172), (véase Tabla I).
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CLASIFICACION DE LAS SERIN TREONIN PROTEIN FOSFATASAS

tipo Nombre comdn Sensible a  Activadores Subunidad Sustratos
I-1e1-2 catalitica preferentes
kDa

—

Prp depengiente si GS§;3;ATP—Mg2* 38.000 Gluctgeno fosforilasa

de ATP-Mg ¥n Fosforilasa quinasa sub. B
Gluctgeno sintasa
Bistona H! y H2B
HMG-CoA reductasa quinasa

28 - no protefnas bisicas 36.000 Cadena ligera de la niosina
poiiaminas Protamina
¥n Glucégeno fosforilasa
Histonas H1 y H2B
Inhibidor 1 e Inhibidor 2

2B calcineurina no ca}goduliga 61.000 Inhibidor 1
Caz+. Mn Fosforilasa quinasa sub ¢
Ni Cadena ligera de la miosina

2 Prp dﬁgendiente no Mq2+. an* 46.000 Cadena ligera

de Mg de la miosina
Histona H2B
MG-CoA reductasa
EMG-CoA reductasa quinasa
Gluc6geno sintasa

TABLA I

Resumen del cuatro de clasificacion presentado por
Ballou y Fischer (19), basado en la clasificacion de Ingebritsen
y Cohen (172).
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Las PrP tipo 1 desfosforilan selectivamente la sub-
unidad B de la fosforilasa quinasa y son inhibidas a concentra-
ciones nanomolares por los inhibidores 1 y 2. Las PrP tipo 2
desfosforilan preferentemente la subunidad o de la fosforilasa
quinasa y son poco sensibles a los inhibidores. Las PrP tipo 2 a
su vez se subdividen en 2A, 2B, y 2C. Dentro de las de tipo 2A
pueden encontrarse nuevas subdivisiones. De esta forma las serin
treonin PrP de células de mamifero quedan subdivididas en cuatro
grupos principales: 1, 2A, 2B y 2C.

La separacidén en PrP tipos 1 y 2 presenta claras
ventajas y permite 1la propuesta de esquemas y mecanismos de
regulacién. Sin embargo la distincidn no es absoluta; las dife-
rentes subunidades cataliticas son proteinas con alto grado de
homologia, razén que explica que anticuerpos obtenidos frente a
una de las subunidades presenten reactividad cruzada, y que la
falta de sensibilidad a los inhibidores proteicos de las PrP tipo
2 pueda superarse elevando la concentracién de inhibidores (44).

b.- Clasificacién propuesta por Merlevede

La clasificacién propuesta por Merlevede emplea una
terminologia descriptiva basada en 1la directa regulacidén del
enzima. Al igual que en el caso anterior, las PrP quedan agrupa-
das en cuatro grupos principales: 1) protein fosfatasas depen-
dientes de ATP-Mg®**, 2) calcineurina, 3) protein fosfatasa depen-
diente de Mg?** y 4) protein fosfatasas estimuladas por polica-
tiones, PCS (poli.cation stimulated) que corresponden a las PrP
1, 2B, 2C y 2A respectivamente.

En esta clasificacidén se tiene especial considera-
cién a la regulacién de las PrP y se las denomina por los efecto-
res que las regulan. En el Apéndice 2 reproducimos el resumen
presentado por Merlevede en el Congreso celebrado en 1985 "Advan-
ces in Protein Phosphatases" y publicado mas tarde en la colec-
cién "Advances in Protein Phosphatases"”, en el que se entrelazan
ambas clasificaciones y se recogen la nomenclatura y contribucio-
nes de otros autores al estudio de las PrP.
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1.7.1. Protein fosfatasas tipo 1

Las PrP 1 difieren de otras por su sensibilidad a la
proteinas inhibidoras: inhibidor 1 (I-1) e inhibidor 2 (I-2), a
concentraciones nanomolares, y por desfosforilar la subunidad B8
de la fosforilasa quinasa mads ridpidamente que la subunidad «.

Las distintas PrP 1 tienen en comin una misma subuni-
dad catalitica, 1., que ha sido purificada a homogeneidad por
técnicas que incluyen precipitacién con etanol en los primeros
pasos de purificacidén. Si se incorporan inhibidores de proteasas,
en los distintos pasos de purificacidén, 1la subunidad 1. muestra
un peso de 37-38 kDa en geles de electroforesis. La subunidad 1.
posee un dominio (4 kDa) préximo al carboxi-terminal sensible a
proteasas, que es degradado ficilmente por proteasas endbégenas y
por tripsina y quimiotripsina. Especies parcialmente degradadas
de 33 y 34 kDa retienen la actividad PrP pero presentan algunas
diferencias con la subunidad de 37 kDa. Una de ellas es no ser
fosforiladas e inactivadas por 1la protein quinasa producto del
virus RSV (pp60"-=7°), lo que indica que han perdido el fragmento
que contiene un centro de fosforilacidén en tirosina (178).

La subunidad catalitica 1. no existe "in vivo" en
forma libre sino que se encuentran acomplejada con otras subuni-
dades, las cuales se eliminan por tratamientos denaturantes en el
proceso de purificacién. La subunidad catalitica se acompafia de
otras subunidades reguladoras o especificas en funcién de su
localizacidén subcelular, dando lugar a las siguientes protein
fosfatasas: PrP 1,, PrP 1,, PrP 1,, y PrP 1 microsomal, (véase
Tabla II). Algunas subunidades acompafhantes han sido también
purificadas a homogeneidad y de ellas se conoce la estructura
primaria (I-2) o fragmentos de secuencia (subunidad G), pero de
otras no existen estudios a nivel molecular e incluso falta su
purificacién. En extractos de tejidos las PrP 1 pueden presen-
tarse como formas de elevado peso molecular y de composicién no
definida. Describimos a continuacidén estas cuatro PrP tipo 1.
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SUBDIVISION DE LAS PROTEIN FOSFATASAS TIPO 1

Nombre Localizacién Actividad Mr Subunidades
PrP 1, citosol inactiva 38 + 32 1. +

Inhibidor 2
PrP 1 citosol activa 37 + 75 1. +

subunidad ?
PrP 1, glucdégeno activa 38 + 103 1. +

subunidad G
PrpP 1, unida a activa (110)* 1. 2 +

miosina subunidad M ?

PrP 1,7 microsomas activa (50-60)* 1. 2 +

subunidad R ?

TABLA II

Subdivisién de las PrP tipo 1. Las PrP 1 tienen en comin
un mismo tipo de subunidad catalitica: 1., de 37-38 kDa. La sub-
unidad G, en higado de rata, tiene un peso molecular de 161 kDa,
superior al de misculo de conejo (103 kDa). Elaborado a partir de
las propuesta de Cohen y col. (74), P.T.W. Cohen (75), Alemany y
col. (9) y Goris y Merlevede (139).

*) determinaciones en gel filtracidn
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1.7.1.1. PrP 1 (dependientes de ATP-Mg®*)
a) Forma inactiva (PrP 1,)

La PrP 1, es una forma citosdélica inactiva de la PrP
1, compuesta por la subunidad 1. y el I-2, formando un complejo
de peso molecular 70 kDa, suma del peso de sus subunidades: 38
kDa y 32 kDa.

La actividad PrP 1, se ve afectada negativamente por
el I-2 de dos formas: por un lado la interaccidén provoca inhibi-
cién de la actividad PrP, por otro, provoca un cambio de con-
formacién en la subunidad 1. que produce su inactivacién y que
permite lograr una conformacidén favorable a la accién de la GSQ-
3. E1 primer proceso de inhibicién es instantaneo y se ve afec-
tado por la tripsinizacidén del I-2; el segundo proceso de inacti-
vacién es sensible a cantidades diez veces inferiores de I-2 la
reactivacidén en este Ultimo caso requiere 1la presencia de ATP-
Mg?*® GSQ-3. Este comportamiento dual ha propiciado la propuesta
de dos centros de unidén entre la subunidad 1. y el 1-2, y a
favorecido que algunos autores prefieren denominar modulador al
I-2 por su doble funcidén inactivadora/inhibidora sobre la PrP 1,
(281)(335)(348).

No hay evidencias de que la fosforilacién del com-
plejo formado por la subunidad 1. y el 1I-2 provoque su disocia-
cién. No obstante, el complejo reconstituido formado por el
fragmento proteolizado de 33 kDa de la subunidad 1. mas el I-2,
parece disociarse tras la fosforilacidén del I-2 (152). La activi-
dad PrP 1, estad regulada también por el inhibidor 1, (véase apar-
tado 1.11.1).

La forma citosélica inactiva de 1la PrP 1, puede
activarse "in vitro" por dos vias: a) tripsinolisis 1limitada en
presencia de Mn®’*, y b) por una reaccién dependiente de ATP-Mg®"
que precisa GSQ-3. Veamos con algiun detalle cémo transcurren
estas dos activaciones:

1.- E1 complejo inactivo de 70 kDa, se activa total-
mente en presencia de 1 mM Mn®** y tripsina. E1l Mn** o la tripsina
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separadamente no son capaces de provocar la activacién. Durante
la tripsinolisis se destruye la subunidad I-2, y sb6lo es parcial-
mente degradada la subgnidad 1. a formas de 33 kDa, muy estables,
especialmente en presencia de Mn®*', y gque ademas se activan en
presencia de este catidén. Se obtienen resultados similares si se
hidroliza con quimiotripsina.

2.- La interaccidén entre la subunidad 1. y el I-2
estd influida por la GSQ-3 y precisa de ATP-Mg®® . Se han propues-
tos distintos modelos para explicar dicha interaccién entre el I-
2 la subunidad 1.: entre ellos son de destacar los de Ballou y
col (18), Merlevede y col. (236), Villa-Moruzzi y col. (336),
Tung y col. (328), Li y col. (215). Reproducimos en el Esquema IX
el formulado por Ballou y Fischer (19).

b) Forma espontaneamente activa

El Laboratorio de Merlevede, Goris y col. (139), a
partir de higado de perro, ha purificado una protein fosfatasa
que la clasifica dentro de las dependientes de ATP-Mg®** que por
comportamiento frente a ciertas proteinas reguladoras y otros
efectores, asi como por su peso molecular se distingue de 1la PrP
1, . Esta nueva PrP 1 es espontaneamente activa y presenta dos
subunidades de 75 y 37 kDa en relacién equimolecular; la subuni-
dad de 37 kDa es la subunidad catalitica 1., y los autores no
excluyen que la subunidad de 75 kDa tenga asimismo actividad
catalitica y que pudiera ser un precursor de la subunidad de 37
kDa.

Esta PrP se transforma en una forma inactiva de la
PrP 1 por rotura por tripsina transformandose en una forma sensi-
ble a activacién por GSQ-3 y ATP-Mg®?*. No contiene inhibidor 2 o
inhibidor 1 y las concentraciones necesarias de inhibidor 2 para
causar inactivacién varian considerablemente si 1la proteina se
encuentra en su estado activo (se precisan concentraciones de 870
nM para inhibir el 30 %) o ha sido tripsinizada (5 nM de I-2
produce una inhibicién del 50 % y una concentracién de 10 nM
produce inhibicién total).
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ESQUEMA IX

Modelo de regulacién de la actividad PrP 1 (70 kDa).
Las subu nidades activas se representan como cuadrados y las
inactivas por circulos. El1 inhibidor 2 estid representado por
formas llenas y la subunidad catalitica por formas vacias.

El complejo inactivo de 70 kDa estd representado por
I. La fosforilacidén del I-2 por la GSQ-3 (también denominada Fa)
en presencia de ATP-Mg®*, transforma el complejo inactivo en otro
activo, complejo 1I, provocando cambios conformacionales tanto en
el inhibidor 2, gue pierde su capacidad inhibitoria, como en la
subunidad catalitica, que se transforma en una forma activa. EL
complejo II se desfosforila sin que por ello pierda la actividad,
porque posiblemente la propia fosfatasa activada cataliza la
autodesfosforilacién del inhibidor 2, gque conserva su confor-
macién no inhibitoria a pesar de la perdida de fosfatos, complejo
desfosforilado II". En 1la autodesfosforilacién el Mg®' puede
actuar como cofactor necesario. El1 complejo II* es metaestable y
paulatinamente se transforma en su forma inactiva al recuperar I-
2 su conformacién inhibidora, complejo III inactivo. Lentamente
la subunidad catalitiéa recobra su conformacién inactiva, vol-
viendo a su estado inicial I. Ballou y .Fischer (19).
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MODELO DE REGULACION DE LA PRP 11 CITOSOLICA POR GSQ-3 Y ATP-Mg**

I inactiva II activa
Fa, ATP-Mg?* P
S /-"‘—-‘A
EN =\
lento
Pi
1 Ea \\\\\ ) N ___,l: Ea @]
III inactiva II *activa
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1.7.1.2. Protein fosfatasa G (PrP 1,)

La PrP 1, es una protein fosfatasa tipo 1 compuesta
por las subunidades 1. y G, formando un complejo espontaneamente
activo unido a la fraccién glucdégeno-proteina.

La PrP 1, ha sido caracterizada y purificada a ho-
mogeneidad a partir de misculo esquelético de conejo (del que se
obtienen aproximadamente 3 mg de enzima puro a partir de 5000 g
de musculo). La purificacidén del enzima a partir de la separacidén
del glucdgeno se inicia con la degradacidén de éste por accidn de
a-amilasa. Si la PrP 1, se purifica a partir de extractos que no
hayan sufrido tratamientos de rotura, se obtienen dos subunidades
que copurifican: la subunidad G, de peso molecular aparente de
103 kDa en geles denaturantes, y la subunidad 1., de 38 kDa (com-
plejo 1.-G). La subunidad 1. que se obtiene es la misma que la
producida por rotura de la PrP 1, de citosol ya gque los mapas
peptidicos no se distinguen uno de otro, (339)(18)(319)(158).

Aungue la PrP 1, no ha sido purificada a homogeneidad
a partir de higado de rata, ha sido caracterizada en particulas
de glucdégeno o en muestras parcialmente purificadas (9)(309)
(223)(321)(327). Al igual que en misculo, en higado 1la PrP 1,
estd constituida por una subunidad G y wuna subunidad 1.. El
componente G presenta un peso molecular aparente determinado en
gradiente de sacarosa entre 150 y 160 kDa, siendo mucho mayor
cuando se determina en gel filtracidén. Los tltimos estudios de
Hubbard y Cohen ((163) confirman que la subunidad G no proteoli-
zada tiene un peso molecular de 161 kDa y tiene funciones regu-
ladoras a la vez que actividad protein fosfatasa.

Stalmans y col. (309) ensayan esta protein fosfatasa
sobre sustrato glucdégeno sintasa fosfatasa y propone el siguiente
modelo: la PrP 1, consiste en dos componentes, uno unido al
glucdégeno, G, y otro soluble, S, cuya cooperacidén es necesaria
para que se muestre toda la actividad glucégeno sintasa fosfata-
sa, lo que no excluye que ambos componentes, G y S, tengan acti-
vidad catalitica en funcién del tipo de sustrato empleado, Bollen
y col. (36).
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La PrP 1, es inhibida por los inhibidores 1 y 2, pero
son necesarias concentraciones mas elevadas para ello que las
empleadas para la subunidad catalitica, Bollen y col (37). La
baja afinidad de la PrP 1, por el 1-2 exige concentraciones de 6
pmolar para alcanzar un 70 % de inhibicién (38). Recientemente
los mismos autores, Bollen y Stalmans (39) indican que este
comportamiento diferenciado se debe a la presencia en los ensayos

de compuestos como el PMSF que impiden el proceso de inactiva-
cién.

a.- Interaccién con el inhibidor 2

La interaccién del I-2 con PrP 1, promueve en primer
lugar la disociacién de la subunidad catalitica y la traslocacién
de ésta desde el glucdégeno al citosol. Al mismo tiempo, la unién
del I-2 a la PrP 1, disminuye su afinidad por el glucdgeno.
Empero, la interaccidén no provoca la conversién de la PrP 1, en
formas dependientes de ATP-Mg®* y GSQ-3, como sucede con la
subunidad catalitica de la PrP 1,. Tras la incubacién del I-2 la
PrP 1,, la recuperacién de la actividad fosfatasa perdida se
consigue por tripsinizacidén (335).

También se ha postulado que 1la PrP 1, de masculo
esquelético interactiia con el 1I-2, sin provocar la disociacién
1. -G, ¥y por lo tanto incrementando el peso molecular aparente al
cromatografiarse en gel filtracién. La misma subunidad G, o bien
otra subunidad, denominada desinhibidor, DI, relacionado con el
complejo, le confiere resistencia al I-2 ademas asegura su afini-
dad por el glucégeno. A ello coadyuvan uno o mas polipéptidos que
le confieren especificidad de sustrato (310).

b.~- Fosforilacién/desfosforilacidn

La fosforilacidén "in vitro" de 1la subunidad G de
higado de rata por PrQ-AMPc promueve el desprendimiento de la
subunidad 1., de la subunidad G, al tiempo que se produce la
traslocacién del enzima desde el glucdégeno al citosol (157).
Aunque no se observan cambios de actividad, si se incrementa la
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facilidad para ser inactivado por el inhibidor 1 (319). Se ha
determinado la secuencia del péptido que contiene la serina fos-
forilada por esta protein quinasa. La fosforilacidén de la PrP 1G
por esta quinasa u otras como la GSQ-3, no modifica la sensi-
bilidad de la proteina frente al I-2. (56)(112).

La fosforilacién de la PrP 1G "in vivo" puede produ-
cirse por accién de 1la adrenalina, (véase Apartado 1.12). Dado
que el complejo glucégeno-proteico contiene gran parte de los
enzimas responsables dél metabolismo del glucbégeno, 1la PrP 1,
puede ser importante en la regulacidén de este metabolismo.

1.7.1.3. PrP 1,

Recientemente P.T.W. Cohen (75) propone la inclusién
entre las PrP tipo 1 de la fosfatasa que desfosforila 1la cadena
ligera de 1la miosina, dando lugar a la relajacién del proceso de
contraccién muscular, iniciado por 1la fosforilacién de la mio-
sina. Esta PrP 1,, al igual que la PrP 1,, es una especie activa.
Por analogia con la PrP 1,, la PrP 1, puede estar compuesta por
una subunidad catalitica y una subunidad de anclaje.

Ha sido parcialmente caracterizada a partir de mis-
culo esquelético. Presenta en gel filtracién un peso molecular
aparente de 100-110 kDa. Cuando se trata con etanol se obtiene
una subunidad catalitica de 35-37 kDa, cuyos mapas peptidicos no
la diferencian de las otras cataliticas tipo 1. El comportamiento
frente a los inhibidores 1 y 2 es idéntico al de otras PrP 1,
pues concentraciones 100 nM de ambos inhibidores son suficientes
para anular completamente la actividad PrP.

La PrP 1, es la responable de la desfosforilacién de
la miosina nativa en corazdén bovino y en misculo de conejo, y es
la Unica protein fosfatasa que se une a la miosina. La PrP 1, se
une fuertemente a la miosina y 1la actimiosina a través de una
subunidad especifica M (63)(64).

La PrP 1, puede ser la misma proteina que la ya des-
crita y conocida como SMP-IV (smooth muscle myosin) purificada a
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aparente homogeneidad desde misculo 1liso de pavo, su concentra-
cién en el tejido muscular es 6 uM. La SMP-IV esta compuesta por
dos subunidades: una reguladora de 58 kDa y una catalitica de 40
kDa. Esta PrP, aunque es activa frente a un gran namero de pro-
teinas, desfosforila preferentemente las proteinas contractiles y
presenta algunas caracteristicas diferenciadas. La SMP-IV es
menos sensible a inhibicién por ATP, NaF y pirofosfatos que otras
PrP, inhibiciones del 50 % requieren concentraciones de NaF y PP,
superiores a 10 mM (269)(270). Desfosforila preferentemente la
subunidad 8 de la fosforilasa quinasa (propiedad de las PrP 1) y
es insensible al inhibidor 2 (propiedad de las PrP 2) por lo que
segun estos investigadores (270)(271) no puede ser clasificada
segun los criterios propuestos por Ingebritsen y Cohen. La acti-
vidad del enzima SMP-IV es independiente de la presencia de
cationes.

Si la PrP 1, es la misma que la SPM-IV se podra
contestar cuando se conozca la secuencia y la homologia con otras
subunidades cataliticas. Si esta proteina se comporta de forma
ambivalente se hace preciso revisar la nomenclatura o los crite-
rios de clasificacién de Ingebritsen y Cohen.

1.7.1.4. PrP 1,

La actividad PrP presente en microsomas es esencial-
mente tipo 1 (10)(40). Alemany y col. (9) proponen gque en micro-
somas existe una actividad PrP tipo 1 (PrP 1,) que contiene una
subunidad catalitica idéntica o similar a 1las PrP 1,, PrP 1, y
PrP 1, y con una o mas subunidades, distintas hasta las ahora
descritas, que le permiten un anclaje especifico a los microsomas
y posiblemente una regulacidén caracteristica. La disociacién
entre la subunidad catalitica y la de anclaje se producen por
simple dilucidén y es la causa del aumento de actividad especifica
en las muestras diluidas. Esta PrP, como sucede con las PrP 1, y
1, se muestra espontaneamente activa.

Aunque no ha sido purificada, se han realizado algu-
nos trabajos con microsomas de musculo esquelético e higado de

rata. La PrP tipo 1 que se extrae de los microsomas de masculo
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esquelético es una mezcla de complejos de pesos moleculares entre
300 kDa y 70 kba. Cuando se purifica 1la subunidad catalitica,
previa precipitacidén con acetona, se obtiene una proteina de peso
molecular aparente 35-38 kDa en gel filtracidén. Esta subunidad,
al igual que las descritas para el precipitado de glucdgeno es de
tipo 1, pues su actividad disminuye sensiblemente en presencia de
I-2, con el que forma un complejo de 70 kDa, Villa-Moruzzi y col.
(339).

Microsomas de los que se ha extraido totalmente la
actividad PrP, son capaces de recaptarla por preincubacién de las
membranas con el enzima. La asociacién se produce cuando se
encuentran a alta concentracién pero puede ser inhibida si los
microsomas son tratados con tripsina. Se supone por ello que
implica la presencia de una proteina receptora (R) 6 (M) micro-
somal que permite el anclaje en el reticulo endoplasmico, pero
hasta el momento no ha sido purificada ni caracterizada. La
asociacién se inhibe cuando 1la subunidad catalitica se halla
blogueada por unién al inhibidor 2.

La actividad PrP 1 microsomal tampoco ha sido purifi-
cada de microsomas de higado de rata. Cuando se extrae con NaCl,
la proteina presenta un peso molecular aparente en gel filtracidn
entre 50 y 60 kDa. La tripsinizacién de dicha actividad da lugar
a la subunidad catalitica de 35-37 kDa. Los estudios de caracte-
rizacioén con inhibidores indican que es de tipo 1, con un compor-
tamiento similar a la subunidad catalitica obtenida de glucdégeno
(10).

1.7.2. Protein fosfatasas tipo 2A

Las PrP 2 desfosforilan la subunidad « de la fosfori-
lasa quinasa mas ripidamente que la subunidad B y son necesarias
concentraciones cien veces superiores de I-2 para alcanzar el
mismo grado de inhibicién respecto a las PrP 1. Las PrP 2A tienen
caracteristicas de PrP 2 ademas la particularidad de ser acti-
vables por proteinas basicas y por poliaminas (44)(331).
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Al igual gque sucede con las PrP 1, las PrP 2A (2A,,
2A, y 2A,) tienen en comin una misma subunidad catalitica, que ha
sido purificada a homogeneidad y presenta en geles de acrilamida-
SDS un peso molecular aparente de 36 kDa. La subunidad cataliti-
ca, "in vivo", se encuentra acomplejada con otras subunidades, A,
B y B° de pesos moleculares 60, 55 y 54 KkDa respectivamente,
cuyas proporciones relativas determinan finalmente el peso mo-
lecular, (véase Tabla III). Las subunidades B y B’ deben ser pro-
ductos de genes distintos dada la diferencia de sus mapas pepti-
dicos. La PrP 2A; puede ser producto del proceso de purificacién
de la PrP 2A, vy/o 2A,, por lo que sdlo dos tipos de PrP 2A se
encuentran "in vivo". Las tres PrP 2A han sido purificadas a
homogeneidad desde diversos tejidos, aproximadamente se obtienen
entre 10-25 ug de cada tipo de PrP 2A por 100 g de tejido tanto a
partir misculo esquelético como de higado (172)(330).

Waelkens y col. (340)(341) purifican a homogeneidad a
partir de misculo de conejo tres PrP distintas. Siguiendo la
nomenclatura de Merlevede 1las denominan: PCS,, PCS, y PCS,, y
muestran en gel filtracidén unos pesos moleculares aparentes de
390, 250 vy 200 kDa respectivamente. Estas protein fosfatasas son
comparables a las descritas como PrP 2A, al igual que 1las tres
PrP purificadas a partir de eritrocitos humanos (332) que salvo
algunas diferencias en los pesos moleculares corresponden a las

ya descritas.

Las discrepancias entre los distintos trabajos sobre
PrP 2A pueden deberse a diferencias entre los distintos tejidos
y/0 a procesos proteoliticos no controlados.
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SUBDIVISION DE LAS PROTEIN FOSFATASAS TIPO 2A

Nombre Localizacidén Mr Mr Subunidades

PrP 2A, citosol 181 kDa 60 + 54 + 36x2 A B" 2.

PrP 2A, " 202 kDa 60 + 55 + 36x%2 A B 2.

PrP 2A, " 107 kDa 60 + + 36 A 2c
TABLA III

Subdivisién de 1las PrP tipo 2A purificadas a partir mas-
culo esquelético de conejo por Tung y col. (330) Los pesos mole-
culares entre paréntesis se refieren a los determinados por
centrifugacién en equilibrio de sedimentacién .
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1.7.3. Protein fosfatasa tipo 2B

La PrP 2B fue aislada por vez primera como una pro-
teina unida a calmodulina, de peso molecular 80.000 kDa y desig-
nada como CaM-BP80. Se ensayd por su capacidad de inhibir la
activacién por calmodulina de 1la fosfodiesterasa y la adelinato
ciclasa. Esta proteina es idéntica a la proteina denominada cal-
cineurina o PrP dependiente de calcio y calmodulina, PrP 2B,
(314)(324).

Es muy abundante en tejido nervioso y ha sido purifi-
cada a homogeneidad a partir de cerebro y de musculo esquelético
y de otros tejidos (342)(315)(260).

La PrP 2B estid compuesta por las subunidades a« y 8,
de 61 y 19,2 kDa, respectivamente. La subunidad « posee el domi-
nio catalitico; 1la subunidad B8 tiene afinidad por el calcio a
concentraciones micromoleculares, une 4 mols de calcio por mol de
subunidad. Se conoce la secuencia de la subunidad B. La proteina
consiste en una cadena de 168 residuos y muestra elevada homolo-
gia con otras proteinas que unen calcio como calmodulina y tropo-
nina C, 35 % y 29 %, respectivamente (7).

Es la PrP que presenta mayor especificidad de sustra-
to, desfosforila preferentemente la subunidad a« de la fosforilasa
quinasa, el inhibidor 1, la histona Hl y 1la cadena 1ligera de la
miosina (P). No desfosforila otros sustratos utilizados frecuen-
temente como son: glucdégeno fosforilasa, glucdégeno sintasa y
HMG-CoA reductasa.

Al contrario de lo que acontece con otras PrP, tiene
actividad tanto serin/treonin como tirosin fosfatasa: desfosfori-
la la DARPP-32 (una fosfoproteina neuronal regulada por dopamina
y AMPc) fosforilada en treonina (227)(57).

La PrP 2B es totalmente dependiente de calcio. La
interaccién de 1la calcineurina con los cationes divalentes es
compleja y ocurre a miltiples niveles: 1. el enzima nativo (sub-
unidades A-B) es inactivo en ausencia calcio; 2. la unién de 4
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mols de calcio por mel de subunidad B provoca una activacién
parcial dque aumenta en presencia de calcio-calmodulina; 3. la
actividad de las distintas formas de PrP 2B aumenta considera-
blemente por unién a la subunidad A de ciertos metales de tran-
sicién (Ni**, Mn®*, Co®**); 4. 1la proteina purificada contiene
zinc y hierro. Diversos autores han propuesto modelos que inter-
relacionan la accién de 1los cationes divalentes con cambios
conformacionales de la PrP 2B (261)(315)(19)

1.7.4. Protein fosfatasa tipo 2C

El enzima consiste en una sola subunidad de 43 kDa
que ha sido purificada a homogeneidad desde diversos tejidos. A
partir de 2.500 g de misculo esquelético se obtienen 0,3-0,4 mg
de PrP 2C; y 0,2 mg a partir de 120 gramos de higado. Las concen-
traciones son aproximadamente de O,1uM y 0,8 UM en misculo e
higado respectivamente.

El peso molecular aparente del enzima purificado es
de 40 KkDa por gel filtracién y de 48 kDa en geles de acrilamida-
SDS si bien en pasos previos de purificacién el enzima muestra un
peso molecular de 69 kDa lo que indica interacciones con otras
proteinas en extractos crudos. Tanto en misculo como en higado 1la
purificacién proporciona dos isoenzimas, separadas por croma-
tografia de intercambio idénico en Mono-Q, de pesos moleculares 42
y 44 kDa que poseen idénticas caracteristicas enzimaticas y espe-
cificidad de sustrato, pudiendo ser proteclisis una de otra
(156) (230).

La PrP 2C es dependiente de Mg®*, al que puede susti-
tuir parcialmente el Mn®’® pero no el Ca®** No es inhibida por los
inhibidores 1 y 2; no desfosforila la glucdégeno fosforilasa pero
si la subunidad « de la fosforilasa quinasa, la glucdégeno sintasa
y la histona II-A. La precipitacién con etanol al 80 % de la PrP
2C no produce una especie de bajo peso molecular como sucede con
las otras PrP, la proteina resultante es igualmente dependiente
de Mg**, pero menos activa.
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De las distintas protein fosfatasas, la PrP 2C es la
que muestra mayor actividad sobre el sustrato HMG-CoA reductasa y
HMG-CoA reductasa quinasa, pero dado que esta PrP 2C se encuentra
unicamente en citosol y que la HMG-CoA reductasa es microsomal la
importancia fisioldégica es incierta (174).



69
1.8. DISTRIBUCION SUBCELULAR DE LAS PROTEIN FOSFATASAS

Las PrP 1, 2A, 2B y 2C estidn presentes en todos las
células de mamifero, si bien su concentracién y distribucién
subcelular varia considerablemente en funcién del tejido. La
mejor fuente de PrP 1 es el misculo esquelético, las PrP 2A y 2C
son abundantes en higado y la PrP 2B se extrae principalmente de
cerebro y misculo esquelético. En esta memoria nos referiremos
con preferencia a la distribucién en higado y misculo esqueléti-
co, (véase Tabla 1IV).

Las PrP han sido purificadas a homogeneidad a partir
de pocos tejidos y casi exclusivamente de la fraccidén citosdlica,
por ello 1los porcentajes de distribucién subcelular se expresan
en tanto por ciento de actividad relativa respecto a un ciento
por ciento en extractos iniciales. Estos porcentajes oscilan sen-
siblemente no solo en funcidén del tejido sino también del sus-
trato utilizado, de la dilucién de las PrP en el ensayo y de la
presencia de efectores, a causa de lo cual 1los porcentajes fluc-
tilan segin los autores consultados.

1.8.1. Citosélicas

En la fraccidén citosdlica estin presentes todas las
PrP. En higado y misculo esquelético la actividad PrP 2 (A, B y
C) esta localizada casi exclusivamente en la fraccidén citosédlica.
La actividad PrP 1 es también fundamentalmente citosélica, apro-
ximadamente el 70 % en higado y entre 40-50 % en misculo es-
quelético, para sustrato glucdégeno fosforilasa (174). Los porcen-
tajes de distribucién para masculo esquelético y sustrato glucéd-
geno fosforilasa presentados por Villa-Moruzzi y col. (338) son
muy similares a 1los referidos por Ingebritsen y Cohen (174),
(véase Tabla V -A-).

Sin embargo, en citosol de higado de rata 1los porc-
entajes de distribucidén subcelular calculados varian ostensible-
mente en funcién de sustrato utilizado: el 40 % de 1la actividad
permanece en c¢itosol cuando se ensaya con sustrato fosforilasa y
menos del 20 % cuando se ensaya con sustrato glucdégeno sintasa
(37)(40). (véase Tabla V -B-).



DISTRIBUCION DE LAS PROTEIN FOSFATASAS

Masculo

Protein fosfatasa esquéletico Higado

PrP 1 0,5 uM* -

PrP 2A 30-75 ug/100 g 30-75 ug/100 g
PrP 2B 12-25 ug/100 g -

PrP 2C 0,1 um® 0, 8uM®

50-100 ug/100 g

Inhibidores

1-2 0,3-0,5uM" -~

I-1 1,5-1,8uM® -

TABLA IV

Distribucién de 1las PrP vy los
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inhibidores proteicos en misculo

esquelético e higado. Los datos se expresan en concentraciones M

o en pg de proteina purificada por cada 100 gramos de tejido.
* Tung y col. (329), ®» Ballou y Fischer (19), ° Tonks y Cohen

(325).
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DISTRIBUCION SUBCELULAR DE LAS PROTEIN FOSFATASAS

~A-
Porcentajes de actividad PrP
Sustrato Glucégeno fosforilasa
Fraccién
celular PrP 1 PrP 2A PrP 2B PrP 2C
Citosol | 43 62 88 103
Glucdgeno 10 3 2 4
Microsomas 20 6 5 2
Porcentajes de actividad PrP
Sustratos
Fraccién
celular PrP Glucégeno fosforilasa Glucdégeno sintasa
Citosol ly2 39 + 1 18 + 4
Glucédgeno 1 38 £ 2 73 £ 5
Microsomas 1 23 £ 2 9 %+ 2
TABLA V

En la Tabla A se expresan los porcentajes de actividad PrP
sobre sustrato glucdégeno fosforilasa, en higado de rata, referi-
dos a un 100 % de actividad en el sobrenadante postmitocondrial.
Estos porcentajes se expresan para cada tipo de PrP. 1Ingebritsen
y Cohen (174).

En la Tabla B se expresan los porcentajes de actividad PrP
en higado de rata referidos a un 100 % de actividad en el so-
brenadante postmitocondrial, en relacién a dos sustratos, glucé-
geno fosforilasa y glucdégeno sintasa, con las desviaciones estan-
dar para n= 3, Bollen y col. (37) Stalmans y Bollen (310).
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1.8.2. Unidas a la fraccién de glucégeno

La actividad que precipita con el glucégeno es funda-
mentalmente de tipo 1. Otras actividades PrP, como 2A, 2B o 2C,
no estidn asociadas con el glucdgeno, o si lo estan es a niveles
muy bajos (273). La actividad PrP 1 que reside en glucdgeno tiene
caracteristicas especiales que la distinguen de 1la PrP 1 cito-
sélica (173)(8). (véase Apartado 1.7.1.2).

En higado de rata cuando el sustrato ensayado es
glucégeno fosforilasa, a esta fraccidén le corresponde el 10 % o
el 40 % segin los autores y el 73 % si el sustrato es glucdgeno
sintasa. En misculo esquelético el porcentaje de actividad es del
20-25 9% respecto al total (338).

1.8.3. Microsomales

En higado de rata, con microsomas precipita el 20 %
de la actividad total inicial (para sustrato glucégeno fosforila-
sa), que, al igual que sucede en glucégeno, es fundamentalmente
de tipo 1, aunque pueden cuantificarse cantidades pequefias de
otras PrP.

En misculo esquelético el 25 % de la actividad total
glucégeno fosforilasa fosfatasa, precipita con el complejo glucéd-~
geno-proteico y no se solubiliza por tratamiento con a«-amilasa,

permaneciendo unido a las membranas del reticulo sarcoplasmico.

En otros tejidos 1la actividad relacionada con mi-
crosomas también es predominantemente tipo 1, asi en glandulas
parotideas (238) o en leucocitos humanos (248).
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1.8.4. Otras localizaciones
1.8.4.1. Nacleo

En nacleos aislados de higado de rata se han separado
dos actividades PrP: PrP 1 y PrP 2A; no se han encontrado activi-
dades 2B ni 2C. La actividad PrP 1 es inhibida por los inhibido-
res 1 y 2, y los mapas peptidicos de la subunidad catalitica no
se diferencia de los obtenidos para 1la subunidad catalitica de
citosol. La PrP 2A es estimulada en presencia de proteinas basi-
cas Yy es insensible a los inhibidores 1 y 2 (87)(205)(176).

La actividad nuclear se encuentra mayoritariamente en
el interior del nicleo, nucleosol, y la concentracidén es siete
veces superior a la extranuclear. Niucleos no lisados, tratados
con Tritén X-100, de forma que no se produzca lisis, proporcionan
el 15 9% de la actividad total, lo que corresponde a la actividad
PrP asociada a la pared externa de la membrana. Las membranas nu-~
cleares de higado de rata contienen actividad PrP capaz de des-
fosforilar proteinas nucleares, asi como proteinas exdgenas. El
distinto comportamiento en presencia de efectores indica que
existe mas de una actividad PrP en las membranas (312)(199).

1.8.4.2. Membranas plasmaticas

Se ha localizado actividad serin PrP en membranas
plasmaticas de astrocitomas humanos (214), si bien parte de 1la
actividad PrP en membranas plasmiaticas de células de mamifero es
actividad tirosin PrP que puede estar inhibida "in vivo" por
inhibidores especificos y que durante los procesos de purifica-
cidén se disocia con facilidad y se recupera en forma soluble
(289). Se han localizado actividades PrP 1, 2A y 2B en membranas
plasmaticas de linfoblastos T, Alexander y col. (11)

1.8.4.3. Mitocondrias

Se han purificado tres distintas PrP de origen mito-
condrial a partir de corazén y rifién bovinos. Dos de ellas estan
localizadas en la membrana interna de la matriz mitocondrial y
estan relacionadas con el complejo multienzimatico piruvato des-
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hidrogenasa, son la piruvato deshidrogenasa fosfatasa y la bran-
ched-chain «-ceto A4acido deshidrogenasa fosfatasa. La tercera
fosfatasa, SP, es similar o idéntica a la PrP 2A citosélica y
desfosforila no sélo los dos sustratos (PDH y BCKDH) sino tam-
bién glucégeno fosforilasa y caseina (279).

1.8.4.4. Ribosomas

A partir de reticulocitos 1lisados, se han aislado
tres tipos de PrP: PrP 1, PrP 2A (2A,, 2A;) y 2B, de estas, el

7 % de la actividad PrP 1 esta fuertemente unida a los ribosomas
(120).

Al contrario de lo que sucede con las PrQ ribosoma-
les, hay muy pocos trabajos sobre PrP ribosomales. La mayor
parte de 1los trabajos relacionados con ribosomas y PrP se re-
fieren a proteinas ribosomales capaces de ser desfosforiladas por
PrP 1 y 2B purificadas a partir misculo esquelético de conejo
(12).
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1.9. ESPECIFICIDAD DE LAS PROTEIN FOSFATASAS

Asi como 1las protein quinasas reconocen preferente-
mente una secuencia aminoacidica especifica, que a menudo se
organiza como estructura beta, las protein fosfatasas necesitan
mayores niveles de organizacién en torno al aminoacido fosfori-
lado y por ello requieren un reconocimiento espacial del sustra-
to. Las protein quinasas precisan de segmentos que sobresalgan de
la estructura a 1las cuales envuelven excluyendo el agua para
minimizar la hidrdélisis de ATP y aumentar su actividad fosfo-
transferasa, en cambio las PrP operan é6ptimamente en interfases
proteicas. Por ello factores que pueden modificar la estructura
espacial como son la interaccién con metabolitos o la unién con
otras subunidades es determinante para la especificidad (172)
(305).

La influencia de sustratos y efectores alostéricos en
la actividad PrP puede afectar significativamente la tasa de fos-
forilacidén/desfosforilacidén de 1los sustratos implicados, (256)
(273). Es bien conocido que la unién de AMP a la glucdégeno fosfo-
rilasa "a" previene 1la desfosforilacidén de ésta. La glucdgeno
fosforilasa "a" y no la glucégeno fosforilasa "b" es un potente
inhibidor alostérico de la actividad glucdgeno sintasa fosfatasa,
(9)(244)(311). En misculo esquelético determinadas concentracio-
nes de glucégeno pueden inhibir la actividad glucégeno fosfori-
lasa fosfatasa, cuya sensibilidad al glucdégeno aumenta en pre-
sencia de pequefias concentraciones de AMP (233).

Las distintas PrP desfosforilan un gran numero de
proteinas que controlan el metabolismo del glucdgeno (glucédgeno
fosforilasa quinasa, glucégeno fosforilasa, glucdégeno sintasa,
inhibidor 1), 1la glucolisis/glucogenolisis (piruvato quinasa),
sintesis de &cidos grasos (ATP citrato liasa, acetil CoA carboxi-
lasa), sintesis de colesterol (HMG-CoA reductasa, HMG-CoA reduc-
tasa quinasa), sintesis de proteinas (factor de iniciacién, elF-
2), contraccién muscular (cadena ligera de la miosina, histona 1,
histona 2B) entre otros. Durante afios se ha hecho corresponder
una PrP para cada proceso de desfosforilacidn, con lo gque el

numero de PrP era cada dia mayor aunque entre ellas mostraban
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idéntico comportamiento cromatografico y escasas diferencias en
la especificidad de sustrato.

Si las diferencias en especificidad se deben a pro-
teinas distintas es una polémica que ain no estad cerrada. Se ha
publicado un gran nimero de trabajos en los dque se propone la
existencia de dos PrP, una especifica para sustrato glucdgeno
fosforilasa y otra con mayor afinidad para el sustrato glucdgeno
sintasa. Estas afirmaciones se fundamentan principalmente en los
distintos comportamientos cromatograficos en cromatografias de
intercambio idénico (DEAE-celulosa, fosfocelulosa), distinta esta-
bilidad para el sustrato glucégeno sintasa, la pérdida de la
actividad glucdgeno sintasa fosfatasa procedente del precipitado
de glucdégeno (cuestidn ampliamente documentada), y diversa sen-
sibilidad a la tripsina, entre otras diferencias, (131)(156)
(193)(334).

Sin embargo, Alemany y col. (8)(9) no creen que estas
diferencias sean suficientes para sostener la hipétesis de dos
proteinas ya gque anticuerpos obtenidos frente a la PrP 2A con-
juntamente con I-2 son capaces de anular la actividad glucdgeno
sintasa fosfatasa en las muestras ensayadas.

La PrP 1, tiene actividades glucdgeno fosforilasa
fosfatasa y glucdgeno sintasa fosfatasa, obteniéndose los mismos
patrones de comportamiento con 1los dos sustratos en todos los
experimentos realizados, excepto en aquellos que llevan implicita
rotura parcial y reactivaciones c¢on cationes divalentes. Una
posible explicacién postula la destruccidén de una(s) especifica
subunidad reguladora, necesaria para que se muestre la actividad
glucégeno fosforilasa fosfatasa (37).

Otra posible explicacidén es que los comportamientos
distintos se deban a propiedades intrinsecas del mismo enzima, o
que pequefias diferencias entre la forma nativa y las formas pro-
teolizadas de aquélla, muestren relaciones de actividad desigua-
les para sustratos desiguales, que no son exclusivas de un tipo
de tejido sino que se muestran tanto en -higado de rata como en
misculo esquelético de conejo.
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Si bien se hacen necesarios estudios a nivel molecu-
lar para conocer la identidad o diversidad de estas dos activida-
des, la opinién mayoritaria es que se trata de una Wunica protei-
na.

Las PrP, ademas de los sustratos proteicos desfos-
forilan también péptidos sintéticos y sustratos no proteicos,
como p-nitrofenilfosfato (pNPP), sin que ello pueda atribuirse a
fogsfatasas contaminantes.

Especial interés tienen los trabajos del Laboratorio
de Merlevede, sobre la especificidad de las PrP 2A en desfosfori-
lar caseina fosforilada por la casein quinasa 2 ciertos péptidos
sintéticos, que no son desfosforilados por otras PrP (2). En la
misma linea de investigacidén se desarrolla el trabajo de Jakes y
col. (177) en el que se propone el uso del sustrato histona H]
fosforilado por la PrQ C para el ensayo especifico de PrP 2A en
extractos con actividad PrP 1 sin necesidad de utilizar inhibi-

dores proteicos.



78
1.10. OBTENCION DE ANTICUERPOS FRENTE A LAS PrP

Las PrP 1 y 2A son inmunoprecipitadas especifica-
mente por antisueros obtenidos frente a las subunidades cataliti-
cas respectivas, pero sin embargo anticuerpos monoclonales obte-
nidos frente a PrP 1 y 2A muestran reactividad cruzada, lo que
indica la existencia, confirmada tras la secuenciacién, de epito-
pos comunes (44)(8)(306).

Anticuerpos obtenidos frente a 1la subunidad catali-
tica 2A de Acanthamoeba por Shacter vy col. (297), reconocen la
subunidad catalitica 2A de misculo de conejo y de otros tejidos,
asi como la PrP 2B de corazdn bovino, si bien no reconocen la PrP
l.. Los anticuerpos no inhiben la actividad catalitica 2A ni 2B,
lo que indica que no se unen al centro activo. La inmunoreactivi-
dad cruzada entre las formas 2A y 2B indica que puede pertenecer
a una misma familia de genes.

Se han obtenido anticuerpos policlonales frente al
inhibidor 2. La incubacién de estos anticuerpos con la PrP depen-
diente de ATP-Mg®® impide la reactivacién del complejo. Los anti-
cuerpos frente al I-2 no presentan reactividad frente al I-1 ni a
la subunidad 1. (333).
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1.11. REGULACION DE LA ACTIVIDAD PROTEIN FOSFATASA

Hemos comentado en el Apartado 1.9. el elevado namero
de rutas metabdlicas en 1las que intervienen PrP y la relativa
especificidad mostrada por éstas. Se hacen necesarios mecanismos
selectivos que permitan modular su actividad desfosforilante en
funcién de las necesidades celulares. Uno de los mecanismos que
pueden ser mas eficaces "in vivo" es la requlacién por proteinas
moduladoras, activadoras o inhibidoras y a las que nos referire-
mos a continuacién. También se incluyen en esta seccién la regu-
lacién por‘cationes y otros compuestos.

1.11.1. Proteinas termoestables

La actividad PrP tipo 1 se ve afectada por dos pro-
teinas denominadas inhibidor 1 e inhibidor 2, descritas por vez
primera por Huang y Glinsmann (162), que provocan disminucién de
la actividad PrP. Estas proteinas monoméricas de bajo peso mo-
lecular, tienen en comin su resistencia a los procesos de denatu-
racién (SDS, acidez, elevada temperatura), ausencia de cisteinas,
bajo coeficiente de sedimentacién y ser proteinas no globulares
con fuerte asimetria.

La actividad PrP tipo 2A es poco sensible a estos
inhibidores pues se requieren concentraciones cientos de veces
superiores que las necesarias para causar inhibicién en las PrP
tipo 1. Como ya hemos visto el distinto comportamiento de las PrP
frente a estos inhibidores es utilizado como criterio de clasi-
ficacién. Se considera que una proteina es de tipo 1 8i es inhi-
bida por wuna concentracién 5 nM de inhibidor 2, y se cataloga
como tipo 2 si no se ve afectada. Las concentraciones de inhibi-
dor 1 son iguales o ligeramente inferiores a las necesarias para
el inhibidor 2 (171)(172).

Ademas de los inhibidores 1 y 2, otras proteinas ter-
moestables de bajo peso molecular estan implicadas en la modula-
cién de 1la actividad PrP: el desinhibidor (DI) y el inhibidor
especifico de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa (RP~I).
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1.11.1.1. Inhibidor 1 (I-1)

Ha sido purificado a homogeneidad a partir de misculo
esquelético de conejo y su estructura primaria dilucidada (69)
(4). Es una proteina monomérica, muy asimétrica, de peso mole-
cular 18.640 daltons cuyo extremo N-terminal esti acetilado. La
zona mas altamente hidrofébica, localizada entre los aminoacidos
9 y 22, es esencial para su actividad inhibidora (5). Los valores
dados de concentracién intracelular en misculo esquelético os-
cilan entre 1,5 y 1,8 uM.

El inhibidor 1 disminuye 1la actividad PrP tipo 1 a
concentraciones nanomolares, y muestra capacidad inhibitoria si
previamente es fosforilado por 1la PrQ-AMPc en el residuo de
treonina-35. La fosforilacién del inhibidor 1 en este preciso
residuo provoca su activacién y la consiguiente inhibicién de la
PrP 1. La forma desfosforilada del inhibidor es inactiva (154).
La desfosforilacién del residuo de treonina puede conseguirse
tanto por accién de la PrP 1 como por las PrP 2A y 2B (174).

El inhibidor 1 puede estar implicado en el control
hormonal del metabolismo del glucdégeno. La fosforilacidén del
inhibidor 1 aumenta en presencia de isoproterenol o adrenalina,
y disminuye en respuesta a la insulina (117)(250), ello sugiere
que la actividad PrP tipo 1 esta controlada por estas hormonas,
regulando el metabolismo del glucdégeno especialmente en misculo
esquelético (115).

Asi como 1la actividad de la subunidad catalitica de
la PrP 1 es inhibida de forma instantdnea por el 1I-1, la activi-
dad de la PrP 1G no se afecta en igual grado, precisandeo una
incubacidén previa y la presencia de concentraciones relativamente

altas de sales en el ensayo.
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1.11.1.2. Iphibidor 2 (I-2)

El inhibidor 2 (I-2) también denominado modulador
(M), comparte con el inhibidor 1 su termoestabilidad, sensibili-
dad a 1la tripsina y ser resistente a 1la accidén del acido tri-
cloroacético.

La obtencién de I-2 libre implica siempre la sepa-
racién de la subunidad 1., lo que se consigue por calentamiento a
100 °C. Su actividad se muestra espontaneamente, siendo activo en
su forma desfosforilada, al contrario de lo que acontece al I-1.
Ha sido purificado a homogeneidad a partir de misculo esqueléti-
co, habiéndose localizado en numerosos tejidos de mamifero (283).
El peso molecular determinado por secuenciacién es de 22,8 kDa.
Es una proteina muy hidrofilica en la que no se encuentra ninguna
cisteina. No existen zonas de homologia entre las secuencias de
los inhibidores 1 y 2, si bien, al igual que el inhibidor 1, en
el inhibidor 2 el extremo N-terminal estid acetilado. La concen-
tracién intracelular en misculo esquelético es aproximadamente
entre cuatro y seis veces inferior a la del I-1, alrededor de
0,3 uM (62)(116)(159)(328).

No existen suficientes datos para saber si el inhibi-
dor 2 "in wvivo" se encuentra libre como tal, o en forma de
precursor, o si en condiciones fisioldgicas Gnicamente se encuen-
tra unido a la subunidad 1.. Anticuerpos policlonales frente al
I-2 de masculo reconocen mayoritariamente en extractos crudos,
una proteina de 32 kDa, acompafiada de otros polipéptidos de peso
molecular mayor. "Inmunoblots" de extractos crudos, empleando
anticuerpos monoclonales, muestran una proteina de 60 kDa, posi-
ble precursor de este inhibidor (141).

El inhibidor 2 puede ser fosforilado "in vitro" por
accidén de la QSQ-3 y ATP-Mg®*, en el residuo de treonina-72. La
desfosforilacién se realiza tanto por PrP tipo 1, 2A o 2B. Otras
quinasas distintas de la GSQ-3, como la casein quinasa II, casein
quinasa 1 y la PrQ-AMPc, son capaces de fosforilar el inhibidor 2
en otros residuos distintos de 1la treonina-72, sin embargo su
incidencia scobre su comportamiento como inhibidor es incierta y
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no se conoce el papel de estas fosforilaciones "in wvivo"™ (1)
(3)(6)(160).

1.11.1.4. El Desinhibidor (DI)

El desinhibidor es una proteina termoestable, sensi-
ble a la accidén de la tripsina, que fue detectada por vez primera
en las particulas de glucdégeno de higado de perro, como una
actividad que protege la PrP 1, de la accién de los inhibidores 1
Yy 2 (84). Se ha purificado y obtenido homogéneo de diversos teji-
dos, presentando un peso molecular aproximado de 8,3 kDa en geles
de acrilamida y SDS (136)(137)(138).

El DI esta regulado por fosforilacidén/desfosforila-
cidén y solo se muestra activo en forma desfosforilada. El1 estado
de fosforilacién del desinhibidor puede estar controlado "in
vivo" por la PrQ-AMPc y por las PrP 2A, las mads activas frente al
desinhibidor. El DI interviene en la conversién de formas inacti-
vas a formas espontaneamente activas "in vivo", ya gque no sélo
antagoniza la accidén del inhibidor 1 sino que también estabiliza
la PrP 11 es su estado activado (135). La presencia de desinhi-
bidor en las preparaciones de glucdgeno explica por qué éstas son
tan poco sensibles a la accién de los inhibidores 1 y 2 (319).

La adicién del DI purificado a 1la fraccién filtrada
del sobrenadante postmitocondrial de higado de rata incrementa
varias veces la actividad PrP. Ello ha permitido a Goris y Merle-
vede (139) 1la purificacién de una nueva PrP tipo 1, dependiente
de ATP-Mg?‘, espontaneamente activa a la que nos referimos en el
apartado 1.7.1.1.

1.11.1.5. Inhibidor de la actividad protein fosfatasa 2A (RP-I)

Es el primer inhibidor descrito que afecta la activi-
dad PrP tipo 2. Inhibe la actividad PrP 2A, sin alterar la acti-
vidad PrP tipo 1 cuando el sustrato fosforilado es HMG-CoA reduc-
tasa. Si el sustrato es glucdégeno fosforilasa no afecta ni la
actividad PrP 1 ni 1la 2A, 1lo gque sugiere una accidén especifica
para el sustrato HMG-CoA reductasa y permite proponer nuevos
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mecanismos de regulacidén a través de procesos de fosforilacién/-
desfosforilacién para este Ultimo enzima.

Ha sido purificado en nuestro Laboratorio a homo-
geneidad partir de citosol de higado de rata, mostrando un peso
molecular aparente de 21 kDa en geles de acrilamida-SDS (295).
Mantiene en comin con las proteinas hasta ahora descritas su
resistencia a elevadas temperaturas, ser acido resistente y la
sensibilidad a la tripsina.

1.11.1.6. Otras proteinas termoestables

Una proteina termoestable y dcido resistente denomi-
nada DARPP-32 (fosfoproteina regulada por dopamina y AMPc-32 kDa)
se muestra capaz de inhibir la PrP 1 a concentraciones nanomo-
lares. Esta proteina mantiene muchas analogias con el inhibidor 1
y puede ser importante en el tejido nervioso (153)(345).

A partir de tejido nervioso se ha aislado otra pro-
teina, sustrato G, con actividad inhibidora sobre PrP 1, que man-~
tiene ciertas caracteristicas comunes con el inhibidor 1 y la
proteina DARPP-32, como son 1la capacidad de fosforilacién en

treonina y la homologia en torno al centro fosforilado (154).

También se ha aislado una proteina termoestable y
dcido resistente que inhibe especificamente una de las fosfatasas
mitocondriales asociada al complejo multienzimitico piruvato
deshidrogenasa. Esta proteina no inhibe la PrP 1 o PrP 2A (81)
(279).

1.11.2. Proteinas basicas y poliaminas.

A la conocida clasificacién de las PrP basada en la
sensibilidad a los inhibidores 1 y 2, distintos grupos proponen
la utilizacién del comportamiento diferenciado frente a los
policationes en 1la caracterizacién de las PrP, ya que pequeinas
concentraciones de éstos (pg/mL) activan las PrP tipo 2, espe-
cialmente si se utiliza glucdédgeno fosforilasa como sustrato. Si

una PrP no es sensible al inhibidor 2 pero aumenta su actividad
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en presencia de 5 ug/mL de histona Hl o de 30 pg/mL de protamina
se considera tipo 2 (234)(331).

Pelech y Cohen (274) proponen 1la utilizacién de
protamina a concentraciones de 30 ug/mL y de glucdgeno fosforila-
sa como sustrato a modo de <criterio suficiente para distinguir
entre PrP 1 y 2A.

La proteinas basicas como la protamina, poli-L-lisina
e histona Hl, activan las PrP 2A (2A,, 2A, y 2A,) sin provocar
disociacidén de la subunidad catalitica. La protamina y la poli-L-
lisina son capaces de estimular las actividades PrP A, y A, en
todos los casos, sin depender del sustrato utilizado, estimulando
también la actividad catalitica pero en menor grado. La subunidad
catalitica precisa de mayores concentraciones (4 uM) que la
fosfatasa nativa PrP 2A;, (0,4 pM). La accién de estas proteinas
basicas se debe tanto a la interaccién con las PrP como con sus
sustratos.

La importancia fisioldégica es discutible ya que a
excepcién de la histona Hl1l, que se encuentra en el nicleo, prota-
mina y poli-L-lisina no se encuentran en células de mamiferos. La
reactivacidén debida a sustancias basicas puede indicar que otros
compuestos intracelulares basicos regulan 1la actividad PrP de
forma similar.

Es sabido que 1las poliaminas basicas espermina y
espermidina son capaces de activar las PrP 1 y 2A. El grado de
activacién varia en funcién del sustrato. A concentraciones
fisioldgicas la espermina actia promoviendo 1la actividad PrP
sobre sustrato glucdégeno sintasa, e inhibiendo 1la PrP sobre
sustrato glucégeno fosforilasa. En el caso de la espermidina se
requieren concentraciones mas elevadas. El mecanismo de accién de
la espermidina sobre las PrP 1 y 2A parece ser el resultado de su
interaccién tanto c¢on las PrP como con el sustrato. Otras poli-

aminas ensayadas como la putrescina no tienen efecto (331).
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1.11.3. Otros activadores e inhibidores
1.11.3.1. Cationes divalentes

La importancia de los cationes divalentes, en par-
ticular el Mn**, en 1la reactivacién de las PrP se puso de mani-
fiesto en los primeros trabajos sobre PrP publicados por Cori en
1945. La respuesta a cationes divalentes de las PrP varia en
funcién de su estado inicial de actividad y del sustrato emplea-
do; también es distinta sobre extractos iniciales o sobre protei-
nas purificadas y almacenadas, pudiendo obtener resultados opues-
tos. Diferencias muy marcadas se producen cuando los sustratos
son fosfopéptidos sintéticos (232).

a) Accién de los cationes divalentes sobre la PrP 1

La 1. inactiva libre se transforma en una subunidad cata-
litica activa en presencia de 1mM Mn?*'. La activacién transcurre
en dos etapas: en la primera se forma un complejo que puede
revertir a su forma inicial inactiva en presencia de EDTA, en la
segunda etapa, tras la incubacidén con Mn**, se obtiene una forma
activa que no precisa Mn?*, al contrario, si la 1. se encuentra
en forma activa el Mn?* puede inhibirla significativamente, espe-
cialmente cuando se utiliza glucdégeno fosforilasa como sustrato.
Otros cationes como Mg®** y Ca®?* a concentraciones milimolares no
modifican la actividad. Cuando 1la 1. se encuentra unidad al
inhibidor 2 no se ve afectada.

b) Accién de los cationes divalentes sobre las PrP 2

Todas las formas de PrP 2A son reactivables en presencia
de concentraciones entre 0.1 y 5 mM Mn**. El grado de reacti-
vacién y la concentracién de catién varian de un sustrato a otro,
aunque se produce en todos los sustratos ensayados. La accién del
Mg®* es selectiva sobre el sustrato. El Ca?® no provoca activa-
cidén e incluso puede producir una ligera inhibicidén. Otros catio-
nes como 2n®** o Fe®?® producen siempre fuerte inactivacién (19).

Ya se vio en el Apartado 1.7.3. la importancia de los
cationes divalentes en la activacién de la PrP 2B.
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La PrP 2C es absolutamente dependiente de Mn** /Mg**
para todos los sustratos ensayados. La maxima actividad se consi-
gue con concentraciones de 5-10 mM Mg®**. E1 Mn** y el Co®** pueden
sustituir al Mg®*, pero no al Ca%®".

1.13.3.2. Fluoruros - Compuestos pirofosforilados y otros

Es bien conocido que el ién fluoruro inhibe las
serin-treonin protein fosfatasas. Se utiliza NaF (50 mM) como
inhibidor de las PrP 1 y PrP 2 (221). También 1los compuestos
pirofosforilados, como ATP, PPi, CTP o GTP tienen el mismo efec-
to. Tras prolongada exposicidén a estos compuestos, la actividad
no se recupera aungque se eliminen del medio por dilucién, si bien
parte de la actividad puede recuperarse por adicién de Mn**
(281). )

Contrariamente a las tirosin fosfatasas, poco sensi-
bles a la accién de los quelantes, las serin/treonin fosfatasas
son sensibles a la presencia de gquelantes de cationes como el
EDTA (119). El efecto activador de 1los cationes divalentes y el
hecho de que ciertos compuestos acomplejantes inhiban la activi-
dad PrP, ha llevado a considerar que las serin-treonin protein
fosfatasas son metaloenzimas, aungue esta hipdétesis no es compar-
tida por gran numero de investigadores. Compuestos como el fluo-
ruro o el ATP no inhiben 1las PrP por quelacidén de los cationes
divalentes y cada uno de estos factores se relaciona con 1la PrP
por puntos distintos (39)(296).

La trifluoroperacina es un compuesto que inhibe la
PrP 2B sin afectar las PrP 1, 2A o 2C hasta concentraciones de
150 uM (315).
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1.12. CONTROL DE LA ACTIVIDAD PROTEIN FOSFATASA POR HORMONAS
Y OTROS AGENTES EXTRACELULARES

La fosforilacién reversible es probablemente unos de
los mecanismos mas importantes en la regulacidén celular a nivel
postransduccional. Gran numero de serin protein quinasas, como
las dependientes de AMPc, GMPc, o calcio y calmodulina y también
diversas tirosin protein quinasas, son activadas como respuesta a
seflales extracelulares, principalmente hormonas y factores de
crecimiento. A través de mensajeros secundarios intracelulares
(AMPc, GMPc, calcio, calmodulina, diacilglicerol) estas protein
quinasas pueden provocar cambios en la fosforilacidén de numerosos
sustratos proteicos tal como se muestra en el modelo propuesto
por Krebs (204) (véase Esquema X). Siendo las protein fosfatasas
las responsables de revertir la accién de las protein quinasas,
es de esperar que no sean espectadores pasivos de este proceso y

que a su vez se hallen reguladas directamente por hormonas.
1.12.1. Variacion de la concentracién de nucleétidos ciclicos

Un primer grupo de hormonas, arbitrariamente desig-
nado como grupo I, actia a través de receptores que provocan un
aumento de nucledtidos ciclicos, afectando de este modo la fos-
forilacidén de los sustratos de las protein quinasas dependientes
de estos nucledétidos. En este grupo I se incluyen hormonas como
el glucagon, las adrenocorticotropas, catecolaminas B-adrenérgi-
cas y gonadotropinas, que interactiian con receptores especificos
y estimulan la adenilato ciclasa. También incluye este grupo a
otros efectores capaces de inhibir la adenilato ciclasa como son
los agentes a-adrenérgicos.

éCémo el aumento o la disminucién de AMPc puede
ejercer un control sobre la actividad de las distintas PrP?. Esta
es una cuestidén controvertida. Ya en 1978, Burchell vy col. (51)
sugieren que la actividad PrP 1 estd relacionada con las fosfori-
laciones catalizadas por 1la PrQ-AMPc. Posteriormente numerosos
laboratorios han intentado hallar wuna relacién entre el trata-
miento con glucagon y la actividad PrP (239)(255)(308).
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REGULACION DE LA ACTIVIDAD PROTEIN FOSFATASA
POR HORMONAS Y OTROS AGENTES EXTRACELULARES

HORMONAS Y OTROS AGENTES EXTRACELULARES

l | |

i i i
Receptores Receptores Receptores
grupo 1 grupo 2 grupo 3
' - + .
i »
Nucleétidos ciclicos Inositol Diacilglicerol
trifosfato
Movilizacién
de Ca®*
|
+ + +
Protein quinasas Protein quinasas & Protein
Protein fosfatasas Protein fosfatasas guinasa
dependientes de c
calcio y calmodulina

] Y
PROTEIN FOSFORILACION-DESFOSFORILACION

ESQUEMA X

Principales vias de actuacién de hormonas y otros agentes
intracelulares que finalmente modifican el estado de fosforila-
cién de las proteinas, Krebs E.G. (204).
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Para explicar 1la accién del glucagon y de otras
hormonas que modifican los niveles de AMPc se ha propuesto el si-
guiente mecanismo: el efector, al unirse a su receptor de membra-
na, provoca la estimulacién de la adenilato ciclasa y el consi-
guiente aumento de AMPc intracelular. La acumulacién de AMPc
causa la disociacidén de las subunidades C y R (catalitica y regu-
ladora) de la PrQ-AMPc. La unién del AMPc a la subunidad R libera
la subunidad C que puede asi expresar su actividad PrQ. La accién
del glucagon sobre las PrP se explica tanto a través de cambios
en la actividad de la subunidad catalitica como de la liberacién
de la subunidad reguladora. Veamos como se explican estos meca-
nismos:

a) Cambios en la subunidad reguladora de la PrQ-AMPc

El glucagon modula la cantidad y el grado de fosfori-
lacién de la subunidad reguladora de 1la PrQ-AMPc. La subunidad
reguladora de la PrQ-AMP, 1II inhibe la desfosforilacién de la
glucégeno fosforilasa por PrP 1 y 2A, lo que sugiere que la
subunidad reguladora tiene una funcién inhibidora propia sobre
las PrP paralela a su capacidad de inhibicién de la subunidad
catalitica de la PrQ-AMPc (191).

b) Aumento de actividad de la subunidad catalitica de la PrQ-AMPc

La accién del glucagon mediada por la subunidad
catalitica de la PrQ-AMPc tiene como intermediario al inhibidor 1
(véase Esquema XI). El1 hecho de que la PrQ-AMPc fosforile el
inhibidor 1 y que una vez fosforilado muestre su actividad sobre
la PrP 1, permite sugerir que el glucagon puede modular la acti-
vidad PrP tipo 1. Se ha demostrado que dicha fosforilacién se
produce "in vivo" por accidén de hormonas que aumentan los niveles
intracelulares de AMPc; 1la adrenalina y el isoproterenol, a
través de un aumento del AMPc intracelular y aumento de la acti-
vidad PrQ-AMPc puede incrementar el estado de fosforilacién del
inhibidor 1 y ello conlleva un incremento en la inhibicién de la
PrP tipo 1 (72)(115)(117)(118)(189)(250).
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REGULACION DE LA ACTIVIDAD PrP 1 POR AMPc Y Ca?"*

cAMP Ca**
PrQ-AMPc PrP 2B
Inhibidor 1
(inactivo)

.. Inhibidor 1-P
(activo)

Protein fosfatasa 1
(inactiva)

ESQUEMA XI

Hipétesis de regulacién de la actividad PrP 1 por AMPc y Ca*?,
via fosforilacién y desfosforilacién del inhibidor 1, Ingebritsen

y Cohen, (171).
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Sin embargo, la mediacidén del I-1 en esta cascada es
discutida. La capacidad del 1I-1, una vez fosforilado, de actuar
sobre formas nativas de la PrP 1 ha sido puesta en duda por
Khatra y col. (190). En los experimentos "in vivo" realizados por
Farkas y col. (100) en higado de rata, 1la administracién de
glucagon provoca disminucidén (20-40 %) de la actividad PrP sobre
sustrato glucdégeno fosforilasa con un valor maximo a los 7 minu-
tos y un retorno a los valores normales a los 30 minutos. Sin
embargo no se ven afectadas las actividades de 1los inhibidores 1
y 2.

Los Ultimos trabajos se orientan a explicar la accién
del glucagon segin los distintos tipos de PrP 1, (PrP 1, y PrP
1,) ¥ 1la redistribucién de las actividades PrP 1 tras el efecto
hormonal, ya sea por traslocaciones de 1las actividades cataliti-
cas de uno a otro compartimento o por la traslocacién de efec-
tores de esta actividad.

Se ha propuesto que PrP 1, estd regulada estrecha-
mente tanto por niveles hormonales como por el estado metabélico
del animal. Asi en animales en ayunas y tratados con glucagon, de
forma que la concentracién de glucégeno en higado baja drastica-
mente, la PrP 1, es esencialmente citosdélica, pudiendo no obs-
tante recuperarse al afiadir glucégeno a la preparacidén y centri-
fugar luego para obtener el precipitado. Cantidades de 0,1 mg/mL
de glucégeno son suficientes para unir el 50 % de la actividad
soluble (246). Toth y col. (326) demuestran que la administracién
de glucagon "in vivo" provoca, a 1los 5 minutos, disminucién en
extractos crudos de la actividad PrP sobre sustrato glucdgeno
fosforilasa (-17 %) sin modificar la actividad sobre sustrato
glucdégeno sintasa si bien transcurridos 30 minutos la accidén del

glucagon no es apreciable sobre ninguno de los dos sustratos
(326).

Se habia observado "in vitro" que la PrP 1, es sus-
trato de la PrQ-AMP.,; "in vivo" 1la PrP 1, parece ser también
sustrato de esta quinasa. La adrenalina es capaz de aumentar "in
vivo" el grado de fosforilacién de la subunidad G de la PrP 1,,

provocando disociacién de la subunidad catalitica, que de esta
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forma es desprendida en un 50 % hacia el citosol. La accidén de
la adrenalina provoca la traslocacién de la 1. desde el glucégeno
al citosol, donde posiblemente se une a otra proteina, quedando
la subunidad G mayoritariamente ligada al glucégeno (157)(222).
Ello insindla un posible mecanismo de control de la glucogenolisis
e inhibicién de la sintesis de glucdégeno, hasta ahora no consi-
derado. A la vez, la fosforilacién de la subunidad G 1la hace méas
sensible a 1la accién del inhibidor 1, disminuyendo la proporcidn
de PrP 1, sedimentable por glucdégeno, favoreciendo su paso al
citosol, con 1lo que se previene la desfosforilacién de enzimas
regulables del metabolismo del glucbégeno, Hubbard y Cohen (163).

En el trabajo de Toth y col. (326) se propone que los
cambios de actividad PrP debidos a la accién hormonal se producen
exclusivamente en el citosol, sin alterar las PrP localizadas en
otros compartimentos, mitocondrias, nacleo o la fraccién glu-
cégeno/microsomas. El control de las actividades PrP estid mediado
por efectores citosélicos, unidos fuertemente al enzima, de alto
peso molecular y transferibles, que permiten modular la actividad
de las PrP sobre los sustratos glucdégeno fosforilasa y glucdgeno
sintasa, en citosol.

1.12.2. Variacién en la concentracién de calcio y diacilglicerol

Diversas hormonas como noradrenalina, vasopresina y
angiotensina provocan glucogenolisis en higado de rata por proce-
sos que generan dos mensajeros intracelulares: diacilglicerol y
calcio. La produccién de estos mensajeros se inicia con la rotura
de fosfatidil inositol difosfato que genera diacilglicerol y
trifosfato de inositol.

El aumento de diacilglicerol puede causar activacién
de las diferentes especies de protein gquinasa C, cuyo estado de
fosforilacidén esta controlado por PrP estimulables por poliaminas
(PrP 2A) (265), o por 1las mismas poliaminas, gque evitando la
asociacidén de las PrQ C a las membranas impiden su activacién,
(243).



93

Por su parte, el trifosfato de inositol causa la
salida de calcio de depésitos intracelulares, con el consiguiente
aumento de calcio accesible, lo que puede afectar tanto a las PrQ
dependientes de calcio y calmodulina como a la PrP 2B, depen-
diente también de calcio y calmodulina (72). Ademas el aumento de
calcio intracelular determina variaciones en la actividad de la
PrP 1 a través de la modificacidn del estado de fosforilacién del
inhibidor 1, (véase Esquema XI).

Las hormonas que aumentan los niveles intracelulares
de calcio provocan la inhibicién de la PrP sobre sustrato glucéd-
geno sintasa. Concentraciones de 0,3 uM Ca?+ son suficientes para
provocar inhibicidén del componente G de la glucdgeno sintasa fos-
fatasa. Sin embargo no se encuentran variaciones en la actividad
glucégeno fosforilasa fosfatasa (245).

La vasopresina provoca una disminucidén de la activi-
dad PrP (-30 %) sobre sustrato glucdgeno fosforilasa sin afectar
la actividad sobre sustrato glucdégeno sintasa (326).

Algunas hormonas, como el glucagon y la adrenalina,
son capaces de activar los receptores indicados como 1 y 2 en el
esquema X, liberando AMPc y calcio como mensajeros secundarios, ¥y
permitiendo flexibilizar y versatilizar la accién hormonal. Uno
de los mecanismos alternativos que se ha propuesto para la accién
del glucagon con independencia del aumento de AMPc, esta rela-
cionado con el aumento del Ca®?® intracelular por movilizacién de
las reservas del reticulo endoplasmico. Se ha demostrado que el
glucagon puede modificar estructuras membranosas, en especial el
reticulo endoplasmatico. La relacidén entre el glucagon, el calcio
y la actividad PrP puede ser de gran interés. Si bien el AMPc
continta siendo el principal mensajero de la accién del glucagon
(308).
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1.12.3. Receptores con actividad tirosin protein quinasa

Finalmente, el tercer grupo actia a través de recep-
tores con actividad tirosin PrQ. De este grupo la insulina es la
hormona mAs estudiada.

La importancia de la insulina en 1la regulacidén del
metabolismo del glucdégeno estd ampliamente comentada en Molecular
Basis in Insulin Action, en los capitulos escritos por Miller y
col. (240), Avruch y col. (16) y Cohen y col. (71) . Muchos de
los efectos de la insulina sobre 1la estimulacién de la sintesis
de glucdégeno vy sobre 1la inhibicién de la glucogenolisis, se ex-
plican si la PrP 1 se activa como respuesta a esta hormona, ya
qgue tiene como sustratos 1la glucdégeno fosforilasa, la glucdgeno
sintasa, y la fosforilasa quinasa.

La administracién de insulina incrementa especifi-
camente la actividad espontdnea de 1la PrP 1, sobre sustrato
glucégeno fosforilasa y sobre glucdégeno sintasa (35)(239). La
actividad PrP 2A no se ve afectada por accidén de la insulina,
aunque si puede incidir sobre las PrP 2B y 2C (326).

La administracién de insulina "in vivo" provoca
aumento de actividad PrP sobre sustrato glucégeno fosforilasa,
Farkas y col. (100). Toth y col. (326) demuestran que la adminis-
tracién de insulina mas glucosa "in vivo" provoca, a los 5 minu-
tos, aumento de la actividad PrP, tanto sobre sustrato glucdgeno
fosforilasa (+30 %) como sobre sustrato glucégeno sintasa (+35
%), alcanzando estos cambios tan sélo a la fraccién citosédlica,
sin afectar a las fracciones glucégeno/microsomales

Dragland y col. (91) han probado que en ratas, cuya
diabetes ha sido inducida experimentalmente con alloxana, dismi-
nuye la actividad PrP 1, resultados gque coinciden con otros
autores que aprecian una disminucidén del 50 % en la actividad PrP
1 en las mismas condiciones. Si la diabetes es espontanea, adqui-
rida geneticamente Y no inducida experimentalmente, se produce
un incremento del 25 9% de la actividad PrP 1 sin que se modifique
la actividad PrP 2 (144). Sin embargo si se aumentan los niveles
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circulantes de insulina por alimentacién de animales en ayuno, no
se producen variaciones en los niveles de glucégeno sintasa fos-
fatasa y si incrementos en 1la actividad glucégeno fosforilasa
fosfatasa (224) lo que indica distinta regulacién de la actividad
en funcidén del sustrato.

Se han propuesto dos mecanismo de accién de 1la in-
sulina: directamente, a través del aumento de actividad tirosin
PrQ del receptor de la insulina, o bien a través del aumento de
mensajeros intracelulares, que interactian con PrQ y PrP. Veamos
a continuacuidén como se explican estos mecanismos:

1.12.3.1. Actividad tirosin protein quinasa del receptor de 1la
insulina

Cohen (71) ha probado la capacidad del receptor de la
insulina para fosforilar las diversas PrP y los inhibidores 1 y
2. Tan solo el 1I-2 se fosforila en un residuo de tirosina por
accién del receptor de 1la insulina, por lo que la importancia
fisioldogica es cuestionable. La incubacién de la PrP 1, con los
receptores de la insulina y con el receptor del factor de cre-
cimiento EGF, provoca la fosforilacién del 1I-2, sin afectar la
actividad.

Estos resultados han orientado la busqueda de meca-
nismos alternativos de la accién de 1la insulina distintos a la
accién directa del receptor de la insulina, como es a través de

aumentos intracelulares de mensajeros secundarios.

1.12.3.2. Aumento de mensajeros intracelulares por accién de la
insulina

Se ha propuesto que los cambios de actividad de 1la
PrP 1 debidos a 1la accién de la insulina, pueden deberse a: a)
variaciones en la actividad del inhibidor 1, b) variaciones en la
actividad del inhibidor 2, c¢) cambios en los mecanismos de inac-
tivacién reversible de la PrP 1,. En los tres casos la insulina
controla la actividad PrP a través de cambios en el grado de
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fosforilacién de residuos serina o treonina de estas proteinas a
través de mensajeros secundarios (318).

a) Cambios en la actividad del inhibidor 1

Se ha demostrado "in vivo" que el inhibidor 1 esta
bajo control de la insulina. El grado de fosforilacidén del I-1
estd controlado negativamente por la insulina y positivamente por
isoproterenol o adrenalina. El I-1 puede fosforilarse por accién
de la PrQ-AMP_, activandose, y al mismo tiempo evitando la accién
de la PrP 1 sobre otros sustratos fosforilados por la PrQ-AMPc o
por otras PrQ independientes. De esta manera el aumento de AMPc
incide en el grado de fosforilacién de sustratos que no son
fosforilados por la PrQ-AMP, (118).

b) Variaciones en la actividad del inhibidor 2

El control hormonal sobre la PrP 1 se produce a
través de la GSQ-3 que fosforila al I-2 permite mostrar 1la acti-
vidad catalitica de 1la PrP 1,. Se ha observado en células de
tejido adiposo un aumento del 40 % de la fosforilacién en el I-2
por accién de la insulina, concomitante con un aumento de la ac-
tividad PrQ II. Por otro lado, se ha de mostrado que la actividad
PrQ II y la actividad GSQ-3 se sinergizan en la fosforilacién "in
vivo" del 1I-2, lo que permite sugerir nuevos mecanismos de la
accién hormonal de la insulina sobre la PrP 1 (212).

c¢) Inactivacion reversible de la PrP 1,

La insulina, a través de un mensajero podria bloquear
la autofosforilacién del complejo 1II, (véase Esquema IX) conge-
lando la actividad PrP en su forma activa (347). Otros autores
también propone la interconversién de las formas activa/inactiva
de la PrP 1; como posible diana de la accidén hormonal (326).

Algunos trabajos parecen contradecir los mecanismos
a) ¥y b); en células de hepatocitos en cultivo la administracidn
de insulina aumenta entre 30-50 % la actividad PrP de forma re-
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versible, sin que los inhibidores 1 y 2 se vean afectados por la
accidén de la insulina, Farkas y col. (100).

Alternativamente la accidén de la insulina se explica
también a través de cambios en los niveles intracelulares de
oxalil-tioesteroles, esperminina y AMPc. La administracién de
insulina comporta la disminucién de los niveles de oxalil-tioes-
teroles, mensajeros intracelulares negativos de esta hormona y de
otros efectores que actlan sobre receptores con actividad PrQ y
asi controlan negativamente la actividad PrP (142). La insulina a
través de un mensajero secundario provoca cambios en los niveles
de esperminina (73). Se sabe también que la insulina disminuye la
afinidad de la protein quinasa por el AMPc, 1lo que evita la
disociacién del enzima y neutraliza a las hormonas que producen
variaciones en los niveles de este nucledétido, como glucagon y
agentes a-adrenérgicos (121).

Se precisan méas estudios estructurales de las PrP y
de las proteinas reguladoras para clarificar el papel hormonal de
la insulina en este sistema, conocer como varian los niveles de
los I-1 e I-2 como responde 1la actividad GSQ-3 en condiciones
fisioldgicas y en ratas diabéticas.
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1.13. ESTUDIOS DE CLONACION. HOMOLOGIA ENTRE LAS SUBUNIDADES
CATALITICAS

A partir de 1987 se ha producido un gran avance en el
conocimiento molecular de 1las protein fosfatasas gracias a la
utilizacién de técnicas de DNA recombinante, desarrolladas simul-
taneamente en distintos laboratorios. Ello ha permitido deducir
las secuencias aminoacidicas de numerosas PrP y también de otras
fosfatasas como 1la fosfatasa alcalina o la fosfatasa acida a la
vez que ha puesto de manifiesto homologias entre subunidades y la
existencia de diversos isotipos.

Trabajos previos realizados en el Laboratorio de P.
Cohen, con las subunidades cataliticas 1 y 2A, purificadas a
partir de misculo esquelético de conejo, indicaban que éstas eran
producto de genes distintos, ya que la rotura de los polipéptidos
por proteasas producia mapas peptidicos distintos Tung y col.
(329).

1.13.1. Subunidades cataliticas tipo 1.

A partir de una genoteca obtenida de misculo de
conejo (34) con sondas de oligonucledétidos sintetizados a partir
de las secuencias peptidicas de la subunidad catalitica 1., se ha
conseguido un clon de cDNA de 1,5 kb que se relaciona bien con un
RNA, de 1,6 kb que codifica para la subunidad catalitica tipo 1,
cuya secuencia deducida es de 311 residuos con un peso molecular
de 35.432 daltons (PrP 1B). Zheng y Lee (352) han traducido "in
vitro"” un poli A® RNAm obtenido de misculo de conejo que codi-
fica Gnicamente para la proteina de 35,4 kDa y no para polipépti-
dos de mayor tamafio por lo que confirman el trabajo anterior. Con
posterioridad se ha obtenido un nuevo clon de cDNA que codifica
para una proteina de 330 residuos y 37,5 kDa, gque corresponde a
la PrP 1la (34)(75).

La comparacién de las secuencias deducidas de ambas
proteinas muestra que el isotipo la tiene 19 residuos mas que el
18 en el extremo aminoterminal, y que a partir del residuo amino-
acidico 33 del isotipo la¢ la identidad de la secuencia de nucled-
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tidos es total, no sélo en la regién codificante sino también en
la regién 3° no codificante. Ello sugiere que ambas proteinas
estan codificadas por un mismo gen y las diferencias se producen
a nivel del inicio de la transcripcién (75).

1.13.2. Subunidades cataliticas tipo 2A

Se han aislados dos clones de cDNA que codifican para
dos isotipos de la PrP 2A: 2A, y 2A, a partir de una genoteca de
cDNA de masculo esquelético de conejo, construida en landa gtlO0.
La secuencia aminoacidica deducida para 1la subunidad 2A, es
homéloga en un 97 % a 1la descrita para la subunidad 2A,, ambas
con el mismo nimero de residuos aminoacidicos (309) y con un peso
molecular casi idéntico (35,59 kDa y 35,58 kDa respectivamente)
(77)(78).

También se han aislado dos clones de cDNA a partir de
cortex adrenal bovino (140) de rifién de cerdo (317) de higado
humano (14) y de higado de rata (195). Los distintos clones pre-
sentan una elevada homologia en su secuencia de nucledtidos,
hasta el 97 % el clon aislado de misculo esquelético y el de
higado huﬁano y también en su secuencia aminoacidica: las secuen-
cias obtenidas se distinguen tan solo en el residuo 55, que en
unos casos es cisteina y en otros arginina para uno de los isoti-
pos; en el otro las diferencias son de 8 y 9 aminoacidos. La gran
homologia entre los isocenzimas explica que no sean detectadas las

diferencias por técnicas de mapeo peptidico.

‘ Al contrario de lo que sucede con las formas la y 18
de la PrP 1, que estan codificados por un mismo gen y cuyas
diferencias se producen a nivel transcripcional, los isotipos 2Aa
y 2A, son productos de genes distintos, ya que la regién 3° no
codificante no presenta ninguna homologia, aun cuando la regién
codificante presenta una identidad del 82 9 (78). Los clones de
cDNA aislados de distintos 6rganos y animales son asimismo pro-
ducto de genes distintos. El hecho de que la PrP 2A comprenda una
familia de isoenzimas codificados por genes distintos sugiere un
importante papel regulador de esta PrP en el metabolismo celular,
y posibilita que los dos genes se expresen Yy distribuyan espe-
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cificamente en un determinado tejido, de forma similar a como
sucede con las PrQ C y PrQ-AMPC (316)(317).

1.13.3. Subunidad catalitica 2B

La subunidad catalitica de la PrP 2B , o subunidad «,
ha sido purificada a homogeneidad y presenta un peso molecular de
61 kDa (314)(324). Como en el caso de la 2C, tampoco de esta sub-
unidad contamos hasta el momento con su secuencia, sin embargo en
ello estan trabajando dos grupos de investigacién, Kincaid y col.
col. (194) y Klee y col. (196).

1.13.4. Subunidad catalitica 2C

Se han purificado a partir de misculo esquelético dos
isoformas de PrP 2C, denominadas 2C, y 2C,, de pesos moleculares
44 y 42 kDa., Se conoce el 65 9% de la secuencia (aprox. 250 aa).
La comparacién de algunos fragmentos de estos isoenzimas y los
estudios subsiguientes, revelan una homologia del 80 %, con 49
aminodcidos idénticos de 62 residuos comparados. Los dos iso-
enzimas son productos de genes distintos ya que los 13 aminoaci-
dos se encuentran distribuidos a lo largo de 1la secuencia, no
siendo pues derivados de un mismo RNAm y diferentemente procesa-
dos (229).

1.13.5. Subunidad catalitica X

Cruz e Silva y col. (79) han aislado y secuenciado un
cDNA obtenido de una genoteca de higado de conejo que codifica
para una proteina con un 45 y 65 % de homologia con 1las PrP 1 y
2A cataliticas. Esta nueva proteina, denominada por ellos X, no
corresponde a las PrP 2B ni 2C, ni tampoco a 1las PrP 1 y 2A.
Debido a 1la mayor homologia con las subunidad catalitica 2A los
autores opinan que posiblemente en los ensayos de caracterizacidn
cinética haya sido catalogada como PrP 2A o PCS y que pueda tener
un origen mitocondrial o nuclear.



101

1.13.6. Homologia entre distintos tipos de subunidades
‘ cataliticas

Con anterioridad al conocimiento de las secuencias de
las PrP 1 y 2A, el estudio de los fragmentos proteoliticos y de
la reactividad cruzada mostrada por anticuerpos monoclonales
obtenidos, hacian suponer que las subunidades cataliticas de las
PrP 1 y 2A eran proteinas relacionadas y que poseian diversos
determinantes antigénicos comunes (306).

Tras la comparacién de las secuencias obtenidas de
los polipéptidos purificados o las deducidas de los cDNA, se sabe
que la identidad entre 1las subunidades 1 y 2A es elevada, apro-
ximadamente el 60 %, o del 85 % si se consideran los aminodcidos
homélogos, incluso entre especies diferentes, indicando que las
PrP, al igual que las PrQ, son miembros de un familia de genes
homdlogos.

Las diferencias se producen esencialmente en los
extremos. Las regiones carboxi terminal de la PrP 1 y PrP 2A
presentan una secuencia sensible a la tripsinolisis. La regién
sensible a la proteolisis de la PrP 1 estda a su vez relacionada
con el inhibidor 2. En la regidén central existen seis zonas que
conservan una alta homologia, hecho posiblemente relacionado con
la actividad catalitica. La gran homologia en determinados frag-
mentos explica que anticuerpos monoclonales presenten reactivi-
dad cruzada entre ambos tipos de PrP (14)(43)(179).

La homologia entre 1las distintas subunidades cata-
liticas se da no sdélo entre las PrP 1 y 2A en dque es elevada
incluso en proteinas de diversos érganos y de distintos origen,
sino también entre éstas y la nueva proteina X o entre la subuni-
dad catalitica 2A (residuos 55-95) y la fosfatasa alcalina de
células de mamifero, que presentan en esta regién una homologia
del 27 % (77). Existe también una gran homologia entre la PrP 1
{residuos 1-101) y la fosfatasa alcalina de diversos tejidos de
mamifero (34)(241).
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Falta determinar si 1las regiones conservadas son
importantes para la actividad fosfatasa en células de mamifero o
si corresponden a restos de un punto comin en su evolucién.
Recientemente se ha determinado que la subunidad responsable de
la actividad fosfatasa del complejo microsomal, glucosa-6-fosfa-
tasa, tiene un peso molecular de 36,5 kDa (76). Sera interesante
conocer la secuencia de esta fosfatasa de peso molecular tan
préximo a las cataliticas tipo 1 y tipo 2.
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1.14. RELACION ENTRE LAS PROTEIN FOSFATASAS DE LOS DISTINTOS
COMPARTIMENTOS CELULARES. MODELOS PROPUESTOS.

En lo gue hace referencia a la actividad PrP tipo 1
se han formulado diversas hipdtesis que relacionan las PrP de los
distintos "pools" celulares. De estas propuestas la formulada por
Villa-Moruzzi es las mas elaborada.

Villa-Moruzzi y Heilmeyer (338) sugieren que parte de
la actividad en citosol puede redistribuirse hacia las membranas
y particulas de glucdégeno y entre éstas Ultimas. Ya vimos al
describir 1la PrP 1- ATP-Mg**, el modelo de regulacién de la PrP
1, en funcién del estado de fosforilacidén del inhibidor 2, (véase
Esquema IX). El nuevo modelo presentado engloba la PrP citoséli-
ca, la microsomal y de glucdégeno, (véase Esquema XII).

La subunidad catalitica se une a las distintas sub-
unidades requladoras. En citosol, el 1-2 o modulador se une a la
subunidad 1.. En el complejo glucégeno-proteico, 1la subunidad
catalitica, idéntica a la citosélica, se une a la subunidad G,
que sirve de anclaje al glucdgeno y le confiere insensibilidad al
inhibidor 1. En el reticulo sarcoplasmatico, la subunidad catali-
tica activada se une a la proteina receptora, R. La unidén subuni-
dad catalitica/subunidad receptora (C-R) es reversible y presenta
fenémenos de saturacién, por lo que se trata de una relacidén
especifica. La distinta unién de la subunidad catalitica a las
subunidades G, M y R determina su conformacidén y localizacién en
funcién de las necesidades celulares. La posible redistribucién
de la actividad catalitica permite que este mecanismo sea efec-
tivo durante el proceso de contraccidén muscular o de estimulacién
hormonal.
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MODELO DE DISTRIBUCION SUBCELULAR DE LA PRP 1

CITOSOL
Ea\\-—-—v‘!'\\‘Q
’ l Fa,ATP-Mg?*
za | Q) +— [z Q)+
-------------- cescasrenmanny Ba pecv-=ecvesursoncnnacomecacaann
"
§ Ea!%/A
PrQ~AMPc i
GLUCOGENO MICROSOMAS

ESQUEMA XII

Modelo de distribucién subcelular de la PrP 1, en misculo
esquelético de conejo, entre el citosol, los microsomas y el
complejo glucdégeno-proteico, propuesto por Villa-Moruzzi y Heil-
meyer (338). La actividad se ensaya sobre sustrato glucdgeno
fosforilasa. (E,: subunidad catalitica activa, E,: subunidad
catalitica inactiva, M: modulador, M-P: modulador fosforilado, G:
subunidad G del glucégeno, R: subunidad reguladora en microsomas,
GSQ-3 o Fa: glucdégeno sintasa quinasa 3.
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En los Gltimos trabajos publicados por el Laboratorio
de P. Cohen se apunta hacia una especifica localizacién de las
distintas subunidades cataliticas (isotipos 1 a« y 1B) , Que en
cada caso se acomplejan con el inhibidor 2 en el citosol para
formar la PrP 1, con la subunidad G en el glucégeno, para formar
PP1 G, o con la subunidad M que 1la une a la miosina para dar
lugar a la PP1 M (75). La existencia de dos isotipos (la y 18)
que difieren Unicamente en el extremo amino terminal permite
avanzar la hipdtesis de que es este extremo el responsable de la
interaccidén con las subunidades I-2, G o M. El isotipo 1la es

probablemente el que se une a la subunidad G.

El modelo molecular de interaccién entre las membra-
nas microsomas y la PrP 1 es mas especulativo. Alemany y col.
(9) proponen que la actividad PrP microsomal en higado de rata se
debe a una subunidad catalitica, tipo 1, unida a otra subunidad
M. A ésta puede unirse otra, P, que le confiere sensibilidad para
la inhibicién por glucégeno fosforilasa "a" cuando el sustrato de
la fosfatasa es glucdégeno sintasa. En los procesos de solubiliza-
cidén se extraen las subunidades M-C en tanto que la subunidad P
permanece anclada en los microsomas. El complejo M-C muestra una
sensibilidad menor hacia el inhibidor 2 citosélico, lo cual tiene
importancia desde el punto de vista fisiolégico.



2.- MATERIAL Y METODOS
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2.1. PRODUCTOS Y REACTIVOS UTILIZADOS

Los productos y reactivos utilizados en este trabajo
se agrupan bajo el nombre de la casa comercial suministradora, y
éstas se relacionan en orden alfabético.

2.1.1. Reactivos generales

* AGFA-GEVAERT"

Revelador para autorradiografia G-150. Fijador para
autorradiografia G-334.

"BIO-RAD Labs"

Acrilamida, Affi-Gel Blue, azul de Coomassie R-250,
Bio-Gel A 0.5m, N,N'-dimetil-bis-acrilamida, hidroxiapatita,
persulfato sédico, reactivo para determinacidén de proteinas, SDS,
TEMED.

"FARMITALIA CARLO ERBA"™
Triton-X-100

"GELMAN INSTRUMENT Co"
Papel cromatografico ITLC, tipo SG

"KOCK-LIGHT"

Acetona, benceno, naftaleno

"LKB"
Ultrogel Ac4
"MERCK"
Acetato de magnesio, Aacido acético, acido férmico,
bicarbonato amdénico, bicarbonato potésico, bicarbonato sédico, n-
butanol, cloruro calcico, cloruro de litio, cloruro potasico,
cloruro magnésico, cloruro sédico, etanol, fluoruro potasico,
fosfato monopotasico, glicina, hidréxido potédsico, hidréxido
s6dico, imidazol, maleato sédico, nitrato de plata, PEI-celulosa
F cromatofolio PL, piruvato sdédico, sacarosa, silicagel

HF, s, %366, sulfato aménico, trietilamina, trietanolamina, urea.
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"PANREAC"

Acido acético, 4&cido clorhidrico, 4&acido tricloro-
acético, 4acido nitrico, Aacido sulfurico, dicromato potasico,
hidréxido amdénico, isopropanol, lana de vidrio lavada, norita, n-

propanol, tolueno.

"PHARMACIA FINE CHEMICALS™

Agarosa-hexano-HMG-CoA, Aminohexil-Sepharosa 4B,
Blue-Sepharosa CL-6B, DEAE-Sephadex A-50, gel PBE 94, polibuffer
74-HCl, Sephadex G-50 superfino, Sephadex G-75 superfino, Sepha-
rosa 4B, Sepharosa 4B activada con CNBr.

"SIGMA CHEMICAL Co."™

Acido hidroximetil glutarico, Acido oxalacético, ADP
sal disdédica, AMP acido, ATP sal disdédica, azul de bromofenol,
benzamidina, Bis-Tris, Brij 35, coenzima A, DTT, EDTA sal disd-
dica, EGTA sal disdédica, etilenglicol-monometil éter, formaldehi-
do, glicerol, glicerol-l-fosfato sdédico, a-D-glucosa-1l-fosfato
sal disédica, glucosa-6-fosfato sal monosdédica, glucdgeno de
higado de conejo, B-mercaptoetanol, mevalonolactona, NAD, NADP,
PMSF, PPO, reactivo de fenoles de Folin-Ciocalteus, Tris base.

"VALCA"
Placas para autorradiografia rapida 90.

"WHATMAN"
DEAE-celulosa (DE-52), fosfocelulosa P-11, papel
cromatografico tipo 3MM, papel cromatografico tipo 31 ET

2.1.2. Productos radioactivos

"RADIOCHEMICAL CENTER, AMERSHAM"

Acido 3-hidroxi-3-metil[3!'*Clglutarico, acido 3-
hidroxi-3-metil[®*H’glutarico, «a-D[-'*C]-glucosa-1-P uC/mL, orto-
fosfato solucién acuosa [*?P]PO,H, .
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2.1.3. Proteinas y preparaciones enzimaticas

"BOEHRINGER MANHEIM"

Citrato sintasa, 3-fosfoglicerato quinasa, glicer-
aldehido 3-fosfato deshidrogenasa, glicerol-3-fosfato deshidroge-
nasa, lactico deshidrogenasa, triosafosfato isomerasa, amilo-a-
1,4-a-1,6-glucosidasa, hexoquinasa.

"SIGMA CHEMICAL Co"

Albumina bovina fraccién V, albimina de huevo, al-
cohol deshidrogenasa de levadura, aldolasa de masculo de conejo,
catalasa, 1,4-a-D-glucano-glucanohidrolasa de saliva humana,
calcineurina, calmodulina, ferritina, inhibidor de tripsina de
soja, mioglobina, poli-L-lisina, tripsina tratada con TPCK.

2.1.4. Sintesis de productos

2.1.4.1. Sintesis de R,S HMG-CoA, R,S ['*C] HMG-CoA, y R,S [*H]
HMG-CoA

El R,S 3-hidroxi-3-metil glutaril coenzima A, HMG--
CoA, sustrato del enzima HMG-CoA reductasa, se sintetizé en
nuestro Laboratorio a partir del &cido 3-hidroxi-3-metil gluta-
rico (HMG) y de coenzima A, siguiendo una modificacién de Golfarb
y Pitot (132). La valoracién del producto se efectué siguiendo
una modificacién del método descrito por Knappe y col. (198).

La obtencién de HMG-CoA marcado radioactivamente con
SH o '*C, compuestos: R,S 3-hidroxi-3-metil [3-!*C]glutaril
coenzima A y R,S 3-hidroxi-3-metil [3-*H]lglutaril coenzima A, se
sintetizé siguiendo el mismo protocolo, utilizando en estos casos
500 uCi del A&cido 3-hidroxi-3-metil-[3-!*CJ]glutarico y 500 uCi
del acido 3-hidroxi-3-metil-{3-*H]- glutarico, respectivamente.
Una vez sintetizados y valorados, como en el caso de HMG-CoA, se
ajustaron para una radioactividad especifica de 3.500 y 4.000
cpm/nmol, y una concentracién de 2,3 mg/mL.
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2.1.4.2. Sintesis de [t-*?P] ATP

El [r-*?P] ATP se sintetizdé en nuestro Laboratorio
segun el método descrito por Walseth <y Johnson (343) modificado
por Palmer y Avruch (262) a partir de ADP y [*?P]PO,H,.

El seguimiento de la trasformacién de [*?*P]PO,H, en
[t*2P]ATP se realizd por cromatografia en un soporte de PEI-
celulosa F cromatofolio PL de 0,1 mm. La cromatografia fue de
tipo ascendente, utilizando como fase liquida cloruro de litio
0,7 M y acido férmico 2M a temperatura ambiente. La deteccidén de
los productos radiocactivos se realizé por autorradiografia. El
[t*2P]JATP y el [*?P]PO,H; se separaron y presentaron unos Rf de
0,6 y 0,8 respectivamente.

Finalizada la sintesis, no se apreciaron cantidades
significativas de ortofosfato radioactivo, por lo que considera-
mos que la transformacidén era del 100 % y cuantificamos el [1*?P]
ATP depositando una dilucidén de la muestra en papel Whatman 3MM.
Los papeles se secaron en estufa y se introdujeron en viales de
centelleo con tolueno-PPO 0.8 9. El rendimiento de la sintesis
fue superior al 90 ¥%.

Previamente a la utilizacidén del [1*2P] ATP, éste se
liofilizé para eliminar el carbonato de trietilamina que acompaifa
las muestras. La radioactividad obtenida por este método fue 4000
cpm/pmol de [t**P] ATP.

2.1.4.3. Sintesis de poli-L-lisina-Sepharosa 4B

Se partié de 7,5 gramos Sepharosa 4B activada con
CNBr y 200 mg de poli-L-lisina. Se siguieron las especificaciones
de la casa comercial y se obtuvieron aproximadamente 25 mL de gel
sedimentado, que se guardd a temperatura entre 4-8°C. Una vez
utilizada la resina, ésta se regenerd con 10 volimenes de 0.5 M
NaCl en tampén bicarbonato sédico 0.1 M pH 8,5, seguido de un
lavado con 10 volumenes de 0.5 M NaCl en tampdén acetato sédico
0.1 M pH 5,5. La poli-L-lisina-Sepharosa 4B se reutiliza una sola
vez.
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2.2. ANIMALES UTILIZADOS. CONDICIONES

2.2.1. Ratas

Las ratas utilizadas fueron albinas de la raza Spra-
gue-Dawley, en la mayoria de los casos, machos de un peso apro-
ximado de 250 gramos. Los animales se mantuvieron en el estabu~
lario del Laboratorio en ciclo artificial de luz dia/noche de 12
horas, coincidiendo el inicio de luz con las 15 horas y el inicio
de la fase oscura con las 3 horas. Se alimentaron con pienso de
mantenimiento y agua, a los que tuvieron acceso en todo momento.

Cuando las ratas fueron destinadas a la obtencién de
HMG-CoA reductasa, se mantuvieron durante los cinco dias previos
al sacrificio con una dieta suplementada con 5 % de colestira-
mina, compuesto cedido por 1los Laboratorios Rubié. Durante este
periodo las ratas fueron estabuladas en jaulas individuales, ya
que ello mejoraba los rendimientos de la purificacién del enzima
HMG-CoA reductasa.

Si las ratas se destinaban a la purificacidén de PrP
se mantenian con una dieta normal. Si interesaba eliminar las
reservas de glucbégeno hepatico, las ratas se mantenian en ayunas
24 horas, ¥y 30 minutos antes del sacrificio se administraba a
cada animal 0,5 mg de glucagon por via intraperitoneal.

En las pruebas en que interesaba obtener un higado
libre de contaminacién sanguinea, a la rata, previamente aneste-
siada, se le abrié la cavidad toréacica y se perfundidé el higado
con una solucidén de sacarosa 250 mM, libre de iones, cortocir-
cuitando la arteria hepatica con el fin de limpiar el higado de
la sangre que lo bafiaba.

2.2.2. Conejos

Los conejos fueron de la raza New-Zeland, normalmente
de gran tamafio. Se adgquirieron a la casa Freixas y en caso de no
ser sacrificados el mismo dia, se mantuvieron en el estabulario

de la Facultad de Medicina con dieta de mantenimiento.
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De los conejos se utilizdé el misculo esquelético para
la purificacién de enzimas relacionados con el metabolismo del
glucégeno: glucdégeno fosforilasa, fosforilasa quinasa, inhibidor
2 las subunidades cataliticas de las PrP 1 y 2A.
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2.3. OBTENCION DE PREPARADOS ENZIMATICOS

2.3.1. Purificacién a homogeneidad de HMG-CoA reductasa inactiva

En los ensayos de actividad HMG-CoA reductasa fosfa-
tasa se utiliza c¢omo sustrato HMG-CoA reductasa purificada a
homogeneidad y parcialmente inactivada, es decir fosforilada en
el mismo proceso de purificacién por quinasas enddégenas.

La obtencién de HMG-CoA reductasa se realizdé si-
guiendo bésicamente el método descrito por Ness y col. (251) y
modificado en nuestro Laboratorio por Gil y col. (126), a partir
de microsomas de higado de rata.

2.3.1.1. Obtencidén de microsomas

Las ratas se decapitaron a las 9 de la mafiana, lo que
corresponde con las 6 horas de su ciclo nocturno, momento en que
se alcanza el maximo de actividad HMG-CoA reductasa en estos ani-
males. Una vez desangrado el animal, se extrajo el higado, se
- eliminaron los restos de tejido conjuntivo y grasa que quedaban
adheridos y se lavé en frio con el mismo tampén que luego se
utilizdé para la homogenizacidén, finalmente el higado se pesé y
trocedé. La homogenizacidén del higado se 1llevé a cabo con una
relacién 1:2 (p/v), a 4°C en bafio de hielo, en un homogenizador
del tipo Potter-Elvehjem de 1la casa Thomas Co., con pistilo de
teflén que se conectdé a un motor.

La solucién de homogenizacién fue la siguiente
sacarosa 100 mM, fosfato potasico 40 mM pH 7,2, EDTA 30 mM, KC1l
50 mM y DIT 1 mM, solucidén A. El homogenado se centrifugé a
12.000 xg durante 25 minutos en un rotor de gran capacidad,
(frecuentemente se partié de 150-200 gramos de higado de rata,
por lo que se utilizdé un rotor del tipo GSA, en una centrifuga
Sorvall). El sobrenadante de esta primera centrifugacidén se
decantdé a través de lana de vidrio y se centrifugé 80 minutos a
105.000 xg a 4°C en una ultracentrifuga Beckman modelo L5-65 y un
rotor del tipo TY 35, con capacidad para 400 mL. Se obtuvo un
precipitado que se resuspendié en la solucién A en relacién 1:1
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(p/v). Se centrifugé de nuevo en 1las mismas condiciones para
eliminar los restos de citosol que arrastraban los microsomas en
su sedimentacién. Obtuvimos asi unos microsomas lavados que se
separaron facilmente del precipitado de glucégeno por simple de-
cantacidén ya que el glucégeno queda fuertemente adherido a las
paredes del tubo de centrifuga.

2.3.1.2. Solubilizacién de la HMG-CoA reductasa

La rotura del fragmento orientado al citosol puede
conseguirse por proteolisis con proteasas dependientes de calcio
o bien por roturas fisicas: congelacidén/descongelacidén brusca y
sonicacién. En nuestro Laboratorio utilizamos 1la congelacidn
ridpida a bajas temperatura y posterior descongelacidén a tempera-
tura ambiente en presencia de elevada concentracién de glicerol,
Brown y col. (45).

Los microsomas se sumergieron en nitrégeno liquido
hasta que se congeldé perfectamente toda la masa microsomal. Se
dejé descongelar a temperatura ambiente teniendo la precaucién de
homogenizar, a medida que se descongelaba la muestra, en un homo-
genizador manual de vidrio, con la misma solucién A, pero para
una concentracién de 50 % de glicerol (v/v). La relacién utili-
zada fue de 1 mL por cada 9 gramos de higado. Una vez homogeniza-
dos se incubaron a temperatura ambiente durante 60 minutos.

Transcurrido este periodo se 1llevé la preparacién a
un volumen final igual al peso en gramos de higado inicial, por
adicidén de cantidad suficiente de solucién A. Se centrifugé a
alta velocidad (105.000 xg) durante 80 minutos, de forma que se
obtuvo un primer sobrenadante, soluble 1, que contenia 1la prote-
ina solubilizada. Si interesaba se procedia a una segunda solubi-
lizacién siguiendo 1la misma pauta. La primera solubilizacidén
significdé entre el 50 y 80 % de 1la actividad inicial. Con una
segunda solubilizacidn se extrajo el resto de actividad.

La HMG-CoA reductasa es estable a temperatura ambien-
te, por lo que 1los pasos siguientes se realizaron a la tempera-
tura del Laboratorio. Si en el transcurso de 1la purificacién la
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muestras se congelaban se inactivaba el enzima, lo que hizo nece-
sario calentar las preparaciones durante 30 minutos a 37°C antes
de medir su actividad. El efecto de inactivacidén por frio ha sido
descrito por Heller y col. (149).

2.3.1.3. Precipitacidén con sulfato aménico

Los solubles reunidos se precipitaron afiadiendo
sulfato aménico sélido hasta una concentracién final del 50 %
(313 gramos por cada 1000 mL de soluble). El precipitado se
recogié por centrifugacién a 10.000 xg durante 30 minutos, y se
resuspendidé en solucién tamponada: sacarosa 100 mM, KF 20 mM,
fosfato potasico 20 mM pH 7,2, DTIT 1 mM y glicerol 10 % (v/v),
solucién B, en relacién 1:30, es decir, 1 volimen de solucién B
por cada 30 volumenes de soluble antes de la precipitacién. Se
resuspendié con la ayuda de un homogenizador manual de vidrio, y
se dializdé durante toda la noche con el mismo tampén B, a 4°C.

Durante la dialisis precipitd parte de la proteina
denaturada y por ello se clarificé la muestra por centrifugacidén
a 15.000 xg durante 30 minutos. Con este cambio de soluciédn
amortiguédora se consiguieron dos objetivos, por un lado desalar
la muestra y por otro disponerla para la posterior fosforilacién,
al eliminar la elevada concentracidén de EDTA, que inhibia la ac-
cién de 1las PrQ. Se afadié KF, potente inhibidor de las PrP, y
glicerol al 10 % lo que mejord la estabilidad de las PrQ vy de la
HMG-CoA reductasa.

2.3.1.4. Inactivacidon por quinasas enddgenas

Durante el proceso de purificacién de la HMG-CoA
reductasa, parte de las PrQ microsomales la acompafian hasta este
punto. Estas PrQ fosforilan nuestra proteina en el proceso de
fosforilacidn/inactivacién .

El sobrenadante del anterior paso de purificacién se
incubd a 37°C durante 20 minutos, en una mezcla de reaccidén con
ATP 4 mM, MgCl, 20 mM. La incubacién se detuvo por adicidén de
EDTA 30 mM, KF 100 mM y PPi !0 mM. La elevada concentracién de
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EDTA queld el MgCl, presente, necesario para la actuacién de las
PrQ; el KF y el PPi aseguraba la inactivacién de las PrP presen-
tes ain en este paso de la purificacién. Fue preciso mantener
elevadas concentraciones de inhibidores de PrP durante el resto

de la purificacién para evitar la desfosforilacidén del enzima.

El seguimiento de 1la fosforilacién por pérdida de
actividad HMG-CoA reductasa mostré un maximo de inactivacién
transcurridos entre 15 y 20 minutos de incubacién y una pérdida
de actividad entre el 80 y el 85 %, lo que suponia una actividad
residual del 15 9 respecto a 1la inicial. La HMG-CoA reductasa
inactivada fue capaz de reactivarse, por pérdida de fosfatos,
entre 4 y 5 veces.

2.3.1.5. Calentamiento a 64°C

Una caracteristica de 1la HMG-CoA reductasa es su
estabilidad frente al calor; puede superar, sin pérdida de acti-
vidad, el calentamiento a 64°C durante 10 minutos, en condiciones
adecuadas. Por ello se utiliza el calentamiento como un paso
importante en el proceso de purificacién, ya que un elevado
numero de proteinas se denaturan y pueden eliminarse del medio.

Para gque la temperatura no afecte el enzima es ne-
cesario elevar las concentraciones de glicerol, KCl y KF hasta
concentraciones finales de 33 % (v/v), 900 y 100 mM respectiva-
mente. En este medio aumenta considerablemente su estabilidad.
Tras el calentamiento durante 10 minutos a 64°C 1la muestra se
enfridé en bafio de hielo. Cuando descendié 1la temperatura se
centrifugd a 30.000 xg durante 30 minutos, recogiendo el sobrena-
dante, en el que normalmente se recuperdé toda la actividad HMG-
CoA reductasa.

2.3.1.6. Cromatografia en Affi-Gel Blue Sepharosa

El sobrenadante del paso anterior se diluyé cinco
veces con solucidén A sin KCl, por lo que la concentracién de K’
disminuydé a 200 mM. Para asegurar la inactivacién de PrP se
mantuvo una concentracién 100 mM KF y se afiadié PPi para una
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concentracién final de 10 mM. El pirofosfato es también un poten-
te inhibidor de PrP.

La muestra se cromatografié, a temperatura ambiente,
en una columna (1,9 x 6 cm) de Affi-Gel Blue equilibrada previa-
mente con la solucién: sacarosa 100 mM, fosfato potasico 40 mM pH
7,2, EDTA 30 mM, DIT 1 mM, KCl 100 mM, KF 100 mM y PPi 10 mM. La
velocidad de la columna se mantuvo en 60 mL/h, se lavdé con sufi-
ciente cantidad de solucidén amortiguadora y se instaldé un gra-
diente de KC1l entre 200 y 2000 mM KCl. Las fracciones con activi-
dad HMG-CoA reductasa (400-1600 mM KCl) se reunieron y concen-
traron en una célula de concentracién por presién, Amicon, de 100
mL de capacidad, utilizando un filtro PM-10. En la misma célula
Amicon se consiguié el desalado por lavado con solucién sin sal y
nueva concentracién. El proceso se repitié dos veces para ase-
gurar una disminucidén de la concentracién de haluros por debajo
de 100 mM.

La muestra concentrada y desalada se congelé a -80°C,
teniendo la precaucién de anadir glicerol para una concentracién
final del 50 % (v/v), lo que favorecidé la estabilidad de la HMG-
CoA reductasa.

2.3.1.7. Cromatografia en Agarosa-hexano-HMG-CoA

La cromatografia en Agarosa-hexano-HMG-CoA permitid
la obtencién del enzima a homogeneidad. La matriz de agarosa, a
la que se une covalentemente un brazo de hexano-HMG-CoA, muestra
alta afinidad con nuestro enzima.

Antes de introducir 1la muestra en la columna fue
necesario reactivar el enzima, inactivado por congelacién, y
disminuir la concentracién de glicerol a la mitad, por dilucidn
con el mismo volumen de agua destilada. Se aftadieron KF vy PPi
para mantener unas concentraciones finales de 75 y 10 mM respec-
tivamente. La muestra se cromatografidé en columna (1,4 x 3 cm)
equilibrada con el mismo tampdén en que se hallaba la muestra, a
temperatura ambiente y a una velocidad no superior a 20 mL/h. Se

recogieron fracciones de 1 a 2 mL. Introducida la muestra y
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lavada con 20 mL del la misma solucién con que se ha equilibrado
la columna, se eluydé el enzima al afiadir en la solucién de lavado
suficiente cantidad de HMG-CoA para una concentracién final de
200 pM. La alta concentracién de HMG-CoA compite con el brazo de
HMG-CoA de la columna y permite la salida del enzima. Las frac-
ciones mas activas, aproximadamente 6 mL, se reunian y concentra-
ban en célula de Amicon, de pequefio volumen, utilizando un filtro
PM-10, hasta un volumen final de 2 ml.

En este paso se consiguidé una preparacién del enzima
a homogeneidad. Para mejorar su estabilidad se afiadié albumina
bovina, 0,5-0,7 mg/mL, y se dializdé durante toda la noche a 4°C,
frente a la siguiente solucidén amortiguadora: sacarosa 250 mM,
Bis-Tris/HCl 40 mM pH 7, DTT 1 mM. De esta forma la elevada
concentracién de HMG-CoA que habia servido para la elucién de la
columna de afinidad se redujo considerablemente y no alterd en
los ensayos la actividad especifica del sustrato.

Una vez dializado el enzima se congeld en alicuotas
de 100 uL a -80°C, permaneciendo estable durante varios meses.

2.3.2. Preparacién de Ser(®*?P) HMG-CoA reductasa homogénea e
inactiva

Con el objeto de demostrar que 1la accién de las
protein fosfatasas sobre sustrato HMG~CoA reductasa provoca su
activacién como consecuencia directa de la hidrolisis de fosfa-
tos, se prepardé HMG-CoA reductasa homogénea, inactiva y marcada
con *2P en residuos de serina. Se siguidé el método puesto a punto
en nuestro Laboratorio por Gil y col. (125), con cuyo método se
consiguié una HMG-CoA reductasa de elevada radioactividad especi-
fica.

Para ello, se inicié la purificacién siguiendo el
protocolo descrito para la obtencién del enzima inactivo y homo-
géneo, variando Gnicamente las condiciones de la inactivacién: el
sobrenadante obtenido como en el apartado 2.3.1.3. se inactivé
con 5 mCi de [t-*2P] ATP, a una concentracién de 0,4 mM, en pre-

2

sencia de Mg 20 mM. La muestra se incubdé durante 20 minutos en
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un bafio a 37°C. La reaccidén de inactivacién por quinasas endoge-
nas se finalizd con la adicién de EDTA, KF y PPi para unas con-
centraciones finales de 30 mM, 100 mM y 10 mM respectivamente. La

purificacién se prosiguié como en el apartado anterior.

Se obtuvo una HMG-CoA reductasa de una radioactividad
especifica de 1,3 uC/mg de proteina y con una actividad especi-
fica de 1.600 U/mg de proteina.

2.3.3. Purificacion de glucégeno fosforilasa

Para la obtencién de glucégeno fosforilasa (EC 2.4.-
1.1.) se partié de misculo esquelético de conejos de mediano o
gran tamafio, segun el método de Fischer y Krebs (113).

2.3.3.1. Obtencién y extraccién del misculo

El animal se sacrificé por desnucacidén y se desangrd
rdpidamente. E1 misculo del lomo y de las extremidades posterio-
res se separd con la ayuda de un bisturi. Se guarddé en hielo y
una vez frio se pesd y troced en piezas pequefias, eliminando el
tejido conectivo que le acompafiaba. De un conejo de gran tamafo
se obtenian hasta 750 gramos de misculo.

El misculo se homogenizé con una solucidén de Tris/HCl
SmMpH 7, PMSF 1 mM 1:1 (p/v) a 4°C en un homogenizador Waring
Blandor de alta capacidad. El homogenado se dejé macerar durante
10 minutos y se centrifugdé a 4.000 xg durante 10 minutos. El so-
brenadante se filtré a través de lana de vidrio recogiéndose en
un vaso de precipitados enfriado en bafio de hielo.

2.3.3.2. Precipitacidn acida

Los extractos frios se acidificaron hasta pH 5,1-5,2
adicionando lentamente 4&cido acético 1 N con agitacién continua.
Normalmente se incrementaba la turbidez, pudiendo aparecer flécu-
los. Se dejé reposar algunos minutos en frio y se centrifugd a
1.370 xg durante 45 minutos a 4°C. E1 sobrenadante se filtrd a
través de papel de filtro para eliminar trazas de material sobre-
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nadante que podian quedar y se ajusté el pH a 6,8 por adicién de
bicarbonato potasico sdélido.

2.3.3.3. Precipitacion con sulfato aménico

Se utilizé para la precipitacién una solucién de sul-
fato aménico saturado a 25°C que se obtuvo afadiendo 767 gramos
de sulfato amdénico sélido a un litro de agua a dicha temperatura.
La molaridad del sulfato aménico resultante fue de 4,1.

Por cada 1.000 mL de extracto a pH 6,8 se afiadian 700
mL de sulfato aménico saturado, por lo que la concentracién final
fue del 41 % 6 1.68 M. Se dejé precipitando durante 12 horas a
4°C de forma que el sobrenadante pudo separarse facilmente por
aspiracién. El precipitado se recogidé por centrifugacién en frio
y se resuspendié con agua destilada a 25°C. Por cada 100 g ini-
ciales de musculo se emplearon entre 6 y 7 mL de agua. La solu-
cién se dializdé durante 24 horas frente a 3 litros de Tris/HCl 1
mM, pH 7,5.

2.3.3.4. Calentamiento a pH alcalino

A la solucidén dializada se afiadié: cisteina 0,3 M,
solucién extemporanea Yy neutralizada, para una concentracién
final de 0,03 M; EDTA 0,1 M, solucién neutralizada, para una
concentracién final de 0.5 mM; y cantidad suficiente de Tris base
2 M para pH 8,8. La mezcla se incubd a 37°C durante 1 hora, se
enfrié vy se ajusté a pH 7 con 4&acido acético 1 N. Si aparecia
turbidez se centrifugaba para eliminar el precipitado.

2.3.3.5. Cristalizacién y liofilizacién

Para obtener la cristalizacidén se anadieron AMP 0,1 M
y acetato magnésico 1.0 M neutralizado, para una molaridad final
de 0,001 y 0,01 respectivamente. Se dejé reposar en baifio de hielo
y sal. La glucdgeno fosforilasa "b"” cristalizdé en un intervalo de
2 a 6 horas. Los cristales se recogieron por centrifugacién a 0°C
y se recristalizaron dos veces mas con las mismas precauciones,
disolviendo los cristales cada vez en un volumen igual al de la
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primera cristalizacién y ajustando el pH a 7. Una vez obtenidos
los cristales de glucégeno fosforilasa "b" (desfosforilada) se
congelaron y liofilizaron, adquiriendo en este paso un tipico
color amarillo. El enzima liofilizado es estable a -20°C. A
partir de 1.500 gramos de misculo de conejo se obtuviercn 500 mg
de glucégeno fosforilasa cristalizada.

2.3.3.6. Valoracidn

Para determinar la concentracién de proteina se
procedidé primero a la eliminacién del AMP utilizado en la crista-
lizacidén. Para ello, la proteina liofilizada se resuspendidé en la
solucidén amortiguadora: B-glicerolfosfato 50 mM pH 6,8, EDTA 2
mM, DTT 1 mM, en relacidén 1:5 (p/v), en un bafio a 30°C. Una vez
resuspendido el enzima se afladié la misma cantidad de carbédn
activado (Norit A) que peso de enzima 1liofilizado. Se incubéd
" durante 30 minutos con frecuente agitacién y se centrifugé final-
mente a 15.000 xg durante 10 minutos. De esta forma el sobrena-
dante quedaba libre de AMP. Se diluydé en agua al 1 % y se realizéd
la lectura espectrofotométrica. La relacidén A,¢,/A2s0 debe ser

inferior a 0.6 para asegurar la eliminacién de AMP.

La glucdégeno fosforilasa tiene un méximo de absorcidn
a 279 nm. El coeficiente de extincidén a esta longitud de onda es
E,,o' %= 11,7 , Fischer y Krebs (113), por lo que la concentra-
cién de proteina, en mg/mL, se calcula multiplicando 1la lectura

de absorbancia por la dilucién y dividiendo por 1,31.

2.3.4. Fosforilacion de la glucégeno fosforilasa

Para la obtencidén de glucdgeno fosforilasa "a" (fos-
forilada) a partir de glucdégeno fosforilasa "b" seguimos el
método propuesto por Krebs y Fischer (201).

Partimos de glucdégeno fosforilasa "b" libre de AMP
resuspendida en solucidén amortiguadora: B-glicerolfosfato 50 mM
pH 6,8, EDTA 2 mM, DTT 1 mM. La fosforilacidédn del Gnico centro
fosforilable de la fosforilasa "b" se realizé con fosforilasa

quinasa obtenida como se describe en el apartado 2.3.6.
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2.3.4.1. Fosforilacidén con fosforilasa quinasa

La mezcla de incubacién estuvo compuesta por: glucd-
geno fosforiiasa, 50 mg, diluida en solucidén amortiguadora para
unas concentraciones finales de: glucégeno fosforilasa 5 mg/mL,
ATP 5 mM, MgCl, 15 mM, CaCl, 0,4 mM vy B~glicerolfosfato 40
mM/Tris/HCl1 40 mM pH 8,2. A la mezcla de incubacién anterior se
afiadié 30 ug/mL de fosforilasa quinasa purificada como se detalla
en el apartado 2.3.6.4. La mezcla se incubdé durante 60 minutos a
30°c.

2.3.4.2. Precipitacién con sulfato aménico

La fosforilacién se detuvo por precipitacidén con
sulfato aménico al 100 % neutralizado y frio para una concentra-
cidén final del 45 9. El precipitado se recogid por centrifugacién
a 4°C durante 20 minutos a 10.000 xg. En el precipitado de esta
primera centrifugacién pudo observarse el cambio de color del
amarillo de la glucdégeno fosforilasa "b" al blanco lechoso de la
glucdégeno fosforilasa "a". La proteina se lavé con un volumen
igual al de incubacién con solucién amortiguadora Tris/HCl 50 mM
pH 7,8, EDTA 1 mM y sulfato aménico para una concentracién final
del 45 9%. Se centrifugé de nuevo a 4°C a 6.000 xg durante 15
minutos. Se descartdé el sobrenadante y la proteina precipitada se
resuspendidé en el minimo volumen posible de tampén Tris/HC1l 50 mM
pH 7, EDTA 1 mM y B-mercaptoetanol 15 mM. La muestra, aproxima-
damente 1 mL, se dializdé contra 1 L de la misma solucién durante
12 horas, con dos cambios de solucién. Pequefios cristales de
glucégeno fosforilasa "a" pudieron observarse a las pocas horas.

2.3.4.3. Condiciones de almacenaje

Los cristales de glucdégeno fosforilasa "a" formados
durante la didlisis se recogieron por centrifugacién a 6000 xg
durante 10 minutos, descartando el sobrenadante. Los cristales de
glucégeno fosforilasa "a" se resuspendieron en el minimo volumen
posible, entre 25-50 mg/mL, en solucién: Tris/HC1l 50 mM pH 7,
NaCl 250 mM, DTT 5 mM y glicerol 50 % a temperatura ambiente para
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favorecer su disolucién. El enzima, resuspendido en estas condi-
ciones, fue estable a 4°C durante al menos un mes. Con el decurso
del tiempo 1la glucdégeno fosforilasa "a" puede cristalizar de
nuevo, por lo que antes de su uso se recomienda calentar a 30°C
durante 5 minutos.

2.3.5. Preparacion de Ser(®*?P) glucégeno fosforilasa

En la obtencién de 3*2?P glucdégeno fosforilasa se
siguieron las condiciones descritas en el apartado 2.3.4., mo-
dificando s6lo las concentraciones de ATP y MgCl, a 0,4 mM y 10
mM respectivamente, con el fin de no disminuir en exceso la
radioactividad especifica del [t-%?P] ATP utilizado, 500 dpm/-
pmol, cuyo aporte de masa consideramos despreciable

Para la cuantificacién del fosfato radiocactivo incor-
porado por pmol de proteina se realizé una cromatografia ascen-
dente en un soporte de papel ITLC, tipo $SG, siguiendo el método
descrito por Huang y Robinson (162). Se sembré una dilucién
adecuada de la muestra sobre el origen de la cromatografia, donde
previamente se depositd el mismo volumen de solucién de TCA al 20
%. La cromatografia se realizé a temperatura ambiente y se desa-
rrollé en un vaso de precipitadoé utilizando como fase liquida
una solucidén de KC1l al 5 % en agua. Los papeles de ITLC se seca-
ron en estufa y se recortéd 1la zona de siembra de la muestra,
donde permanecia precipitada la proteina. A continuacién se depo-
sitaron en viales de centelleo con 5 mL Tolueno/PPO 0,8 %, y se
contaron en contador para radiaciones beta.

La transformacién de fosforilasa "b" en "a" se deter-
mind por el ensayo de glucégeno fosforilasa (véase el apartado
2.4.4). Se obtuvo una transformacién media del 80 9. La radiocac-
tividad especifica de la fosforilasa "a" obtenida de este modo

fue de aproximadamente de 700.000 cpm de [*?P]/nmol de enzima
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2.3.6. Obtencién de fosforilasa quinasa

2.3.6.1. Obtencién y extraccién del misculo

La purificacién de fosforilasa quinasa se llevd a
cabo tal como describe Cohen (68). La obtencidén y extraccidén del
misculo se realizdé como se describe en el apartado 2.3.3.1. Todos
los pasos posteriores se desarrollaron a 4°C. El misculo se homo-
genizé durante un minuto a baja velocidad en un homogenizador
Waring Blandor de alta capacidad cdn tampén Tris/HCl 10 mM, EDTA
2 mM pH 7,0, en una relacién 1:2,5 (p/v). E1 homogenado se cen-
trifugd a 6.000 xg durante 45 minutos, el sobrenadante se filtré
a través de lana de vidrio recogiéndose en un vaso de precipita-
dos enfriado en bafio de hielo.

2.3.6.2. Precipitacién acida

La suspensién se acidificé hasta pH 5,2 con &acido
acético 1 Ny se centrifugd a 6.000 xg durante 45 minutos. El
precipitado se resuspendié en tampén glicerol-l-fosfato 100 mM, 4
mM EDTA pH 8,2 (30 mL) en un homogenizador manual de vidrio. Se
llevé hasta un volumen de 90 mL con tampén 50 mM glicerol-1-
fosfato pH 6,8, 2 mM EDTA, 1 mM DTT, solucidén A. Se centrifugd a
78.000 xg durante 100 minutos. El sobrenadante se decantd cui-~
dadosamente y se recogidé a través de lana de vidrio.

2.3.6.3. Precipitacién con sulfato aménico

Un volumen de sulfato aménico del 90 ¥ (475 g/L)
neutralizado y frio, se afiadié a dos volumenes de la suspensién
enzimiatica, se dejé reposar unos minutos en bafilo de hielo y se
centrifugé a 10.000 xg durante 10 minutos para recoger el pre-
cipitado. Se descartdé el sobrenadante y el precipitado se resus-
pendié en el menor volumen posible con solucién A, aproximada-
mente 5 mL, dializandose contra este mismo tampén para bajar la
concentracién de sulfato aménico. El dializado se clarificd por
centrifugacién a 15.000 xg durante 2 minutos.
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2.3.6.4. Cromatografia en Sepharosa 4B

Se tomaron 2,5 mL de la muestra clarificada y se cro-
matografiaron a una velocidad de 12 mL/h en una columna de Se-
pharosa 4B (135 x 1,8 cm) equilibrada con solucién A. Se reco-
gieron fracciones de 5 mL. Las fracciones mas activas (fracciones
36-42), que coincidian con el segqundo pico de absorbancia a 280
nm, se reunieron y se dializéron en frio contra vacio, en un saco
de colodién. El concentrado se guardé a -20°C y se utilizé para
la fosforilacién de la glucdgeno fosforilasa.

2.3.7. Purificacion del inhibidor 2

Seguimos el método propuesto por Yang y col. (349)
incorporando algunas modificaciones referidas a la elucidén de la
cromatografia en Blue-Sepharosa CL-6B.

2.3.7.1. Preparacion del extracto crudo de misculo de conejo

La obtencién y extraccién del misculo se realizd en
la forma descrita en el apartado 2.3.3.1. Se partidé de 1 Kg de
masculo fresco de conejo obtenido de dos conejos de gran tamarfio.
Se homogenizdé en dos volumenes de la solucién Tris/HCl 20 mM, DTT
0,5 mM, EDTA 2 mM, EGTA 2 mM, 0,5 mM benzamidina y 0,1 mM PMSF.
El homogenado se centrifugé a 4°C durante 45 minutos a 9.000 xg
en un rotor de alta capacidad, tipo GS3, en centrifuga Sorvall.

El sobrenadante se decanté y filtré a través de lana
de vidrio recogiéndose en un vaso de precipitados sumergido en
hielo. Se comprobd y reajustd el pH a 7 con Tris-base 2 M.

2.3.7.2. Cromatografia en DEAE-Sephadex A-50

El extracto crudo ajustado a pH 7 se adsorbié di-
rectamente sobre un volumen de resina, DEAE-Sephadex A-50, igual
a la mitad del volumen inicial de extracto. La matriz se equili-
bré previamente con la solucidén amortiguadora: Tris/HCl 20 mM pH
7, DIT 0,5 mM, solucién A. Con ayuda de una placa filtrante y un
erlenmeyer al que se aplicé el wvacio, 1la resina se lavé con
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solucidén A, y a ésta se afiadié NaCl para una concentracién final
200 mM. Interesaba que el volumen de lavado sea cuatro veces el
volumen inicial de extracto crudo. En este paso, debido a la
presencia de NaCl, se observaba que el DEAE-Sephadex A-50 dismi-
nuia sensiblemente de volumen. Seguidamente se empagquetd en una
columna de vidrio (5 x 30 cm) y se eluyé con 1,2 L de un gra-
diente lineal de 200-400 mM NaCl en solucidén A. Se ensayaron las
fracciones con sustrato glucégeno fosforilasa y subunidad catali-
tica tipo 1, de musculo de conejo, obtenidas como se indica en
los apartados 2.3.5. y 2.3.8. E1 ensayo se realizé tal como se
indica en el apartado 2.4.6.

2.3.7.3. Precipitacién con sulfato aménico

Se reunieron las fracciones con mayor actividad y se
concentraron por precipitacién con sulfato aménico frio al 100 %
hasta una concentrac%én final del 45 %. El precipitado se recogiéd
por centrifugacién a 9.000 xg durante 45 minutos en un rotor de
alta capacidad, tipo GS3. El precipitado se resuspendié en solu-
cién A en el menor volumen posible, entre 5 y 10 mL, dializandose
contra la misma solucién A con cambios repetidos de solucién A
durante 2 horas, con el fin de disminuir la elevada concentracién
de sulfato.

2.3.7.4. Calentamiento a 95°C

La muestra dializada se calentd de forma brusca de-
jandola caer gota a gota sobre un volumen igual de solucidén A que
se mantuvo en ebullicién. Es importante que durante el proceso la
temperatura no descienda por debajo de 95°C, para 1lo cual la
adicién de nuevas gotas se realizd lentamente. Una vez completada
la mezcla se dejé en ebullicién c¢inco minutos. Finalmente la
muestra se enfrié en un bafioc de hielo y las proteinas denaturadas
durante el proceso se clarificaron por centrifugacién a 9.000 xg
durante 20 minutos. El1 precipitado se lavé con la solucidén A en
un homogenizador manual de wvidrio y se centrifugé de nuevo,
recogiéndose el sobrenadante. El proceso se repitidé una vez mas.
El sobrenadante de la primera clarificacién y 1los dos lavados
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consecutivos se reunieron y se dializaron extensivamente contra
la solucidn A.

2.3.7.5. Cromatografia en Blue-Sepharosa CL-6B

La muestra dializada (30-40 mL) se cromatografié en
Blue-Sepharosa CL-6B, (1,8 x 12 cm) equilibrada previamente con
la solucidén A, a 10 mL/h. Se recogieron fracciones de 4 mL. La
resina se lavd primero con solucidén A, a la que se afiadié NaCl
para una concentracién 100 mM y seguidamente con solucién A
adicionada de NaCl para una concentracién final 0,6 M NaCl. Las
fracciones mas activas (27-50) se dializaron frente a la solucién
A y se concentraron por liofilizacién. La proteina liofilizada se
resuspendidé en un pequeiio volumen y se guardd en alicuotas a
-20°c.

Se comprobdé la pureza de la preparacién por elec-
troforesis en geles de acrilamida-bisacrilamida SDS al 12 %,
seguida de tincidén con Coomasie-Blue. E1 inhibidor mostrdé una
doble banda de peso molecular aproximado de 31 Kd.

2.3.8. Purificacién de la subunidad catalitica de la protein
fosfatasa tipo 1

La purificacién de la subunidad catalitica de la PrP
tipo 1 de masculo de conejo se llevé a cabo segin las indicacio-
nes de Resink y col. (281). La PrP tipo 1 <catalitica fue utili-
zada para seguir la purificacidén del I-2 de misculo de conejo, y
como referencia en los ensayos de clasificacidén de 1las PrP mi-
crosomales.

Los ensayos para el seguimiento de la actividad en la
purificacidén se realizaron con Ser(®*?P) glucdégeno fosforilasa e
inhibidor 2. En presencia de inhibidor 2 se muestra la actividad
catalitica tipo 2A y en ausencia del mismo, tanto la actividad
tipo 1 como la 2A. Los ensayos se realizaron tal como indicamos
luego en el apartado 2.4.6., incubando las fracciones 10 minutos
con el inhibidor 2 y después 10 minutos con sustrato glucdégeno
fosforilasa marcada con *?P.
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2.3.8.1. Preparacién del extracto crudo de misculo de conejo

La obtencién y extraccién del misculo se realizé como
se describe en el apartado 2.3.3.1. Se partié del misculo es-
quelético de tres conejos de mediano tamaflo y se obtuvieron 1300
g de tejido. El musculo se homogenizé a 4°C, en un Waring Blandor
de gran capacidad, a baja velocidad durante 45 segundos, en
relacidén 1:2 (p/v) con 1la solucidédn amortiguadora Tris/HCl 20 mM
pH 7, EDTA 2 mM, EGTA 2 mM, 0,1 % de B-mercaptoetanol, solucién
A. Extemporaneamente se afladié un preparado de inhibidores de
proteasas: PMSF 0,1 mM, TPCK O,1 mM, TLCK 0,1 mM, benzamidina 1
mM, leupeptina 4 pg/mL, antipaina 4 pug/mL y aprotinina 4 ug/mL.
Si no se indica 1lo contrario, todos los pasos sucesivos de la

purificacién se realizaban a 4°C.

Tras homogenizar el tejido, se centrifugdé durante 30
minutos a 6.000 Xg y luego se decantdé sobre lana de vidrio, reco-
giéndose el filtrado. Se compruebdé el pH y si era necesario se
ajustdé a pH 7,2 con NH,OH 10 M.

2.3.8.2. Precipitacién con sulfato aménico

El filtrado se precipitdé con sulfato aménico sélido
hasta una concentracién final del 70 % (472 gramos en 1.000 mL)
dejando reposar durante 30 minutos para favorecer la precipita-
cidén. Se centrifugd a 6.000 xg durante 35 minutos, se descartd el
sobrenadante y el precipitado se resuspendidé en solucidén A con la
ayuda de un homogenizador manual de vidrio. El precipitado se
resuspendié en la décima parte del volumen inicial obtenido en la
primera centrifugaciédn.

2.3.8.3. Precipitacidén con etanol

A la muestra resuspendida se aifladieron cinco volume-
nes de etanol 96°, con lo que se produjo la rotura de 1las PrP
presentes y se obtuvieron 1las subunidades cataliticas. Se dejé
reposar unos minutos y el precipitado se recogié por centrifuga-
cién a 6.000 xg durante 5 minutos. El precipitado se extrajo dos
veces con solucién A, 800 mL primero y 400 mL en el segundo
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lavado, obteniéndose unos solubles que se concentraron por preci-
pitacidén con sulfato amdénico sélido hasta una concentracidén final
del 65 9. Después de dejar reposar durante 30 minutos se centri-
fugdé el precipitado 60 minutos a 6.000 xg. El1 precipitado se
resuspendidé en aproximadamente 50 mL de solucidén A, a la que se
afladidé glicerol para una concentracién final del 10 % y se dia-
lizé 12 horas frente a 2 litros de soluciodn.

2.3.8.4. Cromatografia en DEAE-celulosa

La solucién dializada se diluydé con el mismo volumen
de solucidn amortiguadora y se cromatografidé en DEAE-celulosa (5
X 5 cm) equilibrada con la solucidén A mas 10 ¥ de glicerol. La
velocidad de la columna fue de 240 mL/h. Tras la entrada de la
muestra, la columna se lavd durante una hora con la misma solu-
cién de equilibrado mas NaCl para una concentracién de 80 mM. Se
aplicé seguidamente un gradiente lineal (500 + 500 mL) entre 80-
400 mM NaCl. Las fracciones activas se recogieron y diluyeron con
la solucidén de equilibrado hasta un volumen final doble del ini-
cial, con objeto de disminuir la concentracidén de NaCl.

2.3.8.5. Cromatografia en poli-L-lisina-Sepharosa 4B

La muestra diluida se aplicé a una columna (5 x 1,7
cm) de poli-L-lisina Sepharosa 4B equilibrada con la misma solu-
cién A, a la que se afiadidé 10 % de glicerol. La velocidad de la
columna fue de 80 mL/h. Una vez entrada la muestra, se lavdé con
30 mL de la solucién de equilibrado y a continuacién se eluydé con
100 mL de la misma solucién a la que se afiadié NaCl para una
concentracién final de 200 mM. El eluido de NaCl se guardd y se
utilizé para purificar la subunidad catalitica de la PrP 2A. La
subunidad catalitica de la PrP 1 aun retenida en la columna se
eluyé con NaCl 500 mM. Las fracciones activas se concentraron en
frio y al vacio en una membrana de colodién hasta un volumen
final de 2 mL.
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2.3.8.6. Cromatografia en Sephadex G-75

La muestra concentrada se aplicé a una columna de
Sephadex G-75 superfino (2 x 75 c¢m) equilibrada con la solucién
amortiguadora: Tris/HC1 50 mM pH 7, 10 % glicerol y 0,1 % (v/v)
B-mercaptoetanol. La columna se llevdé a baja velocidad (5 mL/h) y
se recogieron fracciones de 2 mL. Las fracciones activas se
concentraron al vacio en una membrana de colodién hasta un volu-
men de 1-2 mL. Para mejorar la conservacidén se afladidé glicerol
para una concentracién final del 50 % (v/v) y se guardd en ali-
cuotas a -20°C.

2.3.9. Purificacion de la subunidad catalitica de la protein
fosfatasa 2A

La subunidad catalitica tipo 2A se purificé conjunta-
mente con la subunidad tipo 1 hasta la cromatografia en poli-L-
lisina-Sepharosa 4B (véase apartado 2.3.8.5.) donde las activida-
des se separaban, excluyéndose la actividad 2A a menor concentra-
cidén salina. La muestra exc¢luida de la columna de poli-L-lisina-
Sepharosa 4B a 200 mM NaCl se concentrdé por dialisis al vacio, en
membrana de colodién, hasta un volumen final de 2 mL y se aplicé,
como en el caso de la actividad catalitica PrP 1 a una columna de
Sephadex G-75 superfino, en las mismas condiciones.

Las fracciones activas se concentraron al vacio hasta
un volumen final de 1-2 mL, y se procesaron como en el apartado
anterior.

2.3.10. Obtencién de la glucégeno sintasa quinasa-3

El enzima GSQ-3 obtenido a partir de ﬁﬁsculo de
conejo fue amablemente suministrado por la Dra. Montserrat Arré.
El método utilizado para su purificacién esta basado en los
descritos por Hemmings y col. (151) y Cohen (70). Tras la purifi-
cacién sucesiva de los extractos iniciales por las cromatografias
de DEAE-Sephadex A-50, fosfocelulosa P-11 y Affi-gel Blue, se
obtuvieron 1las fracciones activas que se concentraron en una
membrana de colodidn.
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2.4. TECNICAS ANALITICAS

2.4.1. Determinacidn de la actividad HMG-CoA reductasa con
sustrato [*®H]-HMG-CoA

La determinacién enzimitica de 1la actividad HMG-Coa
reductasa se basa en la reduccién del HMG-CoA a &cido mevalénico,
que conlleva la cesién de cuatro electrones a partir de dos
moléculas de NADPH. El sustrato HMG-CoA se marca radioactivamente
con *H o '*C y se cuantifican los productos de reaccién. La
diferencia entre 1las dos determinaciones radica en la forma de
separar el sustrato de los productos de reaccién. En la determi-
nacién con sustrato tritiado se sigue el método propuesto por
Philipp y Shapiro (275).

Cantidades de HMG-CoA reductasa, cuya actividad no
debia ser superior a 0,12 unidades, se ensayaron en un volumen de
50 uL con 60 pL de la disolucidén que contenia: 25 umols de Tris-
sbJHC1 pH 7,2, 0,6 U de glucosa-6-p-deshidrogenasa, 6 umols de
EDTA, 6 pumols de glucosa-6-fosfato, 0,5 wumols de DTT, 0,3 umols
de NADP*, 0,06 upg de albimina bovina y 11,2 ug [®*H]-HMG-CoA
(3.500-4.000 cpm/nmol).

La reaccidén se desarrolld a 37°C durante 15 minutos y
finalizé afiadiendo 40 uL de HCl 2,5 N. El acido mevalénico tri-
tiado, producto de la reaccién, se lactonizé a 50°C durante 10
minutos, formandose mevalonolactona [*H]-MVL a 1la vez que se
hidrolizaba el sustrato formandose [*H]-HMG y CoA. Los tubos de
ensayo se centrifugaron dos minutos a 12.000 xg previamente
enfriados a 4°C, para favorecer la precipitacién de proteinas.

Se tomaron 100 pL. del sobrenadante y se depositaron
en viales de vidrio para centelleo, afiadiendo 5 mL de liquido de
centelleo: tolueno/PPO 0,8 %. La agitacidén enérgica de los 100 uL
acuosos en el medio organico favorecid el reparto de los compues-
tos radioactivos, quedando el [*H]-MVL en la fase organica y el
dcido [*H]-BMG, mas hidrofilico en la fase acuosa. El liquido de
centelleo organico permitié el recuento de 1las particulas 8

emitidas por el [*H]-MVL sin que las emitidas por la fase acuosa
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interfirieran, ya que su radiacién, de baja energia, fue detenida
por el agua.

En este tipo de ensayo fue necesario realizar un
blanco de todos los componentes, ya que el contaje varia en
funcién de 1la distribucién real entre ambas fases y del tiempo
transcurrido desde la formacidén de la emulsién hasta la lectura.

2.4.2. Determinacién de la actividad HMG-CoA reductasa con
sustrato [**C]-HMG-CoA

La determinacién se realizd sobre el sustrato [*C]-
HMG-CoA de una radioactividad especifica de 3.500-4.000 cpm/nmol.
Se siguié, en casi todo, lo descrito en el apartado anterior,
modificando el método de separacidén de los productos radioactivos
[**CIMVL y [**C]-HMG &cido, y sustituyendo los 40uL de HC1 2,5 N
por 60 uL de 1la siguiente disolucién: HC1 3,3 N, 1 mg MVL y 0,2
mg de Acido HMG. Con ello se consiguié que en 1la separacidn
cromatografica de 1los productos radioactivos, el acido HMG y la
MVL sirvieran tanto para visualizar la separacién como para
aportar masa, actuando como transportadores de los productos
radioactivos.

La separacidén de los productos radioactivos se rea-
1izé segiin el método propuesto por Shapiro y col. (299). Ali-
cuotas de 100 ul. procedentes de las muestras lactonizadas, en-
friadas y centrifugadas, se cromatografiaron en un soporte de
silicagel HF,s4t3665» ©n capa fina, en placas de 20 x 20 cm. Las
placas debian activarse previamente por calefaccidén en estufa a
100°C durante 1 hora. La cromatografia fue de tipo ascendente y
se desarrollé en una cubeta de vidrio utilizando como fase mévil
100 mL de acetona-benceno a partes iguales.

Finalizada la cromatografia, las placas se dejaron
secar en corriente de aire y se visualizé la separacidén con la
ayuda de una lampara de luz ultravioleta de 254 nm. El producto
de la reaccién MVL corrié por delante del acido HMG. Los Rf
fueron de 0,8 y 0,2 para la MVLL y el Acido HMG respectivamente.
La zona de silicagel que contenia el MVL se separd con una espa-
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tula metdlica y se depositd en viales de vidrio para centelleo,
con 10 mL del siguiente liquido de centelleo: PPO 0,7 % (p/V),
naftaleno 8 ¢ (p/v), etilenglicol monometil éter 40 % (v/v) ¥y
tolueno 60 % (v/v). Tras remover suavemente los viales se dejaron
reposar unos minutos y se realizé el recuento radicactivo en un

contador de centelleo liquido para radiaciones 8.

Una wunidad de HMG-CoA reductasa se define como la
cantidad de enzima que convierte 1 nmol de HMG-CoA en mevalonato,
por minuto, a 37°C.

2.4.3. Determinacién de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa

Se utilizdé como sustrato HMG-CoA reductasa purificada
a homogeneidad e inactiva, obtenida como se detalla en el apar-
tado 2.3.1. El ensayo se basa en el aumento de actividad HMG-CoA
reductasa consecuencia de la actividad HMG-CoA reductasa fosfa-
tasa referido a una actividad control HMG-CoA reductasa que se
procesa paralelamente. )

Los enzimas se diluyeron convenientemente en solucidn
amortiguadora: Bis-Tris/HCl1 40 mM pH 7, DIT 1 mM y albimina 0,5
mg/mL. A 20 uL de la dilucién de HMG-CoA reductasa (0,22 ug) se
afladieron 30 uL de 1la dilucién de HMG-CoA reductasa fosfatasa y
se incubdé durante 15 minutos a 37°C. A partir de este punto se
prosiguié con el ensayo de actividad HMG-CoA reductasa descrito
en los apartados 2.4.1. 6 2.4.2., en funcién del sustrato utili-
zado. En el control de actividad HMG-CoA reductasa los 30 uL de

muestra se sustituyeron por 30 pL de solucidén de dilucién.

Se define una unidad de HMG-CoA reductasa fosfatasa
como la cantidad de enzima que incrementa la actividad HMG-CoA

reductasa en una mU por minuto, a 37°C.
2.4.4. Determinacién de la actividad glucégeno fosforilasa
Se utilizé el método de Gilboe y col. (130). Se cuan-

tifica la actividad glucégeno fosforilasa por el aumento de
incorporacién de ['*Clglucosa 1-fosfato a glucdgeno.
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La actividad enzimatica de 1la glucdégeno fosforilasa
"a" se determina en ausencia de AMP ya que en estas condiciones
la glucégeno fosforilasa "b" de misculo de conejo es enzimatica-
mente inactiva. La forma inactiva "b" se cuantifica por diferen-
cia entre la actividad total (a + b) medida en presencia de AMP y
la actividad de la forma "a" medida en ausencia de AMP.

La muestra enzimitica a ensayar se diluydé convenien-
temente con solucién amortiguadora: Bis-Tris/HC1l 40 mM pH 7, DTT
1 mM y albimina 0,5 mg/mL. La mezcla de sustratos contenia:
o-D[U-**Clglucosa~1-fosfato sal potasica, 50-70 mM (7.500-10.000
cpm/umol), 1 % de glucégeno, 1 mM AMP y maleato sédico 100 mM, pH
6,5.

La reaccién se inicié al incubar 30 uL de la muestra
enzimatica con 60 pL de la mezcla de sustratos, a 30°C. Trans-
currido el tiempo de incubacidén, la reaccidén se detuvo al sembrar
75 WL de la mezcla de ensayo en un trozo de papel (2 x 2 cm)
Whatman 31 ET que se sumergidé seguidamente en etanol del 66 %
enfriado a 4°C. Se realizaron tres lavados con etanol para elimi-
nar toda la radiocactividad que no estaba ligada al glucdégeno. Los
papeles se secaron en estufa y se colocaron en viales de cen-
telleo liquido para su posterior contaje. Utilizamos tolueno/PPO
al 5 % como liquido de centelleo.

Una unidad de glucdégeno fosforilasa se define como la
cantidad de enzima que incorpora un umol de glucosa al glucdgeno
por minuto, a 30°C.

2.4.5. Determinacién de la actividad fosforilasa quinasa

En la determinacién de 1la actividad fosforilasa
quinasa se siguidé el método propuesto por Cohen 1973 (68) basado
en la capacidad del enzima en fosforilar su sustrato, glucdégeno
fosforilasa "b".

A 30 pl de la dilucidén de Tris/HC1l 125 mM, glicerol-
1-fosfato 125 mM pH 8,6, que contenia 0,2 mg de glucbégeno fos-
forilasa y 0,3 nmol de CaCl,, se afiadieron 20 uyL de muestra di-
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luida convenientemente en tampdén glicerol-1l-fosfato 50 mM, 2 mM
EDTA, 1 mM DIT, pH 6,8 y 20 uL de ATP-Mg®** 30mM y 100 mM respec-
tivamente, pH 7,2. Se incubd durante 5 minutos a 30°C. Trans-
currido este tiempo se tomaron 20 uL que se afiadieron a 200 uL de
la solucién: maleato 0,1 M, albimina bovina 0,1 %, DTT 1 mM pH
6,5 en Dbafio de hielo, con lo que se detuvo la reaccidén. En estas
alicuotas se ensaydé la actividad fosforilasa en ausencia y pre-
sencia de AMP, tal como se indica en el apartado 2.4.4., llevan-
dose el ensayo de la actividad glucdégeno fosforilasa en la direc-
cién de la sintesis de glucégeno.

Una wunidad glucégeno fosforilasa quinasa se define
como aquella cantidad de enzima capaz de transformar 1 umol de
glucégeno fosforilasa "b" mondmero en glucdégeno fosforilasa "a"

mondémero en un minuto, a 30°C.

2.4.6. Determinacion de la actividad glucégeno fosforilasa
fosfatasa

En la determinacién de actividad glucdgeno fosfori-
lasa fosfatasa se utilizdé Ser(®2?P) glucdégeno fosforilasa, conve-
nientemente diluida con glucdgeno fosforilasa no marcada radio-
activamente, para obtener una radioactividad especifica de 50.000

cpm/nmol en el ensayo.

Se incubaron 20 uL. de 1la solucién que contenia el
sustrato (15.000 cpm/20 pg) y 30 ulL de la muestra a ensayar,
diluida en la solucién Bis-Tris/HC1 40 mM pH 7, MgCl, 6 mM, DTT 1
mM y albimina bovina 0,5 mg/mL. El1 ensayo transcurrié durante 10
minutos a 30°C y finalizé al afadir 50 pL de TCA al 20 %. Se
enfrio a 4°C y se centrifugd a 12.000 xg durante 5 minutos para
favorecer la precipitacidén de la proteina marcada radioactivamen-
te. Del sobrenadante se tomaron 75 uL que se depositaron en papel
Whatman 31 ET (2 x 2 cm). Los papeles se secaron y se introdu-
jeron en viales de vidrio, para contaje de centelleo, que con-
tenian 10 mL de PPO al 0.8 % en tolueno.

Se hizo necesario llevar controles sin actividad PrP,
que se procesaron paralelamente. También fue preciso conocer
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exactamente la radioactividad presente en el ensayo, para lo cual
se sustituyeron 1los 50 uyL de TCA al 20 % por 50 uL de agua des-
tilada. El ensayo fue lineal siempre que el fosfato liberado no
superd el 25 9% del fosfato inicial unido a proteina.

Una unidad de glucédégeno fosforilasa fosfatasa es la
cantidad de enzima que 1libera 1 nmol de fosfato por minuto, a
30°cC.

2.4.7. Determinacion de la actividad inhibidora del inhibidor 2

Se determiné la capacidad inhibidora del inhibidor 2,
obtenido a partir de misculo esquelético de conejo, sobre la
actividad protein fosfatasa seqiin el método propuesto por Foulkes
y Cohen (116).

Las diluciones se realizaron con solucidén amortigua-
dora Bis-Tris/HC1l 40 mM pH 7, MgCl, 6 mM, DTT 1 mM y albimina 0,5
mg/mL. La reaccién se inicié incubando 15 pL del inhibidor 2 con-
venientemente diluido y 15 ul de la preparacién con actividad
protein fosfatasa, durante 15 minutos a 30°C, seguidamente se
afladieron 20 pL de glucdgeno fosforilasa marcada radiocactivamente
con **P, incubando la mezcla durante 10 minutos, a 30°C. La
determinacién de actividad glucégeno fosfatasa se siquid como en
el apartado 2.4.6.

Una unidad de inhibidor 2 es la cantidad de proteina
necesaria para producir una inhibicidén del 50 % de la actividad
protein fosfatasa, en las condiciones descritas.

2.4.8. Identificacion de la actividad protein fosfatasa tipo 1

En la identificacién de las actividades 1, 2A, 2B y
2C se siguieron las recomendaciones propuestas por Shenolikar e
Ingebritsen (300). Cuando las muestras procedian de extractos de
tejidos, previamente a la identificacidén de actividades se elimi-
naron los inhibidores de bajo peso molecular por gel filtracién

en columnas preparadas en jeringas de 2 mL, en las que se deposi-
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té6 1 mL de Sephadex G-50 superfino, equilibrado c¢on la solucién
amortiguadora: Tris/HCl 40 mM pH 7, 0,1 % B-mercaptoetanol. Las
columnas se centrifugaron a 3.000 xg durante 2 minutos antes y
después de depositar 500 uL de la muestra. La operacién fue rapi-
da, la recuperacién de proteina practicamente total, y no se
produjo dilucién de las muestras.

La actividad PrP 1, espontaneamente activa, se deter-
mind sobre sustrato glucdégeno fosforilasa tal como se indica en
el apartado 2.4.6. El ensayo se realizdé en presencia de cantida-~
des crecientes de I-2. La glucbégeno fosforilasa es mal sustrato
de las PrP 2B y 2C, ello hace innecesario la inclusidén de tri-
fluoroperazina en el ensayo para inhibir las PrP 2B. La ausencia
de cationes divalentes evita que se muestre actividad PrP 2C.

La actividad PrP 1, inactiva, se determindé por in-
cubacién de la muestras con GSQ-3 y ATP-Mg®*: El ensayo se rea-
1lizé como en el caso anterior sigquiendo 1la hidrélisis de la
Ser(®?P) glucdégeno fosforilasa, con 1las siguientes modificacio-
nes:

A 20 yL de actividad a ensayar se afladieron 10 uL de
glucégeno sintasa quinasa-3 y 10 uL de la solucién: Tris/HCL 40
mM pH 7, 0,2 mM ATP, 0.4 mM acetato de magnesio, 0,1 % (v/v) B~
mercaptoetanol. Se incubaron las muestras durante 15 minutos a
30°C. El ensayo de la actividad glucdégeno fosforilasa se inicia
al afiadir 20 ul del enzima convenientemente diluido tal como se
indica en el apartado 2.4.6. Se llevaron controles en ausencia de
ATP-Mg®*® para corregir el aporte de otras actividades. La GSQ-3
se diluydé adecuadamente en la solucién amortiguadora: Tris/HC1l 40
mM, pH 7, 0,1 % B-mercaptoetanol y 0,5 mg/mL de albumina bovina.

2.4.9. Identificacién de la actividad protein fosfatasa tipo 2A
La identificacién de la actividad PrP 2A puede reali-

zarse por ensayos de reactivacidén frente a policationes (274) o
en ensayos en presencia de inhibidor 2.
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Las PrP 2A se identificaron por reactivacién de la
actividad inicial en presencia de proteinas béasicas. Proteinas
como protamina, poli-L-lisina o histona Hl estimulan la defos-
forilacidén de las PrP 2A para todos los los sustratos ensayados.
Para ello, en el medio de incubacidén se incluyeron 30 pg/mL de
protamina (la protamina es inestable a concentraciones inferiores
a 5 ug/mL por lo que se guarda concentrada en una solucién a 3.0
mg/mL). El ensayo se realizdé tanto para sustrato glucégeno fosfo-
rilasa como para sustrato HMG-CoA reductasa.

2.4.10. Identificacidén de la actividad protein fosfatasa 2B

La PrP 2B es activa sobre un limitado nimero de
sustratos. Se ha descrito dque no es activa sobre los sustratos
glucégeno fosforilasa, y que tiene muy baja actividad sobre la
HMG-CoA reductasa. Sin embargo, desfosforila el sustrato no
fisioldégico pNPP, prefiriéndose este sustrato en estudios cinéti-
cos y de estimulacién por cationes inorganicos, por 1la comodidad
que representa seqguir la reaccidén de forma continuada por medida
espectrofotométrica, Pellen y col.(260)(261).

2.4.10.1. Ensayo sobre sustrato para-nitrofenilfosfato {pNNP)

Para poner a punto el ensayo sobre pNPP utilizamos
PrP 2B purificada de cerebro bovino, obtenida comercialmente de
Sigma. La actividad PrP 2B es dependiente de cationes divalentes.
Cuando se ensaya sobre sustrato pNPP tanto el Ca®’* como el Mn**
pueden utilizarse para estimular su actividad, siendo mas efec-
tivo el Mn**. La actividad es también estimulada por calmodulina.

La reaccién transcurrié a 30°C en semimicrocubetas
termostatizadas, pudiéndose seguir la cinética por lectura espec-
trofotométrica a 405 nm, o bien a punto final deteniendo la reac-
cién al afiadir 100 uL de K,HPO, al 13 % y midiendo el incremento
de absorbancia a 405 nm.

La reaccién se inicié al anadir 17 pg de calcineurina
PrP 2B, disuelta en 100 pL de Tris/HCl 50 mM pH 7,2 a 900 uL de
la mezcla de sustratos: Tris/HCl pH 7,2 50 mM; para-nitrofenil-
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fosfato 10 mM (0,94 mg/mL); Mn** 10 mM. Transcurridos 5 minutos
se afiadieron 10 pg de calmodulina diluida para una concentracién
en el ensayo 1 uM. En las condiciones de ensayo se comprobd que
la reaccidén es lineal durante los primeros 10 minutos, aumentando
la velocidad de reaccidén cuatro veces al afladir calmodulina.

Puesto a punto el método, la determinacidén de activi-
dad PrP 2B en nuestras muestras se realizé de la misma forma,
sustituyendo los 100 pL iniciales de la dilucidén de calcineurina
por la muestra a ensayar. Se prepard una dilucién adecuada de
forma que los incrementos de absorbancia no fueran superiores a
0.002 por minuto. Transcurridos cinco minutos se anadieron 10 ug
de calmodulina para una concentracién en el ensayo de 1 uM y se
comprobdé el aumento de actividad.

Una unidad fosfatasa sobre sustrato pNPP se define
como la cantidad de enzima que cataliza la liberacién de un nmol
de p-nitrofenil fosfato, a 30°C.

2.4.10.2. Ensayo sobre HMG-CoA reductasa

Se ha descrito que la HMG-CoA reductasa es mal sus-
trato de la PrP 2B, Ingebritsen y col. (172). Estos autores
realizan el ensayo sobre HMG-CoA reductasa microsomal no homogé-
nea, por ello creimos de interés conocer si sobre sustrato ho-
mogéneo (utilizado por nosotros en la determinacién de actividad
HMG-CoA reductasa fosftasa) es activa.

Partimos de 15 pg de PrP 2B de cerebro bovino y
determinamos la actividad sobre sustrato HMG-CoA reductasa, tal
como se indica en el apartado 2.4.3., con pocas modificaciones. A
la muestra diluida se afiadié MgCl? para una concentracién en el
ensayo de 1 mM. El ensayo se realizé en presencia y en ausencia
de 11 pg de calmodulina para comprobar que la actividad era acti-
vada por este compuesto, prosiguiendo la determinacidén de activi-
dad HMG-CoA reductasa fosfatasa.
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2.4.11. Identificacién de la actividad protein fosfatasa 2C

La actividad PrP 2C es facilmente discernible de las
otras PrP, por ser dependiente de Mg?*. Sustratos de la PrP 2C
son la glucdégeno sintasa fosforilada en el sitio 2, la subunidad
« de la fosforilasa quinasa y también la HMG-CoA reductasa. La
glucégeno fosforilasa no es buen sustrato para la PrP 2C, lo que
facilita su diferenciacién de la 2A que si es activa sobre este
sustrato.

Se eligié como sustrato para la identificacién de la
actividad PrP 2C el enzima HMG-CoA reductasa. Para determinar la
actividad PrP 2C y distinguirla de otras actividades PrP utiliza-
mos el ensayo descrito por Ingebritsen y col. (173).

Las muestras a ensayar se incubaron durante 60 minu~
tos, a 30°C, en presencia de 50 mM NaF y 10 mM EDTA. Este trata-
miento inactiva 1la PrP 2A, pero no afecta 1la PrP 2C. Una vez
inactivada la PrP 2A se dializaron las alicuotas para eliminar el
exceso de NaF y EDTA. El ensayo de HMG-CoA reductasa fosfatasa se
llevé a cabo en presencia o ausencia (control) de 10 mM Mg**, y
se siguidé la determinacidén como en el apartado 2.4.2.

2.4.12. Determinacién de la actividad glucosa-6-fosfatasa

La glucosa-6-fosfatasa se encuentra en la superficie
interna de 1la membrana del reticulo endoplasmatico y se utiliza
frecuentemente como marcador de esta membrana. Para la determina-
cién de actividad glucosa-6-fosfatasa se sigquidé el método de
Aronson y Touster (15), introduciendo pequefias variaciones pro-
puestas por Baginski y col (17).

Las muestras a ensayar se guardaron congeladas a
-70°C sin pérdida sensible de actividad. Sin embargo una vez des-
congeladas el enzima se vuelve inestable. La incubacidén con el
sustrato se realizé a 30°C. En todos los ensayos fue necesario
llevar un control de 1la solucién de dilucidédn de las muestras ya
que el sustrato, glucosa-6-fosfato, interfiere en la posterior
valoracién colorimétrica.
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En los extractos iniciales, la actividad glucosa-6-
fosfatasa da valores falsamente elevados, debido principalmente a
la presencia de enzimas hidroliticos no especificos de origen
lisosomal (fosfatasa 4acida). Por ello los ensayos de extractos
iniciales se realizaron antes y después de calentar las muestras
a pH Acido. En estas condiciones la actividad glucosa-6-fosfatasa
se inactivd y se valoré la actividad hidrolasa no especifica. Las
muestras se llevaron a pH 5,0 con solucidén amortiguada de acetato
sédico y se calentaron durante 30 minutos, después se enfriaron y
alcalinizaron hasta un pH 6,6, prosiguiéndose la determinacidén de
la actividad glucosa-6-fosfatasa.

Se incubaron 30 uyL de la muestra convenientemente
diluida en solucidén de sacarosa 250 mM, EDTA 1mM, histidina 35
mM, pH 6,5, con 300 pL de 22 mM glucosa-6-fosfata. Transcurridos
10 minutos la reaccién se detuvo con 300 uL de &cido tricloroacé-
tico (TCA) al 20 ¥%. Se centrifugd a 12.000 xg durante 1 minuto en
centrifuga Eppendorf y se tomaron 100 uL del sobrenadante prosi-
guiendo en él la determinacién de fosfato inorgéanico liberado.

La diferencia entre actividad fosfohidrolasa total y
la actividad fosfohidrolasa no especifica se debe a 1la actividad
glucosa-6-fosfatasa. Esta correccién es trivial en caso de micro-
somas lavados y sus subfraccionamientos, pero se hace necesaria

en pasos iniciales.
Cuantificacién del fosfato inorganico liberado

El fosfato inorganico liberado se cuantificé por el
método de Itaya (175) modificado por Lanzeta y col. (210). El
fosfato inorganico se acompleja con el molibdato aménico a pH
adcido y en presencia de verde malagquita forma compuestos colorea-
dos con un maximo de absorcién a 660 nm. La reaccién es muy
sensible y puede determinar cantidades inferiores a 0,01 ug con
gran precisién.
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Soluciones:

1. Verde de malaquita al 0,045 % en agua acidificada con HCl
50 mM

2. Molibdato aménico al 4,2 % en HCl 4 N

3. Se toman 300 mL de la solucién 1 y 100 mL de la solucidén 2,
se agita durante 20-30 minutos y se deja reposar en oscuridad
al menos 12 horas. El reactivo es estable 3 semanas.

4., Triton X-100 al 5 %

5. Antes del ensayo se prepara una solucidén afiadiendo 40 pL de
Triton X-100 al 5 % por cada 5 mL del reactivo 3.

6. Citrato sédico 34 % (p/Vv)

Se tomaron 100 pL de la muestra y se le arfiadieron 800
pL de la solucidén 5. Transcurrido un minuto se afladieron 100 uL
de la solucién 6 dejando reposar a temperatura ambiente un minimo
de 30 minutos para que se estabilizara el color, que se midié en
espectofétometro a 660 nm. Dada la alta afinidad del molibdato
por la glucosa-6-fosfato fue necesario llevar un control para el
sustrato. Se prepara una curva patrén con KH, PO, para una concen-
traciones entre 0,05 y 1 ug/mL.

2.4.13. Determinacidén de la actividad lactico deshidrogenasa

El enzima lactico deshidrogenasa es frecuentemente
utilizado como marcador citosdlico. La valoracidén de la actividad
lactico deshidrogenasa se realizdé por ensayo espectrofotométrico,
a 340 nm, en cubeta termostatizada a 25°C, siguiendo el método

propuesto por Bergmeyer y col. (31).

A 20 pL de la solucidén a ensayar se ariadieron 960 uL
de la solucién: 50 mM fosfatos pH 7,5, 0,63 mM piruvato, y 20 uL
de la solucidén 11,3 mM NADH disuelto en (15 mg de bicarbonato
sélido en 1,5 mL de agua). La muestra se mantuvo en cubeta ter-
mostatizada a 25°C. Se realizaron lecturas cada minuto; la varia-
cidén de absorbancia debe mantenerse constante y no ser superior a
0,05 por minuto, por lo que la muestra a ensayar se diluyé ade-
cuadamente en solucidén amortiguadora fosfatos 50 mM pH 7,5.
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Una unidad de 1lactico deshidrogenasa es aquella
cantidad de enzima capaz de transformar 1 pmol de sustrato por
minuto, a 25°C.

2.4.14. Determinacién de la concentracién de glucégeno

Seguimos el método propuesto por Katz y col. (182)
basado en el de Lus y col (220). El método es preciso, evita la
extraccién previa del glucdégeno y permite la deteccién de 10 ug
de glucdégeno por gramo de higado, cantidad no cuantificable
cuando se utiliza el método de precipitacién etandlica. Tiene la
ventaja de que no es necesaria una cuantificacién separada de la
glucosa preexistente pues 1la glucosa inicial se destruye por
tratamiento de las muestras en medio alcalino durante 10 minutos
a 100°C. El calentamiento afecta también a otros azicares como
fructosa o glucosa-l-fosfato, sin afectar al glucégeno. El1 trata-
miento alcalino obvia 1la necesidad de extraer los tejidos con
etanol para eliminar la glucosa inicial y 1la determinacién de
glucdégeno puede realizarse directamente por hidrdlisis enzimatica
de las muestras sin precisar de otros tratamientos. La glucosa
formada se valora espectrofotométricamente por la formacidén de
NADPH a partir de las reacciones con ATP-hexoquinasa y glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa.

El higado, una vez extraido se pesdé y se homogenizéd
en bafio de hielo en un homogenizador de alta velocidad con acido
perclérico 0.6 N en relacién 1:5 (p/v). En caso de no poder
proceder a su homogenizacidén se congeld inmediatamente en nitré-
geno liquido y posteriormente se homogenizé como se ha dicho, si-
guiendo los mismos pasos.

Se tomé una alicuota de 0,5 mL del homogenado an-
terior, se depositdé en tubo de centrifuga Eppendorf y se afa-
dieron 0,25 mL de NaOH 1,3 N, para una concentracién final en
dlcali de 0,1 M. Se taparon los tubos y se hirvieron durante 10
minutos, con lo que se consiguié 1la destruccién de la glucosa
libre presente en la muestra. Tras la incubacidén se enfriaron las
muestras y se acidificaron con 0,25 mL de una mezcla 1:1 de 0.3 M
dcido acético y tampén acetato 2 M pH 4,8 conteniendo 1 mg de
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amilo-a-1,4-a-1,6-glucosidasa. La hidrélisis enzimatica se prosi-
guié durante 2 horas a 45°C. La incubacién se finalizdé al afadir
100 puL de acido perclérico al 3 %. Se centrifugé 1la muestra a
12.000 xg en centrifuga Eppendorf.

La glucosa liberada se determind espectrofotométrica-
mente a 340 nm, a temperatura ambiente, en cubetas de 1 cm. Se
tomaron 50 uL del sobrenadante de la hidrélisis enzimatica y se
hicieron reaccionar con 1 mL de 1la siguiente solucidén: se di-
suelven 6 mg de ATP-Na,H; .3H,0 y 8 mg de NADP-Na,H en 10 mL de la
solucién trietanolamina 0,3 M pH 7,5, 4,05 mM MgSO, y se aifladen
0,05 mL de la suspensién de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (1
mg/mL, 140 U/mg). La absorbancia aumenté hasta un valor constan-
te, E,. Estabilizada la reaccidén se afiadieron 5 pL de una suspen-
sién de hexoquinasa (2 mg/mL, 140 U/mg). La absorbancia aumenté
hasta alcanzar un valor constante, E,, aproximadamente entre los
5 y 10 minutos.

El incremento de absorbancia, diferencia entre E, y
E,, corresponde a la glucosa presente en la muestra que se ori-
gindé por la hidrélisis del glucégeno. Los resultados se expresan

en mg de glucdgeno por gramo de higado homogenizado.
2.4.15. Determinacion de RNA

La determinacién de RNA se realizdé por el método des-
crito por Reinhart y col. (280), basado en la absorcién del RNA
a 260 nm, habiendo eliminado previamente otras sustancias que
interfieren a esta longitud de onda. Las muestras procedian del
sobrenadante postmitocondrial obtenido de higado de rata, por lo
que los nicleos habian sido previamente separados en centrifuga-
ciones previas y la absorbancia a 260 nm, una vez precipitada la
proteina, se debe mayoritariamente al RNA presente.

A 100 upuL de la muestra se afnadidé 1 mL de solucidn de
dcido perclérico al 6 %, manteniendo la muestra en bafio de hielo
durante 3 horas. Se centrifugdé en centrifuga Eppendorf durante 7
minutos a 12.000xg y el precipitado se lavé de nuevo con 1 mL de
dcido perclérico al 3 %. Se repitidé la centrifugacién y el pre-
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cipitado se disolvidé en 200 pL de NaOH 1 M. La muestra se calenté
1 hora a 37°C, y transcurrido ese tiempo se afiladieron 800 uL de
dcido perclérico frio. Se descartd el precipitado por centrifuga-
cién y en el sobrenadante se realizé 1la lectura espectrcfoto-
métrica a 260 nm. Por este tratamiento se rompen los polisomas y
se hidroliza el RNA, quedando en el sobrenadante los nucledétidos
que absorben a 260 nm. Las proteinas no interfieren pues quedan
en el precipitado.

2.4.16. Determinacion de la concentracién de proteina

La determinacién de proteina se realizé por el método
de Bradford (42) y se wutilizé albumina bovina como solucién
patrén. A 100 uL de la muestra se afiadieron 700 uL de agua y 200
uL del reactivo de Folin-Ciocalteus. El aumento de absorbancia se
leyé a 595 nm, siendo estable el color hasta 15 minutos después
de iniciada la reaccién. El método es muy sensible y puede deter-
minar 5ug/mL de proteina en el ensayo. ’
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2.5 TECNICAS ELECTROFORETICAS

2.5.1. Geles de acrilamida denaturantes. Tincidén con Coomasie.

Tincién con plata

Las electroforesis se realizaron segiun Laemmli (206)
en geles de acrilamida-bisacrilamida de 1 mm de grosor, en pre-
sencia de SDS. Los geles eran de tipo discontinuo, con un gel
apilador de baja concentracidén de acrilamida y un gel resolutivo,
cuya concentracién de acrilamida varia en funcién del peso mole-

cular de las proteinas que se desean separar.

Gel apilador: acrilamida 5 %, bisacrilamida 0,08 %,
SDS 0,1 %, persulfato aménico 0,05 %, TEMED 0,025 9%, en Tris/HCl
125 mM pH 6,8 %.

Gel resolutive : acrilamida 7,5-10 % en funcidén de
las necesidades de resolucidén, bisacrilamida 0,2 %, SDS 0,1 %,
persulfato amdénico 0,05 %, TEMED 0,025 %, en Tris/HCl 375 mM pH
8,9.

Las muestras se prepararon en una solucién de Tris/-
HCl 125 mM pH 6,8, SDS 5 % (p/v), B-mercaptoetanol 5 % (v/v) EDTA
0,33 % (p/v), azul de bromofenol 0,0125 % (v/v) y sacarosa 0,5 %
(p/v).

La solucidén amortiguadora que se utilizé para el
desarrollo de la electroforesis fue Tris 25 mM glicina 129 mM, pH
8,3 y SDS 0,2 9. La electroforesis transcurrié a 15 mA en su
recorrido por el gel apilador y se aumenté a 25 mA para el gel
resolutivo.

Finalizada la electroforesis se visualizé la proteina
por tincién con Coomasie o con nitrato de plata. La tincién con
Coomasie se realizd con la solucién : Coomasie Blue 0,1 % en 45 9
de metanol y 9 % de Acido acético. Los geles se mantuvieron en
esta solucidén durante 15-30 minutos, se destifieron en continua
agitacién durante 10 minutos en 75 mL de metanol 50 % y acido
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acético 10 % y seguidamente durante 50 minutos en 75 mL de 7,5 %
de metanol y 10 % acido acético.

La tincién con nitrato de plata se inicidé preparando
los geles para fijar las proteinas y eliminar el SDS: los geles
se sumergieron durante 60 minutos en TCA 20 % y metanol 10 %, y
se prosiguié con dos lavados de 30 minutos cada uno con etanol
10 % y a4cido acético 5 %. Los geles se trataron durante 5 minuﬁos
con solucién oxidante de dicromato potasico 3,4 mM y 32 mN &cido
nitrico, y se tifleron con nitrato de plata 12 mM en agua durante
20 minutos. El revelado se inicidé con lavados continuados en la
solucidén: carbonato sédico 0,28 M y formaldehido 0,019 9%. Para
finalizar el revelado los geles se sumergieron en acido acético
al 3 %.

Si interesaba guardar los geles, se sumergian en
alcohol metilico 50 9% y glicerol 3 % (v/v) durante 2 horas y se
secaban entre papel de celofan en un secador termostatizado
conectado al vacio.

2.5.2. Geles de acrilamida no denaturantes. Determinacidn
de la actividad PrP

En separacién electroforética en condiciones no
denaturantes se siguidé basicamente el método propuesto por Davis
(82). La electroforesis se realizd en geles discontinuos de 1 mm
de grosor, con un gel apilador del 3 % de acrilamida y un gel
resolutivo del 5%. Este tipo de geles apila a pH 8,3 y .separa a
pH 9,5.

Gel apilador: acrilamida 3 9%, bis-acrilamida 0,2 ¥%,
persulfato aménico 0,05 % TEMED 0,025 %, en Tris/HCl 125 mM pH
6,8.

Gel resolutivo : acrilamida 5 %, bis-acrilamida 0,2

%, persulfato aménico 0,05 9% TEMED 0,025 %, en Tris/HCL 375 mM pH
8,8.

La solucidén amortiguadora utilizada para desarrollar
la electroforesis fue Tris 25 mM glicina 129 mM pH 8,3.
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Se realizé un "preruning" de 20 minutos con azul de
bromofenol como marcador de frente, para lavar el persulfato
aménico. Las muestras se prepararon en 250 nM sacarosa, 40 mM DTT
y Tris/HC1 125 mM pH 6,8 vy albumina 0,5 mg/ml. Los geles se
refrigeraron a 4°C y se mantuvieron en un amperaje de 15 mA
durante 7 horas.

Finalizada la electroforesis el gel se cortd, primero
verticalmente para separar los distintos carriles y 1luego en
pequeiios fragmentos de 5 mm, que se incubaron en 100 pL de bicar-
bonato aménico 20 mM pH 7,4 y 0,5 mM DTT durante 3 horas a 4°C.
Se centrifugaron luego en centrifuga Eppendorf a 12.000 xg duran-
te 2 minutos vy en el sobrenadante se determiné 1la actividad
protein fosfatasa
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2.6. TECNICAS DE CENTRIFUGACION

Se han utilizado dos técnicas de centrifugacién en
el estudio de la localizacién y purificacién de la actividad HMG-
CoA reductasa fosfatasa: centrifugacidén diferencial y centrifuga-
cidén en gradiente continuo de sacarosa.

2.6.1. Fraccionamiento subcelular de higado de rata por
centrifugacién diferencial

Las ratas se decapitaron a las 9 de la mafiana. Una
vez desangrado el animal, se extrajo el higado, se eliminaron los
restos de tejido conjuntivo y grasa que quedaban adheridos y se
lavéd en frio con el mismo tampdén que luego fue utilizado para la
homogenizacién, se pesd y troced. La homogenizacién del higado se
llevé a cabo con una relacién 1:3 (p/v), a 4°C en baflo de hielo,
en un homogenizador del tipo Potter-Elvehjem de la casa Thomas,
con pistilo de tefldn que se conectd a un motor. La solucidn
amortiguadora utilizada fue: sacarosa 500 mM, EDTA 2 mM, EGTA 2
mM, B-mercaptoetanol 15 mM en Tris/HC1 40 mM pH 7.2 Cuando se
indica, se afladié extemporaneamente una mezcla de inhibidores de
proteasas compuesta por PMSF 0,5 mM, benzamidina 1.0 mM, leupep-
tina 4 pg/mL, TPCK 0.1 mM.

El homogenado se subfracciond esencialmente como des-
cribe Duve y col. (93) y Daller G. (80). Brevemente: se centri-
fugé 10.000 xg durante 15 minutos a 4°C, 1lo que causd que mito-
condrias, 1lisosomas y otras particulas se depositaran en un
precipitado. E1 sobrenadante se recogidé por aspiracién con una
jeringa, de forma que se recogieron solo las 3/4 partes superio-
res (252). Se filtré sobre un vaso de precipitados en bafo de
hielo a través de lana de vidrio, con lo que se consiguidé elimi-
nar parte de las grasas. A este primer sobrenadante le denomina-
mos sobrenadante postmitocondrial (SPM).

El SPM se centrifugdé a 100.000 xg durante 90 minutos,
en una ultracentrifuga Beckman, a 4°C. Se obtuvo un sobrenadante,
citosol, que se separd por decantacién, y un precipitado, mezcla

de glucégeno y membranas microsomales. Las membranas microsomales
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quedaban en la parte superior, poco adheridas al precipitado de
glucégeno, por lo que pudieron separarse afiadiendo un pequefio
volumen de solucidén y agitando suavemente. Estas membranas resba-
laban y se despegaban del precipitado de glucdégeno recogiéndose
por decantacidn.

Tanto las membranas microsomales como el precipitado
de glucdégeno se resuspendieron, separadamente, con la ayuda de un
homogenizador manual de vidrio en solucién tamponada de la misma
composicidén de la solucidén de homogenizacidén, pero con menor con-
centracién de sacarosa, en este caso 250 mM, solucién A, hasta un
volumen final igual al peso inicial de higado en gramos. Se cen-
trifugaron de nuevo a 100.000 xg durante 70 minutos y se obtu-
vieron los microsomas lavados y el precipitado de glucégeno
lavado. A estas fracciones las denominamos microsomas (M) y
precipitado de glucdgeno (G).

Las fracciones microsomales y de precipitado de
glucégeno se resuspendieron con la ayuda de un homogenizador
manual de vidrio, en solucién A, para una concentracién entre 20-
25 mg de proteina por mL. Si se precisaba guardar alicuotas de
las fracciones obtenidas para ensayos posteriores, el almacenaje
se realizaba en pequefias alicuotas, mantenidas a -70°C, que se
descongelaban una sola vez, en bafio de hielo,

2.6.2. Subfraccionamiento en gradiente de sacarosa

El fraccionamiento en gradiente de sacarosa se rea-
1lizé en una centrifuga Beckman provista de rotor basculante del
tipo 28-SW, en tubos de propileno de capacidad de 35 mL, cen-
trifugindose las muestras durante 4 horas a 25.000 rpm y 4°C,
adaptando el método propuesto por Hino y col. (155).

El gradiente se preformé en los tubos de centrifuga-
cién con la ayuda de una bomba peristaltica y dos vasos comuni-
cantes con la solucidén amortiguadora: Tris/HC1 5 mM pH 7, EDTA
10mM, B-mercaptoetanol 0,1 % (v/v) y sacarosa 15-60 %. En los
casos en que se indica, a la solucidén se afiadié cantidad sufi-
ciente de KCl para una concentracién final de 500 mM. La presen-
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cia de 10 mM EDTA y, en su caso 500 mM KCl, tenia el propésito de
eliminar los polisomas y las proteinas adheridas de los microso-
mas.
4

Una vez formado el gradiente, en la parte superior
del tubo de centrifuga (15 % de sacarosa) se depositaron con
suavidad 3 mL del SPM obtenido minutos antes, tal como se indica
en el apartado 2.6.1.

Finalizada la centrifugacién, se realizdé la extrac-
cidén por aspiracién con una pipeta que se introdujo hasta el
fondo del tubo, teniendo cuidado de no distorsionar el lecho. La
extraccién se realizd a velocidad constante con una bomba peris-
tadltica y se tomaron alicuotas que se recogieron con la ayuda de
un recolector de fracciones. De cada una de las fracciones obte-
nidas se tomaron varias alicuotas de 200 uLL que se congelaron
seguidamente a -70°C.

Dos de los seis tubos de centrifugacidén se utilizaron
como control. Se depositd en ellos 3 mL de la solucién A. Una vez
finalizada la centrifugacidén, el contenido de estos tubos se
subfraccioné como ya hemos descrito y de cada alicuota se deter-
mind el indice de refraccién en un refractdmetro de Abbe 3L
(Bausch and Lomb. 1Inc.). Los valores de indice de refraccidn
pueden transformarse en % de sacarosa o en densidad mediante la
utilizacién de tablas.
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2.7. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

En distintos pasos del fraccionamiento o de la puri-
ficacidén de 1la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa interséd
solubilizar o proteolizar la actividad. Los tratamientos que se
siguieron fueron los siguientes:

2.7.1. Solubilizacién de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa

En el caso de que intesara solubilizar los microsomas
o el precipitado de glucégeno con solucidén de detergente (Triton
X-100), KC1l o simplemente solucidén tamponada, siempre se mantu-
vieron los microsomas 1-3 horas en la solucién A (apartado 2.6.1)
suplementada con el detergente o la sal y se centrifugaron las
muestras a 100.000 xg durante 90 minutos, con lo que se obtuvo un
precipitado microsomal y un sobrenadante o soluble.

2.7.2. Tratamiento de las muestras con a-amilasa

Se siguid la metddica descrita por Ingebritsen y col.
(174). Las fracciones: microsomas y precipitado de glucégeno
obtenidas como se describe en el apartado 2.6.1. se resuspen-
dieron en solucidén A con ayuda de un homogenizador manual de
vidrio, para una concentracién final en proteina de 20 + 5 mg/mL.

Cada una de las fracciones, microsomas y glucdgeno,
se dividié en dos alicuotas que se trataron con a-amilasa salival
(0,1 mg/mL) y se dializaron durante 3 horas a 4°C frente a la
solucién A (apartado 2.6.1.), que se suplementdé con 1la mezcla de
inhibidores de proteasas: PMSF 0,5 mM, benzamidina 1.0 mM, leu-
peptina 4 pg/mL y TPCK 0.1 mM. E1 dializado se centrifugd a
100.000 =xg durante 90 minutos. El1 sobrenadante, soluble, se
decantd y el precipitado se resuspendié en la misma solucidén de
homogenizacién.
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2.7.3. Precipitacién con acetona

Seguimos basicamente el procedimiento propuesto por
Ballou y col. (18) y Villa-Moruzzi (337). Se afadié a la muestra
1 mM Mg**, teniendo en consideracién si las muestras contenian o
no quelantes de este catién. A continuacién, a temperatura am-
biente y lentamente, se afiadié el mismo volumen de acetona que
volumen inicial de muestra. La mezcla se realizé con agitacidn
continuada y suave. Rapidamente se <centrifugé a 6.000 xg, en
tubos de vidrio Corex, y el precipitado de proteina se resuspen-
dié en un homogenizador manual de vidrio con un pequefio volumen
de la solucién amortiguadora: imidazol 10 mM pH 7,5, EDTA 0,1 mM,
B-mercaptoetanol 15 mM, PMSF 0,002 %, benzamidina 0,1 mM y NaCl 1
M. La elevada concentracién salina favorecidé 1la resuspensién. La
muestra resuspendida se dializé contra la misma solucién exenta
de NaCl hasta una conductancia de 6,5 mS. Se centrifugé a 10.000
Xg durante 20 minutos y se recogié el sobrenadante, donde perma-
nece la actividad PrP.

2.7.4. Tratamiento de las muestras con tripsina

Las muestras se tripsinizaron en una relacién protei-
na/tripsina (90/1) a 30°C durante 1los tiempos de incubacién
especificados. La 1incubacién se finalizé por adicidén de una
cantidad 10 veces superior de inhibidor de tripsina de soja que
de tripsina. En los casos que se indican la incubacién con trip-
sina se realizdé en presencia de 5 mM Mn*°.
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