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3.1. EFECTO DE LA DILUCIÓN EN LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LAS

PROTEIN FOSFATABAS

La determinación de los porcentajes de distribución

subcelular de las actividades protein fosfatasa varían no tan

sólo en función del sustrato utilizado, HMG-CoA reductasa o

glucógeno fosforilasa, sino también en función de las condiciones

del ensayo. Los distintos valores de actividad específica para un

mismo sustrato se han explicado por la presencia de potentes in-

hibidores de fosfatasas en hígado de rata, que se distribuyen

desigualmente conforme se procede al subfraccionamiento celular.

La presencia de estos inhibidores modifica de forma drástica la

actividad específica en función de la dilución de la muestra.

Para evitar estas variaciones se recomienda dializar las muestras

o bien someterlas a cromatografía en gel filtración para eliminar

moléculas de bajo peso molecular.

Para calcular el porcentaje de actividad HMG-CoA

reductasa fosfatasa en las distintas fracciones subcelulares, se

precisa un estudio previo de la variación de la actividad es-

pecífica en función de la dilución. Para ello se obtuvieron las

fracciones siguientes: sobrenadante postmitocondrial (SPM),

citosol (C), microsomas (M) y glucógeno (G), como se ha descrito

en el apartado 2.6.1.

Las fracciones se diluyen, refiriéndose respecto al

homogenizado inicial obtenido al triturar el hígado en relación

1/3 (p/v). Dado un volumen inicial del homogenizado, al que le

damos valor 100, cada unas de las sucesivas fracciones se diluye-

ron para una concentración final equivalente al 10 %, 3,3 %,

1,1 %, y 0,3 % respecto al 100 %, volumen de hígado homogenizado.

De cada una de estas diluciones se tomaron 30 |jL y se ensayó la

actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa y glucógeno fosforilasa

fosfatasa.
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3.1.1. Sustrato HMG-CoA reductasa

En la Figura 1, en ordenadas se representa la acti-

vidad PrP, en U/g de hígado, para sustrato HMG-CoA reductasa y en

abscisas el porcentaje de dilución de las muestras, en escala

logarítmica.

En el SPM, la actividad específica aumenta de 550 U/g

de hígado para una dilución del 10 %, a 1800 ü/g de hígado para

el 0,3 %, esto es, multiplica aproximadamente por tres su activi-

dad específica. En citosol pasa de 450 U/g de hígado para una

dilución del 10 %, a 900 U/g de hígado para una dilución del

1,1 %. Las actividades específicas en microsomas y glucógeno se

ven menos afectadas, aunque también aumentan ligeramente.

Como se observa, la actividad en microsomas y glucó-

geno aumenta poco al incrementar la dilución, variando mucho la

actividad en SPM o citosol. Por ello, si los porcentajes de dis-

tribución se calculan respecto al SPM, para una dilución del

10 %, a microsomas y glucógeno se les asignan porcentajes más

elevados y a citosol menor. Cuando los porcentajes de distribu-

ción se calculan para diluciones del 1 %, a microsomas y glucó-

geno proporcionalmente les corresponde menor porcentaje y a

citosol mayor.

3.1.2. Sustrato glucógeno fosforilasa

En la Figura 2, en ordenadas se representa la acti-

vidad PrP, en U/g de hígado, para sustrato glucógeno fosforilasa

y en abscisas el porcentaje de dilución de las muestras, en

escala logarítmica.

La dilución de las muestras incrementa la actividad

específica en las fracciones SPM y citosol, multiplicándose por 3

y por 2,5 respectivamente, para las diluciones del 10 y 0,3 %.

Las actividades de microsomas y glucógeno se ven menos afectadas

por la dilución.
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Los porcentajes de distribución subcelular varían a

medida que se incrementan las diluciones, tanto para sustrato

glucógeno fosforilasa como para sustrato HMG-CoA reductasa.

En la Figura 3 se muestra el efecto que produce la

eliminación de compuestos de bajo peso molecular por gel filtra-

ción sobre la actividad glucógeno fosforilasa fosfatasa. Frac-

ciones de SPM y citosol se ensayaron filtradas y sin filtrar.

Cuando la muestras se ensayaron diluidas (0,30 %), no se obser-

varon diferencias de actividad específica. En muestras poco di-

luidas (10 %) en el SPM y en citosol el aumento de actividad en

respuesta a la eliminación de sustancias de bajo peso molecular

es importante. Ello pone de relieve que si bien la eliminación de

compuestos de pequeño peso molecular inhibe la actividad protein

fosfatasa, a medida que aumenta la dilución este factor pierde

significación.

Cuando el efecto de la filtración se estudia sobre la

actividad PrP y sobre sustrato HMG-CoA reductasa se observa muy

poca variación en la actividad específica como respuesta a la

eliminación de pequeñas moléculas. La interferencia es menos

acusada.
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EFECTO DE LA DILUCIÓN EN LA ACTIVIDAD ESPECIFICA

HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA
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FIGURA 1

Efecto de la dilución en la actividad específica HMG-CoA reducta-

sa fosfatasa, en las fracciones: (o) sobrenadante postmitocon-

drial, (D) citosol, ( • ) microsomas, y ( V) glucógeno.

En ordenadas se indica actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa en

U/g de hígado. En abscisas la dilución efectuada en % respecto a

un 100 % referido al volumen inicial de hígado después de homoge-

nizar (1/3).
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EFECTO DE LA DILUCIÓN EN LA ACTIVIDAD ESPECIFICA

GLUCÓGENO FOSFORILASA FOSFATABA
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FIGURA 2

Efecto de la dilución en la actividad específica de la glucógeno

fosforilasa fosfatasa, en las fracciones: (o) sobrenadante post-

mi tocondrial, (D) citosol, ( • ) microsomas, y (V) glucógeno.

En ordenadas se indica actividad glucógeno fosforilasa fosfatasa

como U/g de hígado. En abscisas el tanto por ciento de dilución

efectuada respecto a un 100 % referido al volumen inicial de

hígado después de homogenizar (1/3).
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EFECTO DE LA FILTRACIÓN DE EXTRACTOS INICIALES SOBRE LA ACTIVIDAD

ESPECIFICA GLUCÓGENO FOSFORILASA FOSFATABA
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FIGURA 3

Efecto de la filtración en Sephadex G-50 superfino de las frac-

ciones obtenidas a partir de hígado de rata: sobrenadante postmi-

tocondrial y citosol sobre la actividad específica fosforilasa
fosfatasa

En ordenadas se indica actividad glucógeno fosforilasa fosfatasa

como U/g de hígado. En abscisas el tanto por ciento de dilución

efectuada respecto a un 100 % referido al volumen inicial de

hígado después de homogenizar (1/3).

En círculos se representa la actividad del SPM y en cuadrados la

actividad en citosol. Las formas llenas se refieren a las mues-

tras sin filtrar y las formas vacías a las formas filtradas.
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3.2. ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA EN EL SOBRENADANTE

POSTMITOCONDRIAL DE HÍGADO DE RATA

3.2.1. Animales alimentados

Nos interesaba conocer si la forma de obtención de

los hígados, o alteraciones en la dieta de las ratas, modifican

la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa en el SPM. Para ello se

utilizaron tres lotes de cuatro ratas cada uno en las siguientes

condiciones:

a) ratas alimentadas con dieta estándar, que fueron decapita-

das y a las que se extrajo el hígado tras el desangrado,

b) ratas alimentadas con dieta estándar a las que se per-

fundió el hígado con solución salina para eliminar restos

de hematíes; podremos así evaluar si la sangre que baña el

hígado obtenido de ratas decapitadas puede modificar la

actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa.

c) ratas alimentadas con dieta estándar suplementada

durante los cinco últimos días previos al sacri-

ficio con 5 % de colestiramina, resina que aumenta

la cantidad de HMG-CoA reductasa; comprobaremos sí

la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa aumenta en

correlación con su sustrato.

Tras la obtención del hígado se tomó una muestra de

aproximadamente 1 gramo, se pesó y se congeló en nitrógeno líqui-

do, guardándose a -70°C para la determinación de la concentración

de glucógeno, tal como indicamos en el apartado 2.4.14. El resto

de hígado se homogenizó y se obtuvo el sobrenadante postmitocon-

drial (SPM) tal como se detalla en el apartado 2.6.1.

En el SPM recién obtenido se determinaron las acti-

vidades HMG-CoA reductasa fosfatasa y glucógeno fosforilasa

fosfatasa. Para ello se procedió a diluir las muestras hasta

dilución infinita, esto es, aquella dilución a la cual es máxima

la actividad específica. Parte del SPM obtenido se alicuotó y

guardó a -70°C. En estas muestras se determinaron las actividades

láctico deshidrogenasa y glucosa 6-fosfatasa, así como la concen-

tración de proteína. Los hígados se manipularon separadamente y
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los datos obtenidos se trataron para obtener las medias y las

desviaciones estándar.

El resultado se muestra en la Tabla VI. En la primera

columna se expresan las actividades obtenidas para las ratas

alimentadas con dieta normal y decapitadas. Cuando se comparan

estos valores con los obtenidos en los lotes b y c (no mostrados)

se observa que estos últimos están dentro de las medias obtenidas

expresadas en la columna de dieta normal. En ningún caso se

producen cambios en la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa en

el SPM, lo que indica que la sangre que baña el hígado no está

modificando la actividad PrP y que el aumento causado por la

colestiramina en la expresión de la actividad HMG-CoA reductasa

no está afectado del mismo modo la actividad HMG-CoA reductasa

fosfatasa.

3.2.2. Animales en ayunas y tratados con glucagon

Para conocer si la disminución del glucógeno hepático

altera la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa se trabaja con

dos lotes de ratas:

a) ratas en ayuno de 24 horas; el ayuno disminuye la acti-

vidad HMG-CoA reductasa, sustrato de nuestro enzima;

comprobaremos si la variación en actividad HMG-CoA reduc-

tasa fosfatasa es paralela a la de su sustrato.

b) ratas en ayuno de 24 horas a las que se administra gluca-

gon, 0,5 mg/mL 30 minutos antes del sacrificio, tal como

se describe en el apartado 2.2.1.

El tratamiento con glucagon de ratas en ayunas du-

rante 24 horas, tiene como objeto eliminar la contaminación de

glucógeno en microsomas obtenidos por centrifugación diferencial,

cuyo valor es importante en ratas alimentadas e igualmente impor-

tante en ratas en ayuno de 24 horas. Esta precaución se hacía

necesaria después de la publicación de Mvumbi y col. (246), en

las que se cuestiona la procedencia de las protein fosfatasas

purificadas de microsomas, ya que dada la elevada afinidad de la

PrP 10 por el glucógeno, la pequeña cantidad de glucógeno que
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contamina los microsomas podría ser suficiente para arrastrar la

actividad PrP 10.

Se tomaron las mismas precauciones que en el apartado

anterior, y se determinaron los mismos parámetros. Los datos

obtenidos para las ratas en ayunas de 24 horas están dentro de

las medias presentadas en la Tabla VI para ratas alimentadas con

dieta estándar, excepto en lo que hace referencia a la concentra-

ción de glucógeno que fue de 3,5 mg/g de hígado de rata. Los

resultados obtenidos con ratas en ayuno de 24 horas y tratamiento

con glucagon se presentan en la misma Tabla VI en la columna de

la derecha.

Como queda reflejado en esta tabla, el tratamiento

con glucagon disminuye aproximadamente 100 veces la concentración

de glucógeno en hígado, sin modificar significativamente la

actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa ni la glucógeno fosforilasa

fosfatasa. Los ligeros aumentos que se observan en las activida-

des láctico deshidrogenasa y glucosa-6-fosfatasa han sido ya

descritos.

Este resultado nos animó a proseguir el subfracciona-

miento del SPM de ratas alimentadas y de ratas en ayunas y trata-

das con glucagon para averiguar si el tratamiento con glucagon

modifica o no la actividad unida a las fracciones obtenidas del

SPM: citosol, microsomas y glucógeno.
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ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA EN EL SOBRENADANTE

POSTMITOCONDRIAL DE HÍGADO DE RATAS ALIMENTADAS Y RATAS

EN AYUNAS TRATADAS CON GLUCAGON

Dieta normal Ayunas-Glucagon

Actividad enzimática Unidades/g de hígado

HMG-CoA reductasa fosfatasa 1.850 ± 200 1.950 ± 220

Fosforilasa fosfatasa

Láctico deshidrogenasa

Glucosa-6-fosfatasa

Proteína

Glucógeno

48 ± 5

254 ± 34

46 ± 7

280 ± 25

3,4 ± 1,2 3,6 ± 1,3

mg/g de hígado

89 ± 10

45,5 ± 8

98 ± 9

0,3 ± 0,2

TABLA VI

Se determinaron las actividades HMG-CoA reductasa fosfatasa, glu-

cógeno fosforilasa fosfatasa y las actividades marcadoras de

citosol, láctico deshidrogenasa y de microsomas, glucosa-6-fos-

fatasa, en el sobrenadante postmitocondrial obtenido a partir de

dos lotes de ratas: ratas alimentadas con dieta de mantenimiento

(n = 4) y ratas en ayunas de 24 horas y tratadas con glucagon

(n = 4). Las actividades se expresan en unidades por gramo de

hígado. También se determinaron proteína y glucógeno, que se

expresan en mg/g de hígado. Los resultados se presentan como la

media ± su desviación estándar (n = 4).
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3.3. DISTRIBUCIÓN SUBCELULAR DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA

FOSFATABA

En el estudio de la distribución subcelular de la ac-

tividad HMG-CoA reductasa fosfatasa se emplearon la centrifu-

gación diferencial y la centrifugación en gradiente de sacarosa

continuo. En ambos casos trabajamos con dos lotes, uno de ratas

alimentadas normalmente y otro de ratas en ayuno de 24 horas

tratadas con glucagon, de la misma forma que se hizo para el

estudio de las actividades en el SPM.

3.3.1. Subfraccionamiento por ultracentrifugación

Del subfraccionamiento del SPM por centrifugación

diferencial se obtuvieron las siguientes fracciones: citosol,

precipitado microsomal y precipitado de glucógeno, tal como se

detalla en el apartado 2.6.1.

De todas las fracciones se congelaron alícuotas a-

70°C y se determinaron las actividades marcadoras de citosol,

láctico deshidrogenasa; de microsomas, glucosa-6-fosfatasa y las

actividades PrP sobre sustratos HMG-CoA reductasa y glucógeno

fosforilasa. También se determinó la concentración de proteína.

En la determinación de las actividades PrP, las

muestras se diluyeron a lo que llamamos dilución infinita, esto

es aquella dilución a la cual es máxima la actividad específica,

con la precaución de aplicar la misma dilución a todas las mues-

tras para cada una de las distintas fracciones.

3.3.1.1. Animales alimentados

Los datos obtenidos a partir de ratas alimentadas con

dieta normal se muestran en la TABLA VII. De la comparación de

los porcentajes de distribución de la actividad marcadora de

citosol (LDH) se concluye que la fracción microsomal está poco

contaminada de proteínas citosólicas (0,5 %) y que no se puede

atribuir a contaminación citosólica la actividad recogida en el

precipitado microsomal. Esta baja contaminación se debe a que los
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microsomas obtenidos por primera vez, y con elevada contaminación

citosólica, se lavaron con solución amortiguadora y se centrifu-

garon de nuevo, precaución que logra disminuir la contaminación

citosólica.

La mayor parte de la actividad se localiza en el

citosol, 55 %. Microsomas y glucógeno contienen aproximadamente

la misma actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa, 7 % y 6 %, res-

pectivamente .

En el subfraccionamiento del SPM (55 + 7 + 6 %) no se

recupera el 100 % de la actividad inicial HMG-CoA reductasa

fosfatasa, lo que puede deberse esencialmente a las condiciones

de dilución del ensayo, tal como hemos demostrado en apartados

anteriores. La inestabilidad de la actividad podría también

contribuir a esta pérdida de actividad; por ello los porcentajes

de actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa pueden estar infravalo-

rados.

3.3.1.2. Animales en ayunas tratados con glucagon

Los datos obtenidos a partir de las ratas tratadas

con glucagon se muestran en la TABLA VIII. En este caso sólo

obtuvimos dos fracciones: citosol y microsomas, ya que disminuyó

drásticamente el glucógeno hepático (0,3 mg/gramo de hígado.)

Respecto a los resultados obtenidos con ratas ali-

mentadas, la actividad PrP en microsomas disminuye cuando las

ratas se tratan con glucagon, tanto para sustrato HMG-CoA reduc-

tasa (del 7 al 2 %) como sustrato glucógeno fosforilasa (del 12

al 4 %). La pérdida de actividad en microsomas, de forma conjunta

a la desaparición del glucógeno, hace necesario seguir conside-

rando una posible contaminación de microsomas por glucógeno, tal

como indican Mvumbi y col. (246)

En citosol los porcentajes de actividad HMG-CoA

reductasa fosfatasa y glucógeno fosforilasa fosfatasa están

aumentados respecto a los animales control. Ello puede deberse al

aporte provocado por la desaparición de la fracción de glucógeno



167

(como sucede en el caso de la actividad PrP 10, para sustrato

glucógeno sintasa) y también a un aporte de PrP procedentes de la

fracción microsomal, bien por la desaparición del glucógeno

contaminante de esta fracción o por una probable acción del

glucagon directamente sobre el retículo endoplasmático. Con este

ensayo no es posible valorar separadamente el aporte de cada una

de las subfracciones ni tampoco cuantificar qué proporción de la

actividad microsomal perdida se debe directamente a la desapari-

ción del glucógeno y qué parte corresponde a una acción directa

del glucagon sobre las membranas del retículo endoplasmático.
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SUBFRACCIONAMIENTO DEL SOBRENADANTE POSTMITOCONDRIAL OBTENIDO

A PARTIR DEL HÍGADO DE RATAS ALIMENTADAS

Fracción Proteína

89

± 10

"//o

SPM 100

citosol 73

Precipitado 21
microsomal

Precipitado
de glucógeno 1,5

Láctico Glucosa-6-
DH fosfatasa

263 3,24

± 3 0 ± 1,2

°7 °77o 7o

100 100

90 1,5

0,5 80

0,4 4

Fosforilasa HMG-CoA-R
fosfatasa fosfatasa

50 1.700

±8 ± 250

% %

100 100

82 55

12 7

7 6

TABLA VII

Distribución de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa en

hígado de ratas alimentadas. El SPM se sometió a un subfracciona-

miento por centrifugación diferencial.

En la primera línea se expresan las actividades enzimáticas en

U/g de hígado. La proteína se presenta en mg/g de hígado. En las

siguientes líneas los valores se expresan en % sobre la actividad

inicial medida en el SPM al que se hace corresponder el 100 %. La

concentración de glucógeno en hígado de ratas alimentadas es de

41 ± 10 mg/g de hígado (n = 3). Los datos,'en %, se expresan como

las medias de tres determinaciones.
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SUBFRACCIONAMIENTO DEL SOBRENADANTE POSTMITOCONDRIAL OBTENIDO A

PARTIR DEL HÍGADO DE RATAS EN AYUNAS TRATADAS CON GLUCAGON

Fracción Proteína

97

± 9

SPM 100

citosol 72

Precipitado 26
microsomal

Láctico Glucosa-6-
DH fosfatasa

267 3,54

±25 ± 1,3

100 100

96 2

0.6 72

Fosforilasa HMG-CoA-R
fosfatasa fosfatasa

47 1.900

±6 ± 180

100 100

89 62

3,9 2,1

TABLA VIII

Distribución de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa en

hígado de ratas en ayunas de 24 horas a las que se administró 0,5

mg de glucagon antes del sacrificio. El SPM se sometió a un sub-

fraccionamiento por centrifugación diferencial.

En la primera línea se expresan las actividades enzimáticas como

U/g de hígado. La proteína se presenta en mg/g de hígado. En las

siguientes líneas los valores se expresan en % sobre la actividad

inicial medida en el SPM al que se hace corresponde el 100 %. La

concentración de glucógeno en ratas en ayunas de 24 horas trata-

das con glucagon es de 0,3 ± 0,2 mg/gramo de hígado de rata

(n= 3). Los datos, en %, se expresan como la media de tres deter-

minaciones.
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3.3.2. Subfraccionamiento en gradiente de sacarosa continuo

Muestras del sobrenadante postmitocondrial se some-

tieron a centrifugación en gradiente lineal de sacarosa, como se

indica en el apartado 2.6.2. El gradiente se realizó en dos

condiciones: en presencia de 10 mM EDTA (figuras 4 y 6), y en

presencia de 10 mM EDTA + 500 mM KC1 (figuras 5 y 7).

En dos tubos de centrífuga, utilizados como control,

se depositó solución de homogenización, en lugar de la muestra de

SPM. Una vez finalizada la centrifugación se siguió la evolución

del gradiente de sacarosa por medida del índice de refracción en

cada una de las fracciones. Ello permitió calcular la concentra-

ción de sacarosa (paneles A) y la densidad en todas las fraccio-

nes (paneles D).

En las condiciones de centrifugación reseñadas, en el

fondo del tubo de centrífuga se depositó, firmemente adherido, un

precipitado de glucógeno, evidente si las ratas habían sido ali-

mentadas e inapreciable si las ratas estaban en ayunas y tratadas

con glucagon. Este precipitado no se recogió tras el fraccio-

namiento del gradiente.

Se determinaron las actividades marcadoras de cíto-

sol: LDH (paneles B, derecha); de retículo endoplasmático: gluco-

sa-6-fosfatasa y HMG-CoA reductasa (paneles B, izquierda); la

concentración de proteína y la presencia de RNA (paneles D).

En la determinación de las actividades PrP, para sus-

trato HMG-CoA reductasa (paneles A), y sustrato glucógeno fosfo-

rilasa (paneles C), fue esencial la dilución en el ensayo. Dado

el elevado número de fracciones a ensayar se hizo necesario

estandarizar las condiciones, perdiendo en ello posiblemente

sensibilidad en algunos de los puntos.

Para la determinación de la actividad HMG-CoA reduc-

tasa fosfatasa las fracciones se diluyeron 1/10 con la solución

amortiguadora: Tris/HCl 5 mM pH 7, DTT 1 mM y albúmina bovina 0,5

mg/mL, momentos antes del ensayo. Cuando las muestran se ensaya-
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ron sin diluir apareció actividad en las fracciones de microsomas

y no se manifestó actividad enzimática en las citosólicas.

La presencia de inhibidores de la actividad PrP en

las fracciones citosólicas afectó en mayor grado la actividad PrP

sobre sustrato glucógeno fosforilasa que sobre sustrato HMG-CoA

reductasa. Cuando las fracciones se ensayaron sin diluir o dilui-

das 1/10, la actividad sólo se mostró en la zona correspondiente

a microsomas. Al aumentar la dilución a 1/40 se mostró la activi-

dad PrP en las fracciones citosólicas y desapareció de las mi-

crosomales, por lo que decidimos diluir 1/10 las fracciones

correspondientes a los marcadores de microsomas y diluir 1/40 las

correspondientes al marcador citosólico.
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3.3.2.1. Animales alimentados

En la Figura 4 se presentan los resultados obtenidos

de la centrifugación en un gradiente de sacarosa del 15-60 %,

preparado en Tris/HCl 5 rtiM pH 7 y EDTA 10 mM, del sobrenadante

postmitocondrial obtenido de ratas alimentadas. Los resultados se

agrupan en cuatro paneles: A, B, C y D. En la Figura 5 se mues-

tran los resultados del gradiente realizado en las mismas condi-

ciones añadiendo a la solución 500 mM KC1.

La elevada concentración de EDTA, por su acción que-

lante, evita que se formen agregados microsomales, frecuentes en

presencia de iones. Si el gradiente se realiza además en presen-

cia de KC1 500 mM, se provoca la separación de los polisomas de

la membrana del retículo endoplasmático y de las proteínas peri-

féricas o adheridas. Con ello las fracciones microsomales pierden

densidad y aparecen más próximas al citosol, al tiempo que las

proteínas que no están fuertemente adheridas se desprenden de los

microsomas y quedan retenidas en fracciones de menor densidad,

por lo que se recomienda utilizar EDTA + KC1 en este tipo de gra-

dientes.

En los paneles A y C se pone de manifiesto que la

actividad PrP para los dos sustratos presenta unos máximos com-

prendidos dentro del perfil de actividad de los marcadores micro-

somales, glucosa-6-fosfatasa y HMG-CoA reductasa. Cuando el

gradiente se realiza en presencia de KC1 500 mM, Figura 5, las

actividades marcadoras de microsomas se desplazan a densidades

menores, pero en ningún caso la actividad disminuye. No sucede

así con las actividades PrP: aun cuando se desplazan a densidades

menores, el área comprendida bajo el perfil de actividad para las

fracciones microsomales disminuye significativamente. Estos

resultados serán confirmados en apartados siguientes, en los que

se demuestra que la actividad unida a microsomas se desprende de

éstos con gran facilidad.
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SUBFRACCIONAMIENTO EN GRADIENTE DE SACAROSA CONTINUO (15-60 %)

EL SOBRENADANTE POSTMITOCONDRIAL OBTENIDO DE RATAS ALIMENTADAS

FIGURA 4

Centrifugación en gradiente de sacarosa continuo (15-60 %) prepa-

rado en Tris/HCl 5 mM pH 7, EDTA 10 mM, del sobrenadante postmi-

tocondrial obtenido de ratas alimentadas. Las condiciones se

detallan en los apartados 2.6.2. y 3.3.2.

-A- Se representa en línea discontinua el porcentaje de sacarosa

en cada una de las fracciones ensayadas (abscisas), calculado a

partir del índice de refracción. En círculos abiertos se repre-

senta la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa.

-B- Se representan las actividades marcadoras de citosol (LDH) en

círculos abiertos; de microsomas (G-6-Pasa) cuadrados vacíos; y

HMG-CoA reductasa en triángulos vacíos.

-C- Se representa en línea discontinua el porcentaje de sacarosa

en cada una de las fracciones ensayadas (abscisas), calculado a

partir del índice de refracción. En círculos llenos se representa

la actividad glucógeno fosforilasa fosfatasa.

-D- Se representa en línea de puntos la proteína en mg/mL. En

línea continua se representa la distribución de RNA en D.O. a 260

nm.
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SUBFRACCIONAMIENTO EN GRADIENTE DE SACAROSA CONTINUO (15-60 %) EN

PRESENCIA DE 500 raM KC1, DEL SOBRENADANTE POSTMITOCONDRIAL

OBTENIDO DE RATAS ALIMENTADAS

FIGURA 5

Centrifugación en gradiente de sacarosa continuo (15-60 %) prepa-

rado en Tris/HCl 5 mM pH 7, EDTA 10 mM y 500 mM KC1, del sobre-

nadante postmitocondrial obtenido de ratas alimentadas. Las

condiciones vienen detalladas en los apartados 2.6.2. y 3.3.2.

-A- Se representa en linea discontinua puntos el porcentaje de

sacarosa en cada una de las fracciones ensayadas (abscisas),

calculado a partir del índice de refracción. En círculos abiertos

se representa la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa.

-B- Se representan las actividades marcadoras de citosol (LDH) en

círculos abiertos; de microsomas (G-6-Pasa) cuadrados vacíos; y

HMG-CoA reductasa en triángulos vacíos.

-C- Se representa en línea discontinua el porcentaje de sacarosa

en cada una de las fracciones ensayadas (abscisas), calculado a

partir del índice de refracción. En círculos llenos se representa

la actividad glucógeno fosforilasa fosfatasa.

-D- Se representa en línea de puntos la proteína en mg/mL. En

línea continua se representa la distribución de RNA en D.O. a 260

nm.
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3.3.2.2. Animales en ayunas tratados con glucagon

En la Figura 6 se presentan los resultados de la cen-

trifugación en un gradiente de sacarosa del 15-60 % preparado en

Tris/HCl 5 mM pH 7, EDTA 10 mM, del sobrenadante postmitocondrial

obtenido de ratas en ayunas de 24 horas a las que se administró

0,5 mg de glucagon/animal 30 minutos antes del sacrificio. Los

datos se agrupan en cuatro paneles: A, B, C y D. La Figura 7

muestra los mismos datos para gradientes obtenidos en presencia

de EDTA 10 mM y KC1 500 mM.

La actividad marcadora de retículo endoplasmático

(glucosa-6-fosfatasa) y la marcadora de citosol (LDH), presentan

perfiles prácticamente iguales para ratas control que para ratas

tratadas con glucagon. Sin embargo, la actividad HMG-CoA reducta-

sa, enzima utilizado como marcador de microsomas, se desplaza a

zonas de muy baja densidad, tanto en presencia como en ausencia

de KC1. Este dato es de interés ya que demuestra que el glucagon

puede modificar la distribución de un enzima localizado inequívo-

camente en el retículo endoplasmático.

Al igual que sucede en los ensayos graficados en las

Figuras 4 y 5, la presencia de KC1 desplaza la aparición de los

marcadores de microsomas a zonas más próximas al citosol. La

distribución de proteína y de RNA (paneles D) se ve modificada

por la presencia de KC1 y en menor grado por el tratamiento de

los animales: se aprecia como en las ratas tratadas con glucagon,

la desaparición del precipitado de glucógeno provoca que en las

fracciones correspondientes disminuya efectivamente la proteína

presente. El tratamiento con glucagon no afecta la distribución

de RNA respecto a ratas alimentadas cuando el gradiente se rea-

liza en ausencia de KC1.

La administración de glucagon provoca que las activi-

dades PrP recuperadas en las fracciones microsomales estén por

debajo de los controles (ratas alimentadas). Este dato se corres-

ponde con el obtenido en la centrifugación diferencial para ratas

tratadas.
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La acción de lavado debida a la presencia de KCl con-

tribuye al descenso la actividad PrP en la zona microsomal. La

suma de los efectos del glucagon y el KCl es definitiva sobre la

actividad PrP sobre sustrato HMG-CoA reductasa. Sobre sustrato

glucógeno fosforilasa se aprecian, aún así, actividades en la

zona microsomal. Estas diferencias puede deberse únicamente a que

el ensayo con sustrato glucógeno fosforilasa permite visualizar

mejor la presencia de actividad PrP.
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SUBFRACCIONAMIENTO EN GRADIENTE DE SACAROSA CONTINUO (15-60 %)

DEL SOBRENADANTE POSTMITOCONDRIAL OBTENIDO DE RATAS EN AYUNAS

TRATADAS CON GLUCAGON

FIGURA 6

Centrifugación en gradiente de sacarosa continuo (15-60 %) prepa-

rado en Tris/HCl 5 mM pH 7, EDTA 10 mM, del sobrenadante postmi-

tocondrial obtenido de ratas alimentadas. Las condiciones vienen

detalladas los apartados 2.6.2. y 3.3.2.

-A- Se representa en linea discontinua el porcentaje de sacarosa

en cada una de las fracciones ensayadas (abscisas), calculado a

partir del índice de refracción. En círculos abiertos se repre-

senta la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa.

-B- Se representan las actividades marcadoras de citosol (LDH) en

círculos abiertos; de microsomas (G-6-Pasa) en cuadrados vacíos y

HMG-CoA reductasa en triángulos vacíos.

-C- Se representa en línea discontinua el porcentaje de sacarosa

en cada una de las fracciones ensayadas (abscisas), calculado a

partir del índice de refracción. En círculos llenos se representa

la actividad glucógeno fosforilasa fosfatasa.

-D- Se representa en línea de puntos la proteína en mg/mL. En

línea continua se representa la distribución de RNA en D.O. a 260

nm.
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SUBFRACCIONAMIENTO EN GRADIENTE DE SACAROSA CONTINUO (15-6O %) EN

PRESENCIA DE 500 mM KCl, DEL SOBRENADANTE POSTMITOCONDRIAL

OBTENIDO DE RATAS EN AYUNAS TRATADAS CON GLUCAGON

FIGURA 7

Centrifugación en gradiente de sacarosa continuo (15-60 %) prepa-

rado en Tris/HCl 5 mM pH 7, EDTA 10 mM y 500 mM KCl, del sobrena-

dante postmitocondrial obtenido de ratas en ayunas y tratadas con

glucagon. Las condiciones vienen detalladas en los apartados

2.6.2. y 3.3.2.

-A- Se representa en línea discontinua el porcentaje de sacarosa

en cada una de las fracciones ensayadas (abscisas), calculado a

partir del índice de refracción. En círculos abiertos se repre-

senta la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa.

-B- Se representan las actividades marcadoras de citosol (LDH) en

círculos abiertos; de microsomas (G-6-Pasa) cuadrados vacíos y

HMG-CoA reductasa en triángulos vacíos.

-C- Se representa en línea discontinua el porcentaje de sacarosa

en cada una de las fracciones ensayadas (abscisas), calculado a

partir del índice de refracción. En círculos llenos se representa

la actividad glucógeno fosforilasa fosfatasa.

-D- Se representa en línea de puntos la proteína en mg/mL. En

línea continua se representa la distribución de RNA en D.O. a 260

nm.
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3.4. ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA EN MICROSOMAS DE

HÍGADO DE RATA

3.4.1. Solubilización de la actividad HMG-CoA reductasa

fosfataaa

3.4.1.1. Animales alimentados

En los microsomas obtenidos a partir de hígado de

ratas alimentadas, se solubilizó la actividad HMG-CoA reductasa

fosfatasa tal como se describe en los apartados 2.7.1. y 2.7.2.

En todos los casos las muestras se incubaron dos horas a 4°C en

los distintos medios de solubilización.

Los resultados se muestran en la Figura 8 A. En

microsomas la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa solubilizada

con lavados sin sal es de 40-50 %, lo que puede considerarse

control de las demás solubilizaciones. La solubilización debida

al tratamiento amiloglucolítico (50 %) prácticamente no mejora el

rendimiento respecto al control. En la solubilización con KC1 se

han probado concentraciones de 100, 300, 500 y 1000 mM, los

porcentajes de solubilización aumentan ligeramente con el aumento

salino, siendo prácticamente iguales para 300 y 500 mM y algo

superiores para 1000 mM (datos no tabulados). Si se repite tres

veces el tratamiento con KC1 500 mM se obtienen unos porcentajes

de solubilización medios de 62 + 18 + 7 %. El tratamiento con

Tritón X-100 al 0,1 % es algo más eficaz llegando a solubilizar

entre 70-80 % en un primer lavado y si se repite la solubili-

zación, el rendimiento total es superior al 90 %.

3.4.1.2. Animales en ayunas tratados con glucagon

Si las ratas se mantienen en ayuno prolongado y se

les administra glucagon, disminuye significativamente la activi-

dad HMG-CoA reductasa unida a microsomas, pero queda una activi-

dad unida a esta fracción

Microsomas obtenidos tras ayuno y tratamiento con

glucagon fueron solubilizados como en el caso de las ratas ali-

mentadas. Una alícuota se sometió a tratamiento amiloglucolítico

"in vitro" con a-amilasa y otra alícuota con Tritón X-100 0,1 %.
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Los resultados se presentan en la Figura 8 B. Se ob-

serva de nuevo que el detergente es el tratamiento más eficaz. La

poca cantidad de glucógeno que queda unido a microsomas de ratas

en ayuno y tratados con glucagon es totalmente hidrolizado en las

condiciones de ensayo con a-amilasa y sin embargo los microsomas

mantienen actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa.
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SOLUBILIZACION DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA A

PARTIR DE MICROSOMAS DE HÍGADO DE RATA

FIGURA 8

Se representa en barras vacías la actividad HMG-CoA reductasa

solubilizada en tanto por ciento respecto a un 100 % de actividad

en la fracción de partida, microsomas. En barras rayadas se

muestra la actividad residual en el precipitado obtenido después

de centrifugar a 100.000 xg.

En la parte superior -A- se presentan la solubilización de los

microsomas obtenidos a partir de ratas alimentadas.

En la parte inferior -B- se muestra la solubilización de los

microsomas obtenidos a partir de ratas en ayunas tratadas con

glucagon.
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3.4.2. Comprobación de que la actividad solubilizada no es PrP 10

Con el fin de saber si la actividad solubilizada de

microsomas es recaptada por el glucógeno, tal como se ha descrito

para la actividad purificada a partir del precipitado de glucóge-

no, 4 mL de sobrenadante obtenido de microsomas de ratas alimen-

tadas y otros tantos de ratas en ayunas tratadas con glucagon, se

incubaron durante 30 minutos con cantidades crecientes de glucó-

geno, el las mismas condiciones descritas por Mvumbi y col.

(246). A continuación, las muestran fueron centrifugadas, obte-

niéndose un precipitado y un sobrenadante donde se determinó la

actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa. Los resultados se muestran

en la Figura 9.

Puede observarse que en el muestra control, aproxi-

madamente el 90 % de la actividad inicial permanece en el sobre-

nadante, oscilando entre 90 y 97 el porcentaje de actividad recu-

perada en el sobrenadante a pesar del aumento de concentración de

glucógeno, tanto en ratas alimentadas como en ratas en ayunas

tratadas con glucagon. Mvumbi y col. (246), describen que 0,25

mg/mL de glucógeno es capaz de recaptar el 50 % de la actividad

PrP 1G .

Concluímos que los solubles obtenidos con Triton a

partir de microsomas de ratas alimentadas no están contaminados

por protein fosfatasas relacionadas con glucógeno.
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AFINIDAD POR EL GLUCÓGENO DE LA ACTIVIDAD SOLUBILIZADA

DE MICROSOMAS
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Figura 9

Alícuotas de 4 mL de soluble obtenido de ratas alimentadas (o)o

de ratas en ayunas y tratadas con glucagon ( D ), se añadieron

cantidades crecientes de glucógeno para concentraciones finales

de 0,1, 0,3, 0,6, 1,5 y 10 mg/mL. Las muestras se incubaron a 4°C

durante 30 minutos, centrifugándose luego a lOO.OOOxg durante 90

minutos. En el sobrenadante se determinó la actividad HMG-CoA

reductasa. En la figura se muestran los porcentajes de recupera-

ción de la actividad HMG-CoA reductasa en el sobrenadante respec-

to a la actividad antes de centrifugar.
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3.4.3. Clasificación de las actividades solubilizadas tras su

cromatografía en DEAE-celulosa

La actividad PrP presente en microsomas puede cla-

sificarse directamente utilizando alícuotas de microsomas, si

bien la presencia de varias PrP en muestras poco purificadas

dificulta la detección y cuantificación de las distintas PrP. La

clasificación de las actividades PrP puede realizarse igualmente

en los solubilizados microsomales obtenidos con Triton X-100,

medio muy eficaz que arrastra prácticamente toda la actividad PrP

presente en microsomas.

Creemos del mayor interés, a fin de seleccionar la

actividad a purificar, separar las actividades solubilizadas en

una cromatografía en DEAE-celulosa, ya que en estudios previos a

este trabajo, esta resina se había mostrado eficaz para separar

distintas PrP, con elevado rendimiento.

El soluble de Tritón X-100, obtenido de los microso-

mas fraccionados del hígado de 5 ratas, se cromatografió en una

columna de DEAE-celulosa, se determinó la actividad HMG-CoA

reductasa fosfatasa y la absorbancia a 280 nm. Los resultados se

muestran en la Figura 10 A. Se observa que parte de la actividad

es excluida y parte eluye con el lavado; la actividad retenida se

eluye con KC1, mostrando tres máximos de actividad PrP.

En alícuotas de las mismas fracciones se realizó la

determinación de actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa añadiendo

protamina hasta una concentración final en el ensayo de 30 |jg/mL.

Se considera que esta concentración de protamina reactiva las PrP

2A sin afectar la actividad PrP 1, habiéndose propuesto como

criterio suficiente para distinguir la PrP 2a de otras PrP. Los

resultados se muestran en la Figura 10.B. La actividad que eluye

con el lavado se incrementa aproximadamente 5 veces; consideramos

que se trata de una actividad PrP 2A. De las actividades eluidas

con gradiente salino, el primer máximo de actividad muestra reac-

tivación; consideramos por ello que se debe a una PrP 2A.
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En otras alícuotas se determinó la actividad HMG-CoA

reductasa fosfatasa en presencia de MgCl2 5 mM. La PrP 2C es

dependiente de Mg2 * , por ello, en las condiciones de ensayo de la

Figura 10 A, esta actividad no puede mostrarse ya que no está

presente este catión. Los resultados se presentan en la Figura 10

B. Aparece una actividad entre los máximos de los picos 1 y del

gradiente salino.

El Mg2 * no sólo permite expresar la actividad PrP 2C

sino que también afecta de forma desigual otras actividades como

la PrP 1, 2A y 2B. Para confirmar la presencia de PrP 2C se

realizó un ensayo específico para esta actividad, tal como se

detalla en el apartado 2.4.11. Los resultados se muestran en la

Figura 10.C. Se confirma que la actividad reactivada en presencia

de MgCl2 es actividad PrP 2C.

La actividad PrP 1 es inhibida en presencia de con-

centraciones nanomolares de inhibidor 2, concentraciones que no

modifican la actividad PrP tipo 2. Para determinar selectivamente

la actividad PrP 1, alícuotas de 20 \iL de las fracciones eluidas

de la columna se incubaron durante 15 minutos a 30°C con 10 nL

(5 ng) de inhibidor 2 de músculo de conejo. Transcurridos los 15

minutos se prosiguió el ensayo de actividad HMG-CoA reductasa

fosfatasa. Los resultados obtenidos tras la incubación con inhi-

bidor 2 no modifican el perfil cromatográfico presentado en la

Figura 10 A.

Dada la baja probabilidad de encontrar PrP 2B en

microsomas, enzima fundamentalmente citosólico, antes de proceder

a la determinación de la actividad PrP 2B en las fracciones de la

columna de DEAE-celulosa, se ensayaron previamente microsomas

resuspendidos y solubles obtenidos con Tritón X-100. La activi-

dad PrP 2B se ensayó sobre sustrato pNPP y sustrato HMG-CoA

reductasa, tal como se describe en el apartado 2.4.10. En ensayos

previos se comprobó que el pNPP y la HMG-CoA reductasa inactiva y

homogénea eran sustratos de la PrP 2B ya que con ambos sustratos

la actividad aumentó si en el ensayo estaban presentes calmodu-

lina o 1 mM Mn2 * . Cuando se ensayó actividad PrP 2B en microso-

mas y en solubles de Tritón X-100, tanto con sustrato HMG-CoA



186

reductasa como sobre sustrato pNPP, no se detecto su presencia en

ningún caso.

Las actividades PrP 2A y 2C se distribuyen tal como

se indica en la Figura 10 B y 10 C. La actividad excluida del

DEAE-celulosa no es reactivada por protamina y es ligeramente

inhibida por la presencia de Mg2 * . Cuando esta actividad se puri-

fica y se ensaya frente a inhibidor 2 de músculo de conejo con-

firma su carácter de PrP 1 (véase apartado 3.6.2.)- En el lavado

se eluye una pequeña actividad PrP que cuando se ensaya en prese-

ncia de protamina se reactiva varias veces; consideramos que esta

actividad es del tipo 2A. La actividad retenida y que eluye

aproximadamente entre 100 y 250 mM KC1 está compuesta esencial-

mente por dos PrP; la primera en eluir es activada por protamina

y muestra un máximo a 125 mM KC1; la segunda en eluir, aproxi-

madamente a 175 mM KC1 es reactivada por Mg2 *, sin embargo no es

sensible a protamina. Cuando en las fracciones se ensaya especí-

ficamente la actividad PrP 2C, aparece una actividad con un

máximo que coincide con la actividad reactivada por Mg2 * . A una

concentración de sal aproximadamente 300 mM aparece una actividad

que eluye con la mayor parte de la proteína y que no es activada

por protamina ni por Mg2* que consideramos PrP 1.



187

CROMATOGRAFÍA EN DEAS-CELULOSA DE LAS ACTIVIDADES SOLUBILIZADAS

DE MICROSOMAS CON TRITON X-100

Figura 10.A

Los solubles obtenidos con Triton X-100 0,1 % a partir de

microsomas del hígado de 5 ratas se cromatografiaron en una

columna de DEAE-Celulosa (2,5 x 6 cm), equilibrada con solución

amortiguadora: sacarosa 250 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Tris/HCl pH

7,2, PMSF 0.1 mM, benzamidina 1 mM, mercaptoetanol 15 mM. En la

posición que indica la flecha se inició un gradiente de KC1 0-600

mM (200 + 200 mL). Cada 8 minutos se recogieron fracciones de 8

mL. En las fracciones que se señalan se determinó la actividad

HMG-CoA reductasa fosfatasa, ensayada sin efectores, círculos

vacíos. En trazo de guiones se representa la absorbancia leída a

280 nm.

Figura 10.B

En otras alícuotas se ensayó la actividad HMG-CoA

reductasa en presencia de 30 ng/mL de protamina, (cuadrados

vacíos) o en presencia de MgCl2 5 mM (círculos llenos).

Figura 10.C

En otras alícuotas se ensayó la actividad PrP 2C

sobre sustrato HMG-CoA reductasa, tal como se indica en el apar-

tado 2.4.11. Se representa la actividad PrP 2C en trazo grueso y

cuadrados llenos. En la misma figura se representa la absorbancia

leída a 280 nM en línea continua.
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3.5. PURIFICACIÓN DE UNA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA

NATIVA (M) A PARTIR DE MICROSOMAS DE HÍGADO DE RATA

De las actividades separadas en el DEAE-celulosa se

decide purificar la actividad excluida por ser la principal

actividad PrP tipo 1, actividad considerada mayoritaria en micro-

somas de hígado de rata. Esta actividad además se excluye sin

contaminación de otras PrP.

3.5.1. "Batch" en DEAE-celulosa de la actividad solubilizada con

Triton X-100

Se obtuvieron microsomas, tal como se indica en el

apartado 2.6.1., a partir del hígado de 20 ratas alimentadas. Se

reunieron los solubles obtenidos del primer y segundo tratamiento

de los microsomas con Tritón X-100. Con los solubles se realizó

un "batch" en 50 mL de DEAE-celulosa (DE-52), equilibrado con

solución amortiguadora A, utilizada a lo largo de toda la purifi-

cación. Transcurridos 60 minutos se separaron resina y sobrena-

dante con la ayuda de una placa filtrante de vidrio poroso. El

sobrenadante o excluido del "batch" será utilizado para la puri-

ficación del enzima que denominaremos en adelante HMG-CoA reduc-

tasa fosfatasa M.

3.5.2. Cromatografía en Fosfocelulosa P-ll

El excluido de DEAE-celulosa se cromatografió en una

columna de fosfocelulosa P-ll equilibrada con la solución amorti-

guadora A: sacarosa 250 mM, EDTA ImM, EGTA 1 mM, Tris/HCl 40 mM

pH 7,2, PMSF 0.1 mM, benzamidina 1 mM y mercaptoetanol 15 mM.

Esta solución amortiguadora se mantiene a lo largo de toda la

purificación. La actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa eluye en

un solo pico de actividad a 275 mM KC1, separándose bien de la

proteína, que se excluye mayoritariamente entre 150 y 200 mM KC1.

No se observa actividad en el excluido ni en el lavado (véase

Figura 11).
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CROMATOGRAFÍA EN FOSFOCELULOSA DE LA ACTIVIDAD

HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA H
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Figura 11

La muestra excluida del "batch" de DEAE-celulosa se cromatografió

en una columna de fosfocelulosa P-ll ( 12 x 2,5 cm), equilibrada

previamente con solución amortiguadora A. Una vez entrada la

muestra se lavó con la misma solución hasta que la absorbancia

leída a 280 nm retornó a línea de base. Se instauró un gradiente

entre 0-600 mM KC1 de (225 + 225 mL), recolectándose fracciones

de 8,5 mL. En círculos se representa la actividad HMG-CoA reduc-

tasa fosfatasa y en línea de puntos la absorbancia a 280 nm.
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3.5.3. Cromatografía en Aminohexil-Sepharosa 4B

Las fracciones activas eluidas de la fosfocelulosa P-

11 se reunieron y diluyeron 3 veces con solución A, sometiéndose

a una nueva cromatografía en Aminohexil-Sepharosa 4B (véase

Figura 12).

La actividad eluye en un solo pico aproximadamente a

200 mM KC1. Las fracciones activas se reunieron y concentraron

por presión de nitrógeno en una célula Amicon de 10 mL de capaci-

dad con una membrana P-10. En la misma célula se desaló la mues-

tra por lavados sucesivos con la solución amortiguadora A.

3.5.4. Cromatografía en poli-L-lisina-Sepharosa 4B

La muestra desalada se cromatografió en una columna

de poli-L-lisina-Sepharosa 4B equilibrada en la misma solución

amortiguadora A. Una parte de actividad HMG-CoA reductasa se

excluye, pero la mayor parte es eluida a 125 mM KC1 (véase Figura

13). Las fracciones activas se concentraron con un Amicon de 10

mL de capacidad hasta un volumen final de 1,5-2 mL y se cromato-

grafiaron en gel filtración.
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CROMATOGRAFÍA EN AMINOHEXIL-SEPHAROSA 4B DE LA ACTIVIDAD

HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA M
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Figura 12

Las fracciones activas procedentes de la cromatografía en fosfo-

celulosa se diluyen tres veces con la solución amortiguadora A y

se cromatografían en una columna de Aminohexil-Sepharosa 4B

(2x4 cm) a una velocidad de 40 mL/h. Una vez entrada la muestra

y lavada la columna con la misma solución de equilibrado, se ins-

taura un gradiente entre 0-500 mM KC1 (200 + 200 mL). Se recogen

fracciones de 5,5 mL. En círculos se representa la actividad

HMG-CoA reductasa fosfatasa, en línea de puntos la absorbencia

leída a 280 nm.
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CROMATOGRAFÍA EN POL·I-L-L·ISINA-SEPHAROSA 4B DE LA ACTIVIDAD

HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA M
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Figura 13

La actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa purificada en Amino-

hexil-Sepharosa 4B se cromatografió en una columna de poli-L-

lisina-Sepharosa 4B (6 x 2 cm) equilibrada con la solución A. Se

recogieron fracciones de 2 mL. Una vez entrada la muestra, la

columna fue lavada hasta que la absorbancia a 280 nm retornó a la

línea de base. Tras el lavado se instauró un gradiente entre 0-

500 mM KC1 (100 + 100 mL). En circuios se representa la actividad

HMG-CoA reductasa fosfatasa y en línea de puntos la absorbancia a

280 nm.
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3.5.5. Cromatografía en Ultrogel AC4

La columna se equilibró con solución A y 100 mM NaCl.

2 mL de la muestra concentrada de poli-L-lisina-Sepharosa 4B se

cromatografiaron en una columna de Ultrogel AC4 (véase Figura

14.A). El volumen de exclusión de los marcadores utilizados

permiten calcular el peso molecular en gel filtración de la

muestra purificada: 85 kDa. La proteína no puede ser seguida por

cambios en la lectura de absorbancia a 280 nm. Cada una de las

fracciones con actividad se dializó frente a agua y concentró en

una centrífuga conectada a vacío, reduciéndose el volumen a 50-

100 \iL.

En la Tabla IX presentamos el cuadro de purificación

de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M.

Interesa destacar que en algunas purificaciones, y

sin que se conozcan las causas, la actividad purificada en Ultro-

gel AC4 presenta pesos moleculares entre 50 y 60 kDa. Esta pér-

dida de peso puede ser atribuida a procesos proteolíticos incon-

trolados o bien a la separación por disociación o proteolísis de

subunidades no activas de la subunidad con actividad catalítica.

3.5.6. Electroforesis en geles de aerilamida en condiciones

dénaturantes de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa H

Alícuotas de cada fracción, una vez concentradas, se

sometieron a una electroforesis en gelés de acrilamida, bis-

acrilamida al 7,5 %, tal como se detalla en el apartado 2.5.1.

(véase figura 14 B). Como puede observarse las fracciones con

mayor actividad, 52, 53 y 54 presentan un doble banda que corres-

ponden a pesos moleculares de 54 y 48 kDa, no apareciendo otras

bandas en tinción con Coomasie. En otras purificaciones, en lugar
de aparecer un doblete, aparece una única banda de peso molecular

55 kDa. Estos resultados se corresponden con los de gel filtra-
ción, en los que en ocasiones la actividad aparece a pesos mole-

culares entre 50 y 60 kDa.
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CROMATOGRAFÍA EN ULTROGEL AC4 DE LA ACTIVIDAD

HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA M

Figura 14.A

Cromatografía en Ultrogel AC4 (80 x 1,5 cm) de la

muestra con actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa eluida de la

columna de poli-L-lisina-Sepharosa 4B. La columna se equilibró

con solución A y NaCl 100 mM a una velocidad de 10 mL/h, reco-

giéndose alícuotas de 2 mL. En línea gruesa y círculos se repre-

senta la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa. Las flechas

indican las fracciones a que eluyen los marcadores utilizados,

catalasa, anhidrasa carbónica, ovoalbúmina, mioglobina y con

pesos moleculares en kDa.

Figura 14.B

Cada una de las fracciones con actividad se concentró

en "speed-vacuum" y se realizó una electroforesis en gel de

acrilamida al 7,5 % en presencia de SDS. En la parte inferior del

gel se indican las fracciones de la cromatografía concentradas. A

la izquierda se indican los pesos moleculares de los marcadores

utilizados.
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CUADRO DE PURIFICACIÓN DE LA ACTIVIDAD

HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA M

MICROSOMAS

SOLUBLE

EXCLUIDO DEÄE-
CELULOSA

FOSFOCELULOSÄ

AM1NOHEXIL

POM-l-L·ISINA

ULTROGEL AC4

Proteína Actividad Total Actividad Especifica Rendimiento
ng Unidades Unidades/ixj %

2.640 15.680 5.9 100

353 12.544 35.5 80

84 7.025 83.6 45

100

16 1.475 92,2 20

2,7 540 200 7.6

0.7 125 178,5 1,7

0.03 50 1.666 0.7

TABLA IX

Se partió de 140 gramos de hígado de rata. En cada paso de puri-

ficación se determinó la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa y

la proteína.
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3.5.7. Electroforesis en geles de aerilamida en condiciones no

dénaturantes

La determinación de actividad en geles de acrilamida

requiere que las muestras utilizadas tengan una actividad elevada

ya que se producen importantes pérdidas de actividad en el pro-

ceso electrofcrético y también por la baja recuperación de pro-

teína, por ello se utilizaron alícuotas concentradas de la co-

lumna de Aminohexil-Sepharosa 4B. Cuando se utilizaron muestras

más purificadas no se detectó actividad en este tipo de geles.

Para la determinación de actividad se procedió como

se describe en el apartado 2.5.2, utilizando una alícuota de 25

HL del eluido de la cromatografía de Aminohexil-Sepharosa 4B

concentrada hasta 2 mL, y una muestra de 25 nL de la subunidad

catalítica PrP 1 obtenida de músculo de conejo. Los resultados se

muestran en la Figura 15. En la determinación de actividad PrP se

utiliza sustrato glucógeno fosforilasa ya que el ensayo con

sustrato HMG-CoA reductasa no permite visualizar la actividad en

las mismas condiciones. La actividad de la PrP purificada a

partir de microsomas presenta un único pico de actividad a un Rf

de 0,28 y 0,31 en la electroforesis de dos alícuotas distintas.

La actividad PrP lc presenta un máximo a un Rf de 0,58. Cuando en

carril paralelo al utilizado para la determinación de actividad,

se extrae la proteína de los fragmentos obtenidos al cortar el

gel en las mismas fracciones y los extractos se vuelven a croma-

tografiar en un gel del 7,5 % en condiciones dénaturantes, la

tinción con Coomasie o la tinción con nitrato de plata no permi-

ten visualizar ninguna banda de proteína.
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DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD PROTEIN FOSFATABA EN GELES DE

ACRILAMIDA EN CONDICIONES NO DENATURANTES
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Figura 15
Se determinó la actividad PrP sobre sustrato glucógeno fosforila-

sa, en las fracciones de gel obtenidas al cortar los carriles en

fragmentos de 5 mm. La superficie rayada corresponde a la activi-

dad determinada en el carril de la electroforesis en el que se

sembraron 25 |JiL de la muestra concentrada que eluye de la croma-

tografía de Aminohexil-Sepharosa 4B. La superficie de puntos

corresponde a la actividad determinada en el carril de la elec-

troforesis en el que se sembraron 25 \íL de la subunidad catalí-

tica de la PrP lc de conejo.



198

3.5.8. Cromatoenfoque de la actividad HMG-CoA reductasa

fosfatasa H

Se han utilizado distintos soportes y eluyentes,

obteniéndose los mejores resultados para cromatoenfoques realiza-

dos en la resina PBE-94 eluida entre pHs 7 y 4 con el polibuffer

74,. siguiendo las especificaciones de la casa suministradora

Pharmacia Fine Chemicals. Se utilizó una columna de 28,5 x 1 cm

que se eluyó a 20 mL/h, recogiéndose fracciones de 2 mL. La solu-

ción de elución se preparó con polibuffer 74, que se lleva hasta

el volumen de dilución final con la solución: sacarosa 200 mM,

EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, mercaptoetanol 15 mM, PMSF 0,5 mM. La

solución final se ajusta a pH 4 con HC1.

Se partió de 140 gramos de hígado, siguiéndose la

purificación ya descrita hasta la cromatografía en Aminohexil-

Sepharosa 4B. El eluido con actividad se concentró hasta 2 mL

(424 unidades HMG-CoA reductasa fosfatasa), equilibrándose en la

misma célula de concentración con la solución amortiguadora

utilizada para equilibrar el cromatoenfoque: sacarosa 250 mM,

EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, mercaptoetanol 15 mM, PMSF 0,5 mM, imidazol

25 mM, ajustando el pH a 7,4 con ácido acético.

A pHs inferiores a 6 hay una gran pérdida de activi-

dad HMG-CoA reductasa fosfatasa; por ello, antes de cromatogra-

fiar la muestra problema se realiza un cromatoenfoque para cono-

cer los pHs de las distintas fracciones, aquellas con un pH

inferior a 6,5 se tamponaron con 400 \iL de glicina 2 M pH 8,5.

Los resultados se muestran en la Figura 16. La ac-

tividad HMG-CoA reductasa fosfatasa eluye en un solo pico con un

máximo a pH 5,8. Si no se ensaya inmediatamente es preciso añadir

albúmina bovina para lograr una concentración final de 0,4 mg/mL,

ya que la eliminación de proteínas acompañantes provoca pérdida

de actividad. Esta cromatografía no se incluye en el proceso

general de purificación, pues tan sólo añadiendo albúmina a las

muestras, éstas mantienen la actividad.
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CROMATOENFOQUE DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA M
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Figura 16

Cromatoenfoque de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M

purificada hasta la cromatografía de Aminohexil-Sepharosa 4B. La

actividad HMG-CoA reductasa se representa en línea de trazo

grueso y círculos vacíos. La proteína se expresa en ng/mL, línea

de guiones. En línea de puntos se indica el pH en cada fracción.
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3.6. CARACTERIZACIÓN DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA

FOSFATABA M

3.6.1. Ensayos con sustrato Ser (S2P) HMG-CoA reductasa

A lo largo de la purificación del enzima HMG-CoA

reductasa fosfatasa M se ha utilizado como sustrato HMG-CoA

reductasa homogénea e inactiva y los ensayos de actividad protein

fosfatasa se han seguido por el aumento de actividad HMG-CoA

reductasa. Se hace preciso demostrar que el aumento de actividad

está directamente provocado por la hidrólisis de los fosfatos;

para ello utilizamos sustrato HMG-CoA reductasa marcada con Í2P

que se obtuvo como se describe en el apartado 2.3.3.

A fin de demostar la defosforilación con pérdida de
32P, alícuotas de 180 \iL de HMG-CoA reductasa (6,24 \ig, 1,20

HC/mg) se incubaron en un volumen final de 700 \iL, con una mues-

tra con actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M, procedente de la

cromatografía de Aminohexil-Sepharosa 4B. A intervalos de tiempo

de O, 1, 3, 5, 10, 20 y 30 minutos se extrajeron alícuotas de 5

\iL en las que se determinó la actividad HMG-CoA reductasa, tras

diluirlas convenientemente en la solución: Tris/HCl 40 mM, pH 7,

1 mM DTT, 5 mM PP, 50 mM KF y albúmina bovina 0,5 mg/mL, tal como

se indica en el apartado 2.4.2. En otras alícutoas de 35 |iL

procedentes de la misma mezcla de reacción, y a los mismos tiem-

pos se determinó el 3 2 P unido a proteína (161). Alícuotas de 45

HL de la misma mezcla de reacción extraídas a los mismos tiempos

se sometieron a una electroforesis en geles de acrilamida-SDS al

7,5 %. Una vez teñido y seco el gel, este se contactó con una

película Valca para autorradiografía, a -70°C durante 24 horas,

con la ayuda de una placa intensificadora Micron R-0 Dupont H-

Plus.

La liberación de 3 2P se produce simultáneamente a la

reactivación del enzima HMG-CoA reductasa; puede observarse una

sola banda que corresponde a la HMG-CoA reductasa homogénea y

como dicha banda pierde intensidad a medida que aumenta el tiempo

de incubación y disminuye el fosforo unido a proteína, (véase

Figura 17).
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-A- Alícuotas de 45 |aL de la mezcla de incubación formada por
HMG-CoA reductasa homogénea (1,20 (aC/mg) y HMG-CoA reductasa
fosfatasa M, convenientemente diluida se extrajeron a los tiempos
indicados. Las muestras se sometieron a una electroforesis en
geles de acrilamida-SDS al 7,5%, de la que se se obtuvo la auto-
radiografía que se muestra. Se indican los pesos moleculares en
kDa de los marcadores utilizados, glucógeno fosforilasa (98 kDa),
albúmina bovina (66 kDa) y ovoalbúmina (45 kDa)
-B- En otras alícuotas de la misma mezcla de incubación extraídas
a los mismos tiempos se determinaron la actividad HMG-CoA reduc-
tasa y el 3 2 P unido a proteínas tal como se indica en el apar-
tado 3.6.1.
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3.6.2. Clasificación de la actividad HMG-CoA reductasa

fosfatasa N

En el apartado 3.4.3. la actividad excluida del DEAE

celulosa se clasificó de forma provisional como PrP 1. Para

confirmar esta clasificación se han utilizado tres criterios : 1)

ensayos frente a inhibidor 2 de músculo de conejo, 2) ensayos

frente al RP inhibidor de hígado de rata y 3) ensayos frente a

protamina.

3.6.2.1. Ensayos frente al inhibidor 2

Los ensayos se realizaron como se indica en el apar-

tado 2.4.8. 10 nL de inhibidor 2 convenientemente diluido se

incubaron durante 15 minutos a 30°C con 20 nL de HMG-CoA reduc-

tasa fosfatasa M purificada hasta la columna de Aminohexil-Se-

pharosa 4B. Tras la incubación se añadieron 20 \íL de sustrato

(glucógeno fosforilasa o HMG-CoA reductasa) y se prosiguió el

ensayo tal como se indica en los apartados 2.4.3. y 2.4.4. Los

resultados se muestran en la Figura 18.

Puede observarse que para obtener un 50 % de inhibi-

ción, la actividad purificada requiere concentraciones entre 6 y

10 veces superiores de inhibidor 2 que la subunidad catalítica de

la PrP 1 de músculo de conejo; 100 ng de inhibidor 2 inhiben

entre el 80-85 % de la actividad microsomas inicial, pero no se

consiguen inhibiciones mayores por aumento de inhibidor 2. La

subunidad catalítica 2A de músculo de conejo requiere al menos

concentraciones cien veces superiores para ser inhibida en las

mismas condiciones.

Los resultados obtenidos frente a glucógeno fosfo-

rilasa como sustrato, que utilizamos como control, no se distin-

guen de los resultados obtenidos cuando el sustrato de las PrP es

HMG-CoA reductasa.
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INHIBICIÓN DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA M

FRENTE AL INHIBIDOR 2 DE MÚSCULO DE CONEJO

Figura 18

Cantidades crecientes de inhibidor 2 purificado a

homogeneidad a partir de músculo de conejo (abscisas) se incuba

con cantidades fijas (3 unidades, valoradas frente a glucógeno

fosforilasa como sustrato) de la subunidad catalítica tipo 1 de

músculo de conejo, PrP lc (D ) o de la subunidad catalítica tipo

2 también de músculo de conejo ( o ). El comportamiento de estas

dos PrP sirve de control de la inhibición del inhibidor 2 sobre

la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M ( • ). En ordenadas se

representa el % de actividad residual PrP tras la incubación con

cantidades crecientes de inhibidor. En ensayo se realiza utili-

zando como sustrato glucógeno fosforilasa, panel A, y HMG-CoA

reductasa, panel B.
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3.6.2.2. Ensayos frente al KP inhibidor

El RP inhibidor se muestra capaz de inhibir la ac-

tividad PrP 2A, únicamente cuando el sustrato utilizado es la

HMG-CoA reductasa, sin afectar la actividad PrP 1 (295).

Muestras de RP-inhibidor purificado de hígado de

rata, cedidas amablemente por la Dra. Dolors Serra, se utilizaron

para caracterizar nuestra proteína microsomal. Los ensayos se

realizaron tal como se ha descrito en el apartado 3.6.2.1. susti-

tuyendo el inhibidor 2 por 10 \nL de RP-inhibidor, y utilizando

como sustrato HMG-CoA reductasa. Los resultados se muestran en la

Figura 19.

Puede observarse que la actividad purificada es poco

afectada por el RP inhibidor, comportándose de nuevo como una

proteína asimilable a la PrP 1 catalítica de músculo de conejo.

3.6.2.3. Ensayos frente a protamina

Se vio en el apartado 3.4.3. que la actividad ex-

cluida del DEAE celulosa no era reactivable por protamina. La

rectivación frente a este tipo de poliaminas, cuando se utiliza

glucógeno fosforilasa como sustrato, se considera criterio sufi-

ciente para clasificar a una PrP como tipo 2A (274)(331).

El ensayo se realizó tal como se indica en el apar-

tado 2.4.9. utilizando glucógeno fosforilasa como sustrato y como

fuente de actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M la que eluye de

la columna de Aminohexil-Sepharosa 4B, una vez concentrada. En

presencia de 25 ng/mL de protamina, la actividad purificada de

microsomas de hígado de rata, no tan solo no es reactivada sino

que queda inhibida entre el 64 y 70 % según los ensayos. Este

resultado confirma que no arrastramos contaminación por PrP 2A.

De estos resultados podemos concluir que la proteína

microsomal purificada puede ser clasificada con mayor acierto

como PrP 1 que como PrP 2, si bien su sensibilidad frente al

inhibidor 2 es menor que la de la PrP lc de citosol de músculo de
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conejo, lo que explica los resultados obtenidos en el apartado

3.4.1. La falta de reactivación frente a protamina indica que no

está contaminada por PrP 2A. La necesidad de mayores concentra-

ciones de inhibidor 2 que las requeridas para la subunidad cata-

lítica tipo 1 de conejo, así como la inicial sensibilidad al RP

inhibidor consideramos que son características de la actividad

HMG-CoA reductasa fosfatasa M.
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INHIBICIÓN DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA M

FRENTE AL RP INHIBIDOR DE HÍGADO DE RATA
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Figura 19

Cantidades crecientes de RP inhibidor purificado a homogeneidad a

partir de hígado de rata (abscisas) se incubaron con cantidades

fijas (3 unidades, valoradas frente a glucógeno fosforilasa como

sustrato) de la subunidad catalítica tipo 1 de músculo de conejo,

PrP le (D ) o de la subunidad catalítica tipo 2 también de mús-

culo de conejo (o ). El comportamiento de estas dos PrP sirve de

control de la inhibición del RP inhibidor sobre la actividad HMG-

CoA reductasa fosfatasa M { • ). En ordenadas se representa el %

de actividad residual PrP tras la incubación con cantidades

crecientes de inhibidor. En ensayo se realiza utilizando como

sustrato HMG-CoA reductasa.
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3.6.3. Tripsinización controlada

Una muestra con la actividad HMG-CoA reductasa

fosfatasa M, purificada parcialmente hasta la cromatografía de

Aminohexil-Sepharosa 4B se tripsinizó como se indica en el apar-

tado 2.7.4. Los resultados se muestran en la Figura 20. La acti-

vidad PrP con sustrato HMG-CoA reductasa disminuye significativa-

mente al ser tripsinizada, manteniendo una actividad residual de

aproximadamente el 40 % de la actividad inicial aun cuando se

incuba a tiempos relativamente prolongados. La presencia de 5 mM

Mn2 no modifica el comportamiento frente a este sustrato, y en

todo caso favorece la pérdida de actividad a tiempos cortos.

Cuando en lugar del concentrado de la salida de la

columna cromatográfica de Aminohexil-Sepharosa 4B utilizamos

muestras menos purificadas, como son los solubilizados de micro-

somas obtenidos con Triton X-100, los resultados no varían signi-

ficativamente .
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TRIPSINIZACION DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA KEDUCTASA FOSFATASA
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Figura 20

Una muestra parcialmente purificada a partir de microsomas de

hígado de rata, se tripsiniza en ausencia ( o ) y presencia ( • )

de 5 mM Mn2* . La relación tripsina/proteína es de 1/90. La in-

cubación transcurre durante los tiempos señalados en abscisas y

se finaliza por adición de inhibidor de tripsina de soja en

relación 1/10 tripsina/inhibidor.
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3.6.4. Fosforilación con GSQ-3 y calentamiento a 100°C

La actividad PrP 1 de origen citosólico puede estar

presente en formas activa o inactiva. La forma inactiva requiere

ser fosforilada con GSQ-3 en presencia de ATP-Mga * para obtener

la máxima activación. Para conocer si la PrP microsomal es sensi-

ble a reactivación por esta protein quinasa procedemos a incubar

la muestra con GSQ-3 y ATP-Mg2*. Una muestra purificada y concen-

trada procedente de la cromatografía de Aminohexil-Sepharosa 4B,

20 nL, se incubó con 20 \iL de una solución que contenía acetato

magnésico, 1,7 mM, ATP 0,17 mM y GSQ-3 0,5 U/mL. Tras incubar

durante 5 minutos a 30°C, se añadían 20 |aL de [ÍZP] fosforilasa

a, prosiguiendo el ensayo de actividad glucógeno fosforilasa

fosfatasa. En ninguna de las muestras aparece reactivación de la

actividad PrP. Cuando el ensayo se realiza sobre sustrato HMG-CoA

reductasa tampoco se modifica la actividad PrP.

Para saber si la actividad HMG-CoA reductasa fosfa-

tasa M, contiene como subunidad el inhibidor 2, una muestra

procedente de la cromatografía de Aminohexil-Sepharosa 4B se

calentó durante 10 minutos a 100°C. En estas condiciones se

destruye la actividad PrP y la actividad inhibidora del inhibidor

2 puede expresarse utilizando como sustrato otras PrP. La activi-

dad inhibidora se mide sobre la subunidad catalítica de la PrP 1

obtenida de músculo de conejo, los ensayos se realizan con sus-

tratos glucógeno fosforilasa y HMG-CoA reductasa. No se detecta

la presencia de inhibidor 2 en la muestra de HMG-CoA reductasa

fosfatasa M. Cuando el calentamiento se realiza directamente

sobre microsomas resuspendidos 5 mg/mL, y en éstas muestras

calentadas se investiga la presencia de inhibidor 2 tampoco se

obtienen resultados positivos.

Tanto los resultados obtenidos con GSQ-3 como los de

calentamiento a 100°C confirman que la PrP 1 microsomal no in-

cluye el inhibidor 2, y que el modelo citosólico de PrP 1 no

puede extrapolarse a la PrP 1 microsomal. Al mismo tiempo, con-

firmamos que la actividad purificada en microsomas no se debe a

una contaminación por PrP 1 citosólica.
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3.6.5. Rotura por precipitación con acetona

Como se ha visto, la tripsinización controlada pro-

voca al menos la pérdida del 60 % de actividad. Ensayos previos

en nuestro Laboratorio habían concluido que las HMG-CoA reductasa

fosfatasas microsomales sufren importantes pérdidas de actividad

HMG-CoA reductasa fosfatasa en el proceso de tratamiento con

etanol, manteniendo tan solo el 7 % de la actividad inicial,

hecho que contrasta con el aumento provocado cuando se utilizan

protein fosfatasas citosólicas, tanto con glucógeno fosforilasa o

HMG-CoA reductasa como sustratos. Esta pérdida de actividad

dificulta el proceso de purificación de la subunidad de 37 kDa.

Por tanto creímos de interés determinar si otros

tratamientos, como la precipitación con acetona, provocaban el

mismo efecto. La precipitación con acetona se realizó tal como se

indica en el apartado de material y métodos 2.7.3. Para ello el

excluido y el retenido de DEAE-celulosa, resultantes de cromato-

grafiar los solubles obtenidos con Triton X-100 0,1 %, se tra-

taron a temperatura ambiente con el mismo volumen de acetona que

de muestra inicial en presencia de 1 mM Mg2* . Los resultados se

muestran en la Tabla X.

Puede observarse que las pérdidas son importantes

cuando el sustrato es HMG-CoA reductasa (entre el 85-90 %) y que

sobre sustrato glucógeno fosforilasa las pérdidas son menores

(60-45 %). Las diferencias en función de sustrato pueden deberse

a que durante el proceso de precipitación se obtienen distintos

polipéptidos, de peso molecular próximo, cada uno de ellos con

distinto grado de actividad para cada uno de los sustratos. Ello

vendrá confirmado por los datos de purificación de la subunidad

de 37 kDa.
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EFECTO DE LA PRECIPITACIÓN CON ACETONA SOBRE LA ACTIVIDAD

PROTEIN FOSFATABA SOLUBILIZADA DE MICROSOMAS

Sustrato

HMG-CoA reductasa glucógeno fosforilasa

Excluido del
15 55

DEAE-celulosa

Retenido del
10 43

DEAE-celulosa

TABLA X

Las fracciones excluidas y retenidas del DEAE-celulosa se tra-

taron con acetona tal como se indica en el apartado 2.7.3. En los

solubles obtenidos tras el tratamiento se determinó la actividad

PrP sobre sustratos HMG-CoA reductasa y glucógeno fosforilasa. En

la tabla se expresan los porcentajes de actividad recuperados

respecto al 100 % de la actividad en la muestra antes del trata-
miento.
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3.6.6. Especificidad de la actividad HMG-CoA reductasa

fosfatasa H

En el proceso de purificación de la actividad solu-

bilizada de microsomas y excluida del DEAE-celulosa se ha mos-

trado la actividad PrP sobre sustrato HMG-CoA reductasa. También

se ha utilizado glucógeno fosforilasa como sustrato con el fin de

conocer si en algún momento de la purificación se separaban ambas

actividades. Sin embargo, los perfiles cromatográficos han sido

iguales para ambos sustratos, coincidiendo siempre los máximos de

actividad en todas las cromatografías. De ello se concluye que no

existe una actividad que tenga únicamente como sustrato el enzi-

mas HMG-CoA reductasa.
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3.6.7. Diferencias entre la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa

M y la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa unida al

precipitado de glucógeno

Los ensayos de fraccionamiento han puesto de mani-

fiesto que existen dos actividades HMG-CoA reductasa fosfatasa,

una en microsomas y otra en glucógeno. A fin de discernir las

similitudes y diferencias cromatográficas de las dos actividades

y apoyar nuestra tesis, se procedió a solubillzar la actividad

para luego purificarla, siguiendo el mismo procedimiento que el

utilizado para la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M de

origen microsomal, ya que no se persigue purificar la actividad

unida al glucógeno sino observar como se comporta esta actividad

expuesta a las mismas condiciones que la unida a microsomas.

3.6.7.1. Solubilización de la actividad HMG-CoA reductasa

fosfatasa de precipitado de glucógeno

Del precipitado de glucógeno, obtenido a partir de

hígado de ratas alimentadas, se solubilizó la actividad HMG-CoA

reductasa fosfatasa tal como se describe en los apartados 2.7.1.

y 2.7.2. En todos los casos las muestras se incubaron dos horas a

4°C en los distintos medios de solubilización. Los resultados se

muestran en la Figura 21.

El patrón de solubilización a partir de glucógeno

presenta un comportamiento diferenciado respecto al de microso-

mas. Para el precipitado de glucógeno el tratamiento que se

muestra más eficaz es el amiloglucolítico y si el rendimiento no

es mayor se debe únicamente a que todas las muestras se han

incubado dos horas a 4°C (como en el caso de la Figura 8), y

estas condiciones y la concentración de a-amilasa, no son sufi-

cientes para eliminar todo el glucógeno de esta fracción, pudién-

dose visualizar un "pellet" tras la centrifugación. También se

observa que las actividades solubilizadas con Tritón o KC1 son

superiores a la de control, lo cual puede indicar una posible

contaminación de precipitado de glucógeno con membranas microso-

males o con proteínas de otro origen.
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SOLUBILIZACION DE LA ACTIVIDAD BMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA A

PARTIR DEL PRECIPITADO DE GLUCÓGENO
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FIGURA 21
Se representa en barras vacías la actividad HMG-CoA reductasa

solubilizada en tanto por ciento respecto a un 100 % de actividad

en la fracción de partida. En barras rayadas se muestra la acti-

vidad residual en el precipitado obtenido después de centrifugar

a 100.000 xg.
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3.6.7.2. Cromatografía en DEAE-celulosa

Se partió de los hígados de 12 de ratas alimentadas,

obteniéndose el precipitado de glucógeno como se detalla en el

apartado 2.6.1. El precipitado de glucógeno se trató con cc-ami-

lasa salival, 1 mg/mL, durante 24 horas a 4°C, manteniéndose en

diálisis frente a la solución amortiguadora A, utilizada para la

purificación de las PrP de origen microsomal a la que se añadió

leupeptina para una concentración de 2 ng/mL. La actividad so-

lubilizada se sometió a una cromatografía en DEAE-celulosa (véase

Figura 22). Parte de la actividad es excluida y parte es reteni-

da, presentando un perfil similar a los solubles de Tritón de

origen microsomal.

La actividad excluida centra nuestro interés dado su

comportamiento similar al de la HMG-CoA reductasa fosfatasa M. Se

prosiguió la purificación con el excluido del DEAE-celulosa y se

cromatografió en una columna de fosfocelulosa P-ll. En esta

resina la muestra pierde completamente la actividad no recuperán-

dose actividad en ninguna de las fracciones (excluido, lavado o

eluido con sal). Ha sido descrito que cuando se intenta purificar

el enzima a través de fosfocelulosa, este pierde la actividad,

(244).



216

CROMATOGRAFÍA EN DEAE-CELULOSA DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA

FOSFATABA SOLUBILIZADA DEL PRECIPITADO DE GLUCÓGENO
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Figura 22

El soluble del precipitado de glucógeno, obtenido con tratamiento

amiloglucolítico, se cromatografió en una columna de DEAE-celu-

losa (2,5 x 6 cm) equilibrada con solución amortiguadora sacarosa

250 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Tris/HCl pH 7,2, PMSF 0,1 mM,

benzamidina 1 mM y mercaptoetanol 15 mM. Tras el lavado se eluyó

con un gradiente de 0-600 mM KC1 (200 + 200). Cada 8 minutos se

recogieron fracciones de 8 mL; en ellas se determinó la actividad

HMG-CoA reductasa fosfatasa ( o ). La absorbancia a 280 nm se

representa en línea de puntos.



217

3.6.7.3. Cromatografía en Aminohexil-Sepharosa 4B

Se inició un nueva purificación a partir de los

hígados de 12 ratas alimentadas y se obtuvo el excluido del DEAE-

celulosa, que fue cromatografiado en una columna de Aminohexil-

Sepharosa 4B (véase Figura 23). Se sigue la purificación sin

congelar las muestras ya que en este proceso pierden la activi-

dad.

Parte de la actividad eluye en el excluido y parte en

el gradiente de KC1 a unas concentraciones de 125 y 175 mM KC1.

No fue posible proseguir la purificación pues hay una completa

pérdida de actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa. La inestabili-

dad de las preparaciones de PrP procedentes de glucógeno está

bien documentada Tsuiki y col. (327), Mvumbi y col. (244); estos

autores recomiendan utilizar soluciones con 1 mM MnCl2, catión

ausente en nuestras soluciones amortiguadoras ya que tiene un

efecto ligeramente inhibidor sobre la actividad HMG-CoA reductasa

fosfatasa M. También está descrita una elevada inestabilidad de

la PrP IG de músculo esquelético, variando los valores de recupe-

ración de actividad de preparación a preparación, el enzima

purificado es muy lábil y pierde su actividad en el almacenamien-

to Khatra y col. (192). Las muestras no pueden ser congeladas ya

que pierden totalmente la actividad.

En la Tabla XI presentamos el cuadro de la purifica-

ción parcial de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa de

origen microsomal.

Tras los resultados de purificación podemos concluir

que nos encontramos ante una proteína que tiene un comportamiento

distinto a la HMG-CoA reductasa fosfatasa M de origen microsomal

y que por tanto la contaminación de glucógeno no afecta el por-

centaje de distribución calculado para esta subfracción, con

respecto a la fracción microsomal.
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CROMATOGRAFÍA EN AMINOHEXIL-SEPHAROSA 4B DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA

REDUCTASA FOSFATABA SOLUBILIZADA DEL PRECIPITADO DE GLUCÓGENO
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Figura 23

La muestra excluida del DEAE-celulosa se cromatografió en una

columna de Aminohexil-Sepharosa 4B (2 x 4 cm) equilibrada con la

solución amortiguadora A. Una vez entrada la muestra y lavada

hasta que la absorbancia retornó a la línea de base, se instauró

un gradiente entre 0-500 mM KC1 (100 + 100 mL), recogiéndose

fracciones de 4,5 mL cada 9 minutos. En línea gruesa y círculos

vacíos ( o ) se representa la actividad HMG-CoA reductasa fosfa-

tasa.(—). En línea de puntos la absorbancia a 280 nm. La flecha

indica el inicio del gradiente.
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CUADRO DE PURIFICACIÓN PARCIAL DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA

FOSFATABA OBTENIDA A PARTIR DEL PRECIPITADO DE GLUCÓGENO

Proteína Actividad Total Actividad Específica Rendiniento Veces de purificación
ig Unidades Unidades/mg 7.

OLXOGENO 40 6040 151 100

SOLUBLE
o-AMILASA 25 3744 149 62

EXCLUIDO
DEAE-CELULOSA 4.5 1234 274 20 1.8

AMINOHEXIL
4B 0.1 279 2.790 4.6 18.5

TABLA XI

Se partió de 78 gramos de hígado de rata. En cada paso de purifi-

cación se determinó la actividad HMG-CoA reductasa fosfatase y la

proteína.
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3.7. PURIFICACIÓN DE LA SUBUNIDAD CATALÍTICA de 37 kDa DE LA

HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA M

3.7.1. Obtención de la subunidad catalítica

En la purificación de las subunidades catalíticas de

las PrP se han utilizado distintos tratamientos proteolíticos,

como son tripsinización, precipitación con acetona, con etanol y

rotura por congelación descongelación bruscas (18)(337)(350).

Dados los bajos rendimientos obtenidos en la precipitación con

etanol se intenta la purificación a partir de extractos tratados

con tripsina y con acetona.

Se obtuvo el excluido del DEAE-celulosa como en el

apartado 3.5.1, a partir del hígado de 16 ratas alimentadas. El

excluido se dividió en dos partes que fueron tratadas una con

tripsina y otra con acetona, como se indica en los apartados

2.7.4. y 2.7.3. La muestra tripsinizada se concentró en un Amicon

hasta 10 mL y la muestra precipitada con acetona se resuspendió

en el mismo volumen.

3.7.2. Cromatografía en Bio Gel A 0.5m

Las muestras tripsinizada y la precipitada con ace-

tona y dializada se cromatografiaron en una columna de Bio-Gel A

0.5m. Los resultados se muestran en la figura 24. Puede obser-

varse que en ambos casos se obtiene una subunidad catalítica de

35-37 kDa.

La tripsinización presenta dos inconvenientes: por un

lado tanto la tripsina (24 kDa) como el. inhibidor de tripsina de

soja (20 kDa) contaminan la muestra, arrastrándose a lo largo de

toda la purificación; puede observarse también que el pico de

actividad coincide con un pico de absorbancia a 280 nm lo que

implica que la muestra arrastra más contaminación proteica. La

precipitación con acetona conlleva la eliminación de un gran

número de proteínas y las muestras se presentan inicialmente

menos contaminadas, por ello se prefiere proseguir la purifica-

ción con la muestra procedente de la precipitación con acetona.
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CROMATOGRAFÍA EN BIO GEL A O.5m DE LAS ACTIVIDADES HMG-CoA

REDUCTASA FOSFATASA PROTEOLIZADAS CON TRIPSINA Y ACETONA

Figura 24

10 mL de Las muestras procedentes de la tripsiniza-

ción controlada, panel A, y la precipitación con acetona, panel

B, se cromatografiaron en una columna de Bio-Gel A 0.5m (55 x

2,5) equilibrada con la solución A y NaCl 100 mM. Se recogieron

fracciones de 4 mL cada 10 minutos y en ellas se determinó la

actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa (o ). Se siguió el aumento

de absorbancia a 280 nm, linea de puntos. Los marcadores utiliza-

dos son Blue-Dextran (Vo), aldehido deshidrogenasa (126 kDa),

albúmina bovina (66 kDa), ovoalbúmina (45 kDa) y mioglobina (17

kDa), indicándose mediante flechas las fracciones que corres-

ponden a sus volúmenes de elución.
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3.7.3. Cromatografía en Aminohexil-Sepharosa 4B

La muestra, previamente precipitada con acetona,

eluida de la cromatografía de Bio-Gel A.05 (60 mL), se cromato-

grafió en una columna de Aminohexil-Sepharosa 4B. La mayor parte

de la actividad PrP fue retenida y para su elución se aplicó un

gradiente de NaCl entre O y 500 mM (150 + 150 mL). La absorbancia

leída a 280 nm no muestra cambios a lo largo de todo el gradiente

respecto a la línea de base (véase Figura 25).

La actividad PrP se ha medido en todas las ocasiones

y a lo largo de la purificación de la HMG-CoA reductasa fosfatasa

M y de la subunidad catalítica sobre sustrato HMG-CoA reductasa,

así como sobre sustrato glucógeno fosforilasa (resultados que no

han sido graficados). En todas las ocasiones los cromatogramas

han sido coincidentes. Sin embargo, en la cromatografía aguí

presentada la actividad se desdobla en dos picos, uno exclusiva-

mente activo sobre sustrato glucógeno fosforilasa, que aparece a

una conductancia de 11 mS y otro activo sobre ambos sustratos y

que tiene el máximo a 13,5 mS. Una vez pooleadas y concentradas

las fracciones separadamente, se determinó la proporción de pro-

teína: al pico I le correspondieron 200 |ig y al pico II 100 ĝ.

Este desdoblamiento de la actividad PrP sobre sustrato glucógeno

fosforilasa, que no se produce sobre sustrato HMG-CoA reductasa,

puede indicar, junto a los resultados obtenidos en la precipita-

ción con acetona, que se producen distintos polipéptidos, no

separables en la cromatografía de Bio Gel A 0.5m, uno o varios de

los cuales sólo tiene actividad sobre el sustrato glucógeno

fosforilasa, posiblemente por requerir un fragmento proteolizado

para reconocer el sustrato HMG-CoA reductasa.
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CROMATOGRAFÍA EN AMINOHEXIL-SEPHAROSA 4B DE LA SUBUNIDAD

DE 37 kDa DE LA HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA M
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Figura 25

La muestra procedente de la cromatografía en Bio-Gel A 0.5m fue

cromatografiada en una columna de Aminohexil-Sepharosa 4B (2,5 x

1,5 cm). Una vez lavada, se instauró un gradiente de 0-500 mM

NaCl (150 + 150 mL). Se recogieron fracciones de 3,5 mL. En línea

punteada se muestra el incremento de conductancia en mS. En línea

gruesa y círculos vacíos la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa

(o ). En línea fina y cuadrados vacíos la actividad glucógeno

fosforilasa fosfatasa ( D ).
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3.7.4. Cromatografía en poli-L-lisina-Sepharosa 4B

La muestra eluida del Aminohexil-Sepharosa 4B con

actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa se dializó frente a solu-

ción amortiguadora .A hasta que la conductancia disminuyó por

debajo de 2 mS, cromatografiándose en una columna de poli-L-

lisina-Sepharosa 4B (véase Figura 26). Para eluir la actividad

retenida por la columna se instauró un gradiente de NaCl entre O

y 500 mM. Las actividades HMG-CoA reductasa fosfatasa y glucógeno

fosforilasa fosfatasa eluyen en un solo pico con un máximo a 14,2

mS. Después de concentrar la muestra, la proteína asociada se

calcula entre 25 y 35 \ig. En la Tabla XII se presenta el cuadro

de purificación de la actividad de 37 kDa.

3.7.5. Electroforesis en geles de aerilamida

Las muestras procedentes de la purificación se corren

en una electroforesis y se tiñen con nitrato de plata (véase

Figura 27). Se observan 3 bandas con mayor intensidad que corres-

ponden a pesos moleculares de 31, 34 y 40 kDa. De ellas, las dos

primeras podrían deberse a fragmentos proteolíticos de la sub-

unidad catalítica y la tercera podría obedecer a una contamina-

ción.
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CROMATOGRAFÍA EN POLI-L-LISINA-SEPHAROSA 4B DE LA ACTIVIDAD

CATALÍTICA DE LA HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA DE 37 kDa
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Figura 26

La muestra procedente de la cromatografía de Aminohexil-Sepharosa

4B, pico II, una vez dializada se vuelve a cromatografiar en una

columna de poli-L-lisina-Sepharosa 4B (4 x 1,5 cm) equilibrada

con solución amortiguadora A. Una vez entrada la muestra y lava-

da, se instaura un gradiente (150 + 150 mL) entre 0-500 mM NaCl.

Cada 10 minutos se recogen fracciones de 4,5 mL. En línea de

puntos se representa la conductancia medida en mS, en línea

gruesa y círculos vacíos ( o ) la actividad HMG-CoA reductasa

fosfatasa y en línea fina y cuadrados vacíos ( D ) la actividad

glucógeno fosforilasa fosfatasa.



ELECTROFORESIS EN GELES DE ACRILAMIDA-SDS DE LA ACTIVIDAD

CATALÍTICA PURIFICADA
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Figura 27

A - Muestras procedentes de la cromatografía de Aminohexil-
Sepharos 4B, picos I y II de la"Figura 25, y de la cromatografía
en poli-L-lisina-Sepharosa 4B, Figura 26, se sometieron a una
electroforesis en geles de acrilamida-SDS del 10 %, carriles 1,
2 y 3 respectivamente. Fueron utilizados los marcadores de peso
molecular: albúmina bovina 66 (kDa), ovoalbúmina (45 kDa), gli-
ceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (36 kDa), anhidrasa carbó-
nica (29 kDa), e inhibidor de tripsina (20 kDa), carril M. La
electroforesis se tino con nitrato de plata.

B Se muestran las movilizadas relativas de las proteínas
marcadoras. Las flechas A, B y C corresponden a las proteínas
mayoritarias del carril 3, a las que corresponden unos pesos
moleculares de 31, 34 y 41 kDa respectivamente.



227

CUADRO DE PURIFICACIÓN DE LA ACTIVIDAD CATALÍTICA OBTENIDA POR

PRECIPITACIÓN CON ACETONA DE LA HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA M

Proteína Actividad Total Actividad Especifica Rendimiento Veces de purificación
mg Unidades Unidades/ng X

MICROSOMAS 1.830 12.821 7 100 1

SOLUBLE 532 11.324 21,2 88 3

EXCLUIDO DEAE 241 4480 18,5 35 2.6

PRECIPITACIÓN 60 885 14,7 7 2,1
CON ACETONA

100 1

BIOGEL A 0.5m 4 536 134 60 9,1
AMINOHEXIL 0,01 230 2.300 26 156
SEPHAROSA 4B

POLILISINA 0,03 70 2.330 8 158
SEPHAROSA 4B

TABLA XII

Se parte de 105 gramos de hígado de rata. En cada paso de purifi-

cación se determina la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa y la

concentración de proteína.
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3.8. PROPUESTA DE UN MODELO DE UNION DE LA HMG-CoA REDUCTASA

FOSFATASA M (85 kDa) A LAS MEMBRANAS MICROSOMALES

3.8.1. Cromatografía en DEAE-celulosa de la actividad HMG-CoA

reductasa fosfatasa solubilizada con KC1

El soluble de KC1 0,5 M obtenido a partir de microso-

mas de 5 ratas alimentadas, se dializó frente a solución A,

sometiéndose a una cromatografía en DEAE-celulosa en las mismas

condiciones que en el apartado 3.4.3. El resultado se muestra en

la Figura 28.A. Paralelamente se realiza otra cromatografía en

las mismas condiciones descritas, añadiendo a la muestra solubi-

lizada con KC1, Triton X-100 para una concentración del 0,1 % con

el objeto de averiguar si la presencia de Tritón puede modificar

el comportamiento cromatográfico en la columna de intercambio

iónico. El perfil cromatográfico es idéntico al obtenido sin

Tritón (gráfica no mostrada). La cromatografía en presencia de

Tritón, permite concluir que este detergente no está condicio-

nando el comportamiento en esta resina.

Como en el caso del soluble obtenido con Tritón

(véase Figura 10.A), en la cromatografía del soluble obtenido con

KC1, una parte de la actividad es excluida del DEAE-celulosa y

otra parte es retenida, pudiendo ser eluida con KC1. La similitud

entre el comportamiento de la actividad HMG-CoA reductasa fosfa-

tasa solubilizada con detergente o solubilizada con KC1 se pone

de manifiesto al comparar ambas figuras.

Tan sólo la actividad PrP 2A solubilizada con Tritón

X-100 y que aparece en los lavados (véase Figura 10 A), podría

deberse a una PrP que requiere detergentes para ser solubilizada.

Ello concuerda con los datos de solubilización presentados en el

apartado 3.4.1. en los que siempre se obtiene más actividad con

Tritón que con KC1. Para confirmar este extremo, los microsomas

que habían sido solubilizados tres veces con KC1 500 mM, y en los

que la actividad residual era pequeña, se solubilizaron una vez

más con Tritón X-100 0,1 %, recuperándose aproximadamente el 10 %

de la actividad inicial. Este cuarto soluble se cromatografío en

una columna de DEAE-celulosa (5 x 1,5 cm) una vez lavada la
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columna se instauró un gradiente entre 0-600 mM KC1 (véase

Figura 28.B). Se observa que la actividad excluida del DEAE-celu-

losa desaparece y sin embargo en el lavado aparece una actividad

que coincide con la clasificada como PrP 2A en la figura 10.B.

Las actividades eluidas con el gradiente aparecen a

150 mM KC1 presentando un perfil similar tanto a la Figura 10.A

como a la Figura 28.A.
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CROMATOGRAFÍA EN DEAS-CELULOSA DE LAS ACTIVIDADES SOLUBILIZADAS

DE MICROSOMAS CON KCl 500 mM

En la parte superior reproducimos exactamente la Figura 10.A

anteriormente presentada con objeto de facilitar su comparación

con el perfil obtenido de los solubles de KCl 500 mM.

Figura 28

-A-

Los solubles obtenidos con KCl 500 mM, a partir de microsomas del

hígado de 5 ratas, se cromatografíaron en una columna de DEAE-

celulosa (2,5 x 6 cm), panel A, equilibrada con solución amorti-

guadora: sacarosa 250 mM, EDTA 1 mM, EGTA l mM, Tris/HCl pH 7,2,

PMSF 0.1 mM, benzamidina 1 mM y mercaptoetanol 15 mM. En la posi-

ción que indica la flecha se inició un gradiente de KCl 0-600 mM

(200 + 200 mL). Cada 8 minutos se recogieron fracciones de 8 mL,

en éstas se determinó la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa.

En trazo discontinuo se representa la absorbancia leída a 280 nm.

-B-

Los microsomas solubilizados tres veces con KCl, se sometieron a

un cuarto solubilizado en presencia de Triton X-100 0,1 %. El

soluble obtenido se cromatografió en una columna de DEAE-celulosa

(5 x 1,5 cm). Se instauró un gradiente de (100 + 100 mL) entre

O y 600 mM KCl, recogiéndose fracciones de 4 mL cada 7 minutos.

Se determinó la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa, línea

gruesa y círculos abiertos, y la absorbancia a 280 nM, represen-

tada en línea de puntos.
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3.8.2 Cromatografía en Bio Gel A O.5m de la actividad HMG-CoA

reductasa fosfatasa solübilizada con KC1 0,5 M

La actividad solübilizada con KCl 0,5 M y excluida

del DEAE-celulosa se cromatografió en Bio Gel A 0.5m (véase

Figura 29.A.) El peso molecular aparente de esta actividad en gel

filtración es de 55 kDa. No se observa ninguna otra actividad

HMG-CoA reductasa fosfatasa en toda la cromatografía.

3.8.3. Disociación de la HMG-CoA reductasa fosfatasa N (85 kDa)

con KCl. Cromatografía en- Bio Gel A 0.5m

A una muestra obtenida de la solubilización de mi-

crosomas con Tritón X-100 y excluida del DEAE-celulosa, como en

el apartado 3.4.3, se añadió KCl sólido hasta una concentración

final de 0,5 M. Se mantuvo durante 30 minutos a 4°C y se croma-

tografió en Bio-Gel A 0.5m en las mismas condiciones que en el

apartado 3.8.2. El resultado se muestra en la Figura 29 B.

Puede observarse, por comparación de los paneles A y

B, que los máximos de actividad PrP coinciden cuando la actividad

ha estado en contacto con KCl 500 mM, ya sea como medida de

solubilización, o una vez solübilizada con otro tratamiento.

Interpretamos que la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M de

85 kDa se disocia en una subunidad de 55 kDa que coincide con la

actividad solübilizada con KCl.
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CROMATOGRAFÍA EN BIO GEL A 0.5 m DE LAS ACTIVIDADES

HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA TRATADAS CON KC1 0.5 M

Figura 29

Se realizó una cromatografía de gel filtración en columna Biogel

A 0.5 (82 x 5,5 cm), equilibrada con solución A, a la que se

añadió NaCl hasta una concentración final de 100 mM. Se reco-

gieron fracciones de 4,5 mL cada 10 minutos. Los marcadores

utilizados fueron Blue-Dextran, aldehido deshidrogenasa, albúmina

bovina, ovoalbúmina, inhibidor de tripsina de soja, mioglobina y

dicromato potásico. La elución de los marcadores y sus pesos

moleculares en kDa se indican con flechas en los volúmenes co-

rrespondientes de elución.

-A-

15 mL de la muestra excluida del DEAE-celulosa, del soluble de

KC1 0,5 M, obtenida como se detalla en el apartado 3.6.7.1. se

cromatografiaron en las condiciones descritas. La actividad HMG-

CoA reductasa fosfatasa se representa en cuadrados vacíos.

-B-

15 mL de la muestra excluida de la cromatografía en DEAE-celu-

losa, solubilizada con Tritón X-100 y posteriormente tratada con

KC1 0,5 M (véase apartado 3.4.2) se cromatografiaron en las

mismas condiciones que en -A-, eluyendo en un solo pico de acti-

vidad con un máximo que coincide con el de la Figura 29.A y

corresponde a un peso molecular aproximado de 55 kDa.

Si la muestra solubilizada con Triton y excluida del DEAE-celu-

losa era cromatografiada directamente, sin ser previamente diso-

ciada con KC1, la actividad eluida se repartía en un amplia zona

próxima al volumen vacío, que se representa en -A- bajo el nombre

"soluble de Tritón".
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3.8.4. Tripsinización de la subunidad disociada

Cuando las muestras procedentes del Bio-Gel A.05m,

Figuras 29.A y 29.B son tratadas, bien con tripsina o precipita-

ción acetónica, y de nuevo se someten a una cromatografía en gel

filtración, en una columna de Biogel A 0.5m, tal como se indica

en el apartado 3.7.2., en todos los casos se obtiene una activi-

dad que eluye en un solo pico, al que corresponde un peso molecu-

lar aproximado de 35-37 kDa (gráfica no mostrada). Los perfiles

de actividad son coincidentes con los presentados en la Figura

24.



4.- DISCUSIÓN
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4.1. ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA EN EXTRACTOS INICIALES

Los dispares porcentajes recogidos en la bibliografía

respecto a la distribución subcelular de las PrP (37)(174)(338)

se deben, fundamentalmente, a los distintos tipos de ensayo, a la

dilución de las muestras en el ensayo -lo que altera la actividad

específica- y al tratamiento de los animales antes del sacrifi-

cio.

La variación de la actividad específica en extractos

iniciales como efecto de la dilución se ha explicado por la

presencia de metabolitos que inhiben específicamente a las PrP,

o a su sustrato, cuando la actividad PrP se estudia indirecta-

mente a través de variaciones de actividad del enzima sustrato

Yang y col. (346), Ingebritsen y col. (174), Mvumbi y col. (244)

(245). Por ello, en muchos trabajos se propone el eliminar estos

metabolitos por diálisis o gel filtración de las muestras. Las

variaciones de actividad específica también se han explicado como

resultado de la disociación de la subunidad catalítica de sub-

unidades moduladoras ó inhibidoras; una vez libre, la subunidad

catalítica podría mostrar plenamente su capacidad enzimática. Un

ejemplo bien documentado es la PrP 10: al aumentar la dilución 25

veces (del 10% al 0,4%) la actividad se multiplica por tres,

Bollen y col. (37). La presencia de metabolitos y/o subunidades

moduladoras provocaría la ausencia de actividad PrP observada en

extractos concentrados.

Los resultados presentados en el apartado 3.1. evi-

dencian la importancia que tiene la dilución de las muestras en

el ensayo para el cálculo de la actividad específica. Si las

muestras se ensayan poco diluidas no se observa actividad PrP y a

medida que aumenta la dilución aumenta la actividad específica.

En las fracciones SPM y citosol es muy patente; en microsomas y

glucógeno aunque de forma menos espectacular, la actividad tam-

bién se incremente al aumentar la dilución. Estos hechos han sido

ya observados por Bollen y col. (37) para los sustratos glucógeno

sintasa y glucógeno fosforilasa. La variación de actividad espe-

cífica en función de la dilución se produce igualmente cuando las

muestras se someten a desalado en columnas de gel filtración,
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esto es, se eliminan los metabolites que puedan incidir inhibien-

do la actividad PrP. A altas diluciones el filtrado de las mues-

tras no modifica la actividad ya que la incidencia de los metabo-

litos no es significativa.

En el diseño de los ensayos se plantean dos alter-

nativas:

a) llevar las muestras a diluciones que no se vean afectadas por

los inhibidores de fosfatasas, o

b) calcular los porcentajes para una dilución prefijada.

La primera opción tiene el inconveniente de que no se

alcanza en las distintas fracciones una razonable meseta en la

cual podamos asegurar que se estabiliza la actividad específica.

En la segunda opción, el cálculo para una dilución prefijada

plantea el dilema de elegir uno u otro porcentaje. De los resul-

tados obtenidos para sustrato HMG-CoA reductasa, se concluye que

la actividad PrP debe ensayarse diluida ya que muestras mas

concentradas que a una dilución del 30% no muestran actividad

PrP.

Tanto si se elige una u otra opción, la suma de

porcentajes de actividad PrP en las fracciones citosol, micro-

somas y precipitado de glucógeno puede no ajustarse al 100% de la

actividad en el SPM, pudiendo ser tanto superior (para diluciones

altas) como inferior (para diluciones bajas). Otra alternativa en

el cálculo de porcentajes de distribución es dar valor 100% a la

suma de las fracciones C, M y G, y sobre este valor calcular el

porcentaje para cada uno de los sumandos, propuesta que plantea

el mismo inconveniente que la opción a) ya que la actividad

específica en citosol aumenta al igual en el sobrenadante postmi-

tocondrial.

Una razón más debe evaluarse cuando se diseñan los

ensayos de HMG-CoA reductasa fosfatasa: la localización micro-

somal del sustrato. Una elevada concentración de HMG-CoA reduc-

tasa en el ensayo inhibe la actividad HMG-CoA reductasa fosfata-

sa. Cuando la actividad PrP se mide en microsomas interesa que la

aportación de sustrato endógeno sea mínima, y controlar la con-

centración de HMG-CoA reductasa presente en el ensayo.
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En este trabajo hemos decidido llevar las muestras a

dilución infinita, esto es, la máxima dilución de la muestra que

permite el ensayo, manteniendo para cada subfracción la misma

dilución. De esta forma, si el aumento de actividad se debe a la

disociación de una actividad catalítica responsable de la acción

fosfohidrolasa, la disociación será mayor cuanto más enzima esté

presente. Si hay más actividad, ésta sólo puede producirse si hay

subunidades catalíticas capaces de disociarse. Esta elección pre-

senta el inconveniente, como ya hemos dicho, de que la suma de

actividades puede no coincidir con el 100 % inicial, y también la

limitación de que la contribución de otras subunidades regula-

doras no puede ser valorada si la dilución provoca su separación.

Al diluir las muestras nos alejamos de las condiciones fisiológi-

cas, pero si las muestras no son diluidas no se puede determinar

actividad PrP.
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4.2. LOCALIZACION SUBCELÜLAR DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA

FOSFATABA

Una de las principales dificultades que plantea la

localización de proteínas en el retículo endoplasmático, es el

hecho de que cuando se aislan microsomas, además de retículo

endoplasmático, éstos contienen también fragmentos de aparato de

Golgi, membranas plasmáticas, pequeñas vesículas y cantidades

variables de glucógeno, dependiendo de las condiciones de los

animales y de la técnica utilizada en la homogeneización de los

tejidos. Si la proteína en estudio presenta una distribución

múltiple: citosol, microsomas y glucógeno, la obtención de frac-

ciones no contaminadas es esencial, y con mayor relieve si la

actividad en una de estas fracciones es varias veces superior a

las demás. En estudios previos a este trabajo la contaminación

por proteínas procedentes de membranas plasmáticas había sido

desechada ya que el seguimiento del marcador de membranas plas-

máticas, 5-nucleotidasa, evidenciaba que los microsomas no conte-

nia cantidades apreciables de este enzima. Nos propusimos dese-

char la posibilidad de contaminación por proteínas de origen

citosólico o del precipitado glucógeno-proteico.

4.2.1. Contaminación de los microsomas con proteínas citosólicas

y proteínas adheridas

Las membranas microsomales poseen una elevada densi-

dad de carga asociada a la superficie y durante el proceso de

aislamiento una cantidad significativa de proteínas básicas cito-

sólicas se liga a la superficie, contribuyendo a la cantidad de

proteína microsomal total. En el proceso de aislamiento, un 30%

de la proteína total se debe a proteínas adsorbidas y un 15 % a

proteína luminal Daller (80). Uno de los tratamientos propuestos

para eliminar proteínas adheridas y evitar agregados microsomales

es tratar los microsomas con quelantes como el EDTA y/o con sales

como el KC1, (85)(155).

En nuestro caso, la eliminación de proteínas cito-

sólicas y adheridas a los microsomas con lavados salinos ha

puesto de manifiesto que la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa
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se solubiliza fácilmente, lo que permite concebir dudas sobre si

se trata de una proteínas microsomal. El seguimiento de una

actividad marcadora de citosol, LDH, en el subfraccionamiento

celular, evidencia que tras el primer lavado, el porcentaje de

distribución en microsomas de la LDH es significativamente menor

que la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa. Con anterioridad a

este trabajo, el seguimiento de otra actividad marcadora de

citosol, glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, había conducido al

mismo resultado. La distribución de actividades en el gradiente

lineal de sacarosa incide en la misma conclusión, la actividad

presente en microsomas no se debe a contaminación por proteínas

citosólicas.

4.2.2. Contaminación de los microsomas por glucógeno

Los trabajos de Mvumbi y Stalmans (246) muestran que

la actividad procedente del glucógeno endógeno tiene elevada

afinidad por el glucógeno exógeno, uniéndose a él de forma poco

usual, ya que concentraciones de 0,25 mg/mL unen fuertemente el

50% de la actividad PrP cuando se ensaya sobre sustrato glucógeno

sintasa, siendo necesarias concentraciones 10 veces superiores

para otros enzimas unidos a glucógeno, como glucógeno sintasa y

glucógeno fosforilasa. Hay evidencias indirectas de que la unión

al glucógeno es aún más eficaz en caso del llamado glucógeno

beta, constituido por pequeñas partículas, que son las que conta-

minan preferentemente a los microsomas (54)(55). Por ello se hace

necesario considerar la presencia de glucógeno en las preparacio-

nes utilizadas.

Para lograr microsomas libres de glucógeno se han

seguido distintas estrategias:

1.- Trabajar con hígado de rata depleccionado de glucógeno

"in vivo", de forma que las reservas de glucógeno dis-

minuyan de forma sustancial, ya sea por ayuno prolongado

de 24 horas: Tan y Nutall (321); Margolis (223); Schelling

y col. (294) o por un ayuno de 12 ó 24 horas más adminis-

tración de glucagon media hora antes del sacrificio,

Mvumbi y Stalmans (246).
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2.- La disminución de glucógeno se inicia "in vivo" por

ayuno de 24 horas y se prosigue "in vitro" con un trata-

miento amiloglucolítico Mvumbi y Stalmans (246).

3.- Dado que las anteriores propuestas modifican el estado

nutricional y/o hormonal del animal, en tejidos como

músculo esquelético, con baja concentración de glucógeno,

otros autores prefieren obtener microsomas de animal

alimentado y proceder a la eliminación de glucógeno exclu-

sivamente "in vitro" por la acción de la a-amilasa,

Villa-Moruzzi y col. (339).

En este trabajo hemos estudiado las distintas opciones:

1. Cuando se disminuye la concentración de glucógeno por

ayuno de 24 horas, no se ve afectada ni la actividad en el

sobredanante postmitocondrial ni la distribución subce-

lular, si bien los microsomas contienen una cantidad de

glucógeno superior al 0,5 mg/mL, lo que no permite excluir

la contaminación por proteínas con alta afinidad por el

glucógeno, como es el caso de la PrP 10.

2.- Si se opta por tratar las ratas con glucagon tras

ayuno de 24 horas, se constata que en el SPM la actividad

total no varía, datos que coinciden para la distribución

de actividad de glucógeno sintasa fosfatasa y glucógeno

fosforilasa fosfatasa descritos por Mvumbi y Stalmans

(246), pero sin embargo se ve alterada la distribución

subcelular. Si el glucógeno que aún acompaña al precipi-

tado microsomal es eliminado "in vitro" con a-amilasa, la

actividad que aún permanece asociada a las microsomas

disminuye en más del 50%, si bien parte de la actividad

HMG-CoA reductasa fosfatasa permanece unida a los microso-

mas.

3.- Si se elige disminuir la concentración de glucógeno

únicamente por tratamientos amiloglucolíticos "in vitro",

hay una pérdida de aproximadamente el 50% de la actividad
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unida a microsomas, que podría considerarse consecuencia

de la eliminación de glucógeno.

El descenso de la actividad unida a microsomas de

forma conjunta a la eficaz disminución de glucógeno plantea la

duda de saber si nos encontramos realmente ante una proteína

microsomal o de una contaminación por proteínas unidas al glu-

cógeno. Cuando la separación del precipitado microsomal y del

glucógeno se realiza por centrifugación en gradiente continuo o

discontinuo de sacarosa, otro tipo de dificultad técnica se suma

al estudio de la localización de las PrP: las proteínas unidas o

acomplejadas con el glucógeno se disocian de éste cuando se

someten a un gradiente de sacarosa. Ello provoca la distribución

a lo largo del gradiente de las proteínas acomplejadas por el

glucógeno. Estas observaciones están descritas tanto para tejido

muscular como hepático, Wanson y Drochmans (344).

El dilucidar si la actividad es intrínseca a micro-

somas o se debe a glucógeno ha sido resuelto esencialmente a

través de técnicas de centrigufación en gradiente de sacarosa y

de la solubilización de las actividades a partir de microsomas y

de glucógeno como detallamos a continuación.
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4.3. LA ACTIVIDAD ASOCIADA A MICROSOMAS ES DISTINTA DE LA

ASOCIADA A GLUCÓGENO

La primera aproximación a la supuesta identidad de

las actividades PrP relacionadas con microsomas y glucógeno es la

comparación de los porcentajes de distribución subcelular; los

resultados orientan a una doble localización: la actividad HMG-

CoA reductasa fosfatasa en microsomas es ligeramente superior a

la del precipitado de glucógeno, siendo por ello difícil argumen-

tar que la presencia de actividad en microsomas se deba única-

mente a una contaminación por glucógeno y viceversa, ya que la

contaminación (una parte) sería tan importante como el todo.

También debe considerarse que aunque el ayuno de 24 horas no

elimina totalmente el glucógeno hepático, sí lo disminuye eficaz-

mente y sin embargo no se modifican los porcentajes de distribu-

ción subcelular, lo que de nuevo indica un doble origen.

4.3.1. Centrifugación en gradiente lineal de sacarosa

La utilización de técnicas de centrifugación en gra-

diente lineal de sacarosa, en presencia de 10 mM EDTA y KC1 500

mM con el fin de evitar agregados y eliminar las proteínas adhe-

ridas, provoca desprendimiento de los ribosomas, pérdida de den-

sidad y con ello un acercamiento de la fracción microsomal al

citosol.

En nuestro caso la presencia de KC1 favorece la

pérdida de actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa en microsomas,

hecho consecuente con los resultados obtenidos en la solubiliza-

ción.

Cuando los gradientes se realizan únicamente en

presencia de 10 mM EDTA, la utilización de marcadores de microso-

mas (glucosa-6-fosfatasa, HMG-CoA reductasa) y la determinación

de RNA, nos ha permitido evidenciar que la actividad HMG-CoA

reductasa fosfatasa se localiza y presenta unos máximos en las

fracciones microsomales, que no pueden atribuirse a un arrastre

de proteínas unidas a glucógeno ni tampoco a proteínas contami-

nantes de citosol. La presencia de actividad HMG-CoA reductasa
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fosfatasa, tanto a densidades correspondientes a retículo endo-

plasmático liso como rugoso, que coinciden con la distribución de

RNA, permiten deducir una localización doble de la HMG-CoA reduc-

tasa fosfatasa, REL/RER.

4.3.2. Pautas de solubilización

Las proteínas que están relacionadas con el retículo

endoplasmático se clasifican, en función de los requerimientos de

solubilización, en proteínas periféricas y proteínas integrales

DePierre y Dallner (85). Las proteínas intrínsecas o integrales

(citocromo b5 , NADH-citocromo bs reductasa,"glucosa-6-fosfatasa,

HMG-CoA reductasa y otras) precisan de elevada concentración de

detergentes o de métodos drásticos para ser solubilizadas. Las

proteínas periféricas (ß-glucuronidasa, nucleósido difosfatasa)

se solubilizan por métodos menos drásticos como son baja concen-

tración de detergente, sonlcación o tratamiento con hidróxido

amónico.

Cuando procedemos a solubilizar la actividad HMG-CoA

reductasa fosfatasa, ésta se solubiliza eficazmente con Tritón X-

100 a baja concentración, si bien su uso no es imprescindible, ya

que el lavado 'con solución de baja molaridad en sal es suficiente

para solubilizar la mayor parte de la actividad. Otros autores

han descrito que lavados sucesivos con 0,1 M KC1 (339) ó 0.5 M

KC1 (10) son suficientes para obtener más del 90% de la actividad

glucógeno fosforilasa fosfatasa unida a la fracción microsomal.

La facilidad con que se solubiliza la actividad HMG-CoA reductasa

fosfatasa indica que no se trata de un enzima integral de membra-

na.

Si microsomas obtenidos a partir de ratas tratadas

con glucagon se someten a solubilización, de nuevo el tratamiento

con detergentes se muestra mejor método que el tratamiento amilo-

glucolítico. El tratamiento con ct-amilasa permite solubilizar

sólo el 50% de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa, quedando

unido a los microsomas otro 50%, tanto en las muestras tratadas

con a-amilasa como en los controles, lo que demuestra que la
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actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa no se solubiliza por acción

de la desaparición de glucógeno sino simplemente por un proceso

de disociación o proteolisis causada por la dilución y el lavado

de los microsomas, ya sea en presencia o ausencia de a-amilasa.

Los mismos resultados se obtienen con ratas alimentadas.

Los solubilización del precipitado de glucógeno

obtenido en este trabajo concuerdan con los obtenidos por otros

grupos: el mejor método para solubilizar la actividad del glucó-

geno es el tratamiento amiloglucolítico. Ingebritsen y col. (174)

describen que la actividad fosforilasa fosfatasa unida al glucó-

geno es solubilizada entre 80-90% con a-amilasa mientras los

controles producen una solubilización del 20%. Solubilizaciones

con a-amilasa del pellet de glucógeno realizadas a 49C durante 60

minutos por Alemany y col. (10) producen una total solubilización

de la actividad, siendo del 30-50% cuando se extrae con 500 mM

KC1. Los mismos datos son aportados por Schelling y col. (294).

Con estos resultados se evidencia que los requeri-

mientos de solubilización de la actividad PrP en ambas localiza-

ciones son distintos y con ello se concluye que deben tratarse de

proteínas de origen distinto.

4.3.3. Otras evidencias

Los distintos comportamientos cromatográficos de las

actividades excluidas del DEAE-celulosa de origen microsomal y de

glucógeno favorecen la conclusión de que estas actividades se

deben a proteínas distintas.

La falta de afinidad por el glucógeno de las proteí-

nas solubilizadas de microsomas contribuye a argumentar que las

proteínas no se deben a contaminación por glucógeno, ya que

pequeñas cantidades de glucógeno exógeno se unen fuertemente a la

actividad PrP 10 procedente del glucógeno inicial posteriormente

solubilizado.

De los distintos argumentos presentados concluímos

que como resultado de las razones siguientes:
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a.- Las distintas pautas de solubilización en microsomas y

glucógeno

b.- La aparición de máximos de actividad coincidentes con

marcadores microsomales en gradientes de sacarosa

c.- La falta de afinidad por el glucógeno de la actividad de

origen microsomal

d.- El distinto comportamiento cromatográfico de la actividad

procedente de microsomas o de glucógeno

es necesario distinguir dos actividades HMG-CoA reductasa fosfa-

tasa, una unida a microsomas y otra unida a glucógeno. Reciente-

mente Schelling y col. (294), han llegado a las mismas conclusio-

nes.

Nos encontramos ante una proteína relacionada con

microsomas, que no es contaminación citosólica ni del complejo

glucógeno proteico, cuya facilidad en desprenderse de los micro-

somas puede explicarse por disociación de una subunidad catalí-

tica de otra de anclaje a los microsomas, esta última sin activi-

dad PrP.
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4.4. PURIFICACIÓN DE LA ACTIVIDAD MICROSOMAL

4.4.1. Elección de la actividad excluida del DEAE-celulosa

Con anterioridad a este trabajo, en nuestro Laborato-

rio se puso a punto un proceso de purificación de las actividades

HMG-CoA reductasa fosfatasa excluida y retenida del DEAE-celulo-

sa, procedente de microsomas, Sitges y col. (303). Estas activi-

dades no habían sido clasificadas. Al iniciar los trabajos de

esta memoria, clasificamos, por criterios de sensibilidad al

inhibidor 2 y a proteínas básicas, las actividades parcialmente

purificadas (ensayos que no se muestran). La actividad excluida

del DEAE-celulosa y parcialmente purificada por Sitges y col.

(303) ha sido clasificada como tipo 1. La actividad retenida por

el DEAE-celulosa da lugar, en sucesivos pasos de purificación, a

dos actividades In y II„ clasificadas como PrP tipos 1 y 2. Estos

resultados se han visto confirmados por los datos obtenidos en la

clasificación de las actividades en el DEAE-celulosa, que se

muestran en el correspondiente apartado de esta Tesis.

La actividad PrP unida a microsomas ha sido conside-

rada esencialmente como actividad tipo 1, cuando se han utilizado

glucógeno sintasa y glucógeno fosforilasa como sustratos Alemany

y col. (10), Mieskes y col. (238). Cuando se utiliza HMG-CoA

reductasa como sustrato, hemos demostrado que tanto las activida-

des PrP 1 como las 2A y 2C microsomales pueden contribuir signi-

ficativamente a la desfosforilación del sustrato HMG-CoA reduc-

tasa. Otros autores proponen que las PrP 2A y PrP 2B pueden

contribuir de forma importante en la actividad PrP localizada en

microsomas obtenidos de linfocitos T (11). Aunque no se ha detec-

tado la presencia de PrP 2B en microsomas de hígado de rata, se

ha demostrado que la HMG-CoA reductasa homogénea es sustrato de

esta PrP (con anterioridad siempre se había utilizado el sustrado

unido a microsomas). Además de la ya descrita PrP 1, la presencia

en microsomas de hígado de rata de PrP 2A y 2C con elevada acti-

vidad sobre el sustrato HMG-CoA reductasa, es de gran de interés,

ya que esta proteína es fosforilada por varias protein quinasas

(protein quinasa activable por AMP, protein quinasa dependiente

de calcio y calmodulina y protein quinasa C)(la protein quinasa

dependiente de AMPc no fosforila la HMG-CoA reductasa). La pre-
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sencia de varias fosfatasas permitiría revertir selectivamente la

acción de estas quinasas.

La actividad tipo 2A que aparece en el lavado del

DEAE-celulosa se pierde en el proceso de purificación, y la

actividad PrP 2C no copurifica con la actividad PrP 2A, ya que no

puede ser detectada en los ensayos por falta de cationes divale-

ntes.

De las actividades cromatografiadas en DEAE-celulosa,

se elige la actividad excluida, por ser tipo 1, considerada como

la principal actividad asociada a microsomas. La actividad tipo 1

retenida en el DEAE-celulosa es cuantitativamente menor y de

inferior peso molecular (ensayos no presentados en esta memoria),

por lo que cabe la posibilidad de que se trate de un fragmento de

la actividad PrP 1 excluida. La elección del excluido tiene la

ventaja adicional de que la actividad parece estar constituida

por un solo tipo de PrP, ya que no hay actividad PrP 2A, 2B ni

2C.

4.4.2. Purificación de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M

El primer objetivo fue purificar a homogeneidad la

actividad excluida del DEAE-celulosa. Para ello se siguió un

proceso de purificación basado esencialmente en el puesto a punto

en nuestro Laboratorio, introduciendo las siguientes modificacio-

nes:

a) Se elimina la tercera solubilización con Triton X-100,

manteniendo únicamente dos solubilizaciones. La tercera

solubilización se realizaba durante 12 horas, lo cual

retrasaba el proceso de purificación y el aporte de acti-

vidad era insignificante respecto a la pérdida de activi-

dad específica.

b) La cromatografía en DEAE-celulosa se sustituye por un

"batch", lo que junto a la eliminación del tercer paso de

solubilización permite ahorrar un día en el proceso de

purificación.
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c) Se introduce una cromatografía en poli-L-lisina-Sepharosa

4B, lo que permite llegar purificar a aparente homogenei-

dad la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M.

Otros soportes cromatográficos utilizados no han per-

mitido mejorar la purificación, entre ellos: hidroxiapatita,

protamina-Sepharosa, carboximetilcelulosa, Blue-Sepharosa, DEAE-

Sephadex A-50. El cromatoenfoque se ha mostrado eficaz, pero tan

sólo si se utiliza en pasos iniciales, ya que en los últimos

pasos no es posible proseguir por la poca actividad recuperada.

A medida que avanza la purificación y se eliminan

proteínas acompañantes, se provoca pérdida de actividad HMG-CoA

reductasa fosfatasa, posiblemente por aumento de la inestabilidad

del enzima. Los intentos por mejorar la estabilidad con glicerol

no han sido positivos, sin embargo sí lo es la inclusión de

albúmina bovina en concentraciones de 0,3-0,5 mg/mL, lo que

evidentemente no puede ser utilizado si pretendemos llegar a una

muestra homogénea.

La purificación de la actividad HMG-CoA reductasa

fosfatasa M conduce a la obtención de una preparación aparente-

mente homogénea. Cuando la actividad cromatografiada en gel

filtración, de peso molecular de 85 kDa, es analizada en gelés de

acrilamida en presencia de SDS y teñida por Coomasie Blue, apare-

cen dos proteínas de pesos moleculares de 48 y 54 kDa. La subuni-

dad de 54 kDa corresponde a. la subunidad con actividad catalí-

tica, ya que aun cuando en el proceso de purificación a causa de

factores incontrolados (posiblemente una excesiva salinización de

las muestras) se obtiene una actividad en gel filtración de 60

kDa, en gelés de SDS aparece únicamente una banda de aproximada-

mente 54 kDa. Por ello, la proteína que aparece en 48 kDa consi-

deramos es la subunidad de anclaje. A la subunidad de anclaje

debería corresponder, por diferencia de 55 a 85 kDa, un peso de

30 kDa. El mayor peso aparente en gelés de SDS indica que puede

tratarse de una proteína muy asimétrica.
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No deja de ser sorprendente la falta de una banda de

peso molecular de 35-37 kDa, correspondiente a la subunidad ca-

talítica de la PrP 1. Caben dos opciones: aceptar que las bandas

que aparecen cercanas a 50 kDa son proteínas contaminantes y que

las proteínas con actividad, por minoritarias, no se visualizan

con la tinción con Coomasie, o bien que la actividad presente en

microsomas no tiene por qué comportarse y tener las mismas sub-

unidades que la PrP 1 purificada de citosol y glucógeno.

No es posible excluir taxativamente el primer plan-

teamiento. Debido a la escasa actividad de la muestra final, la

actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M no puede ser detectada en

gelés en condiciones no dénaturantes. En apoyo del segundo plan-

teamiento -no se trata de una contaminación- cabe aducir que si

durante el proceso de purificación se pierde una de las sub-

unidades sin actividad y en consecuencia la actividad en gel

filtración se presenta en una proteína con un peso molecular de

55-60 kDa, en el análisis electroforético se advierte una sola

banda de 54 kDa.

La actividad catalítica podría corresponder a una

subunidad de peso molecular elevado, que por rotura (tripsina,

etanol o precipitación con acetona) produce un fragmento proteo-

lítico de 35-37 kDa con menor de actividad catalítica. La unión

de este fragmento con actividad catalítica a otra cadena poli-

peptídica, de mayor o menor tamaño, sin actividad catalítica por

sí misma, permitiría expresar la actividad PrP sobre sustrato

HMG-CoA reductasa. La unión debería ser covalente ya que no se

separan en geles en presencia de SDS. Existen antecedentes de

actividades catalíticas de mayor peso molecular como la PrP 2C,

cuyos isoenzimas tienen 42 y 44 kDa respectivamente, donde los

intentos de fragmentación conducen a la pérdida de actividad PrP.

También Goris y Merlevede (139) purifican una protein fosfatasa

que presenta dos bandas en gelés de acrilamidad/SDS, una de ellas

de 75 kDa, que puede tener actividad protein fosfatasa. Existe

consenso en que la subunidad catalítica no se encuentra libre "in

vivo" y siempre está unida a una o más subunidades. En esta línea

está el trabajo de Brautigan y col. (43), en el que se propone

que la actividad catalítica puede proceder de una subunidad de 70
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kDa. Las diferencias de criterio residen fundamentalmente en si

la unión de la subunidad catalítica a otras subunidades es sufi-

cientemente fuerte para superar las condiciones dénaturantes de

los gelés de acrilamida/SDS.

Los estudios de biología molecular coinciden en que

hay diversas subunidades catalíticas tipo 1 (la y Iß) y 2A (2Aa y

2AB) de 35 y 37 kDa. Recientemente Alexandre y col. (11) aprecian

en gelés de acrilamida-SDS una proteína de 40 kDa reconocible por

anticuerpos específicos frente a PrP 2A, distinta de las sub-

unidades 2Aa y 2Aß, que podría ser uno de los productos de la

familia de genes relacionados con la subunidad descrita por Stone

y col. (317). El reciente descubrimiento de una nueva subunidad

catalítica X, con homología tanto con las catalíticas tipo 1 como

tipo 2 permite aventurar que en un futuro puedan describirse

otras nuevas.
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4.5. CARACTERIZACIÓN DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA

FOSFATABA M UNIDA A MICROSOMAS

4.5.1. Clasificación

La utilización del inhibidor 2 como herramienta de

clasificación de las PrP en dos grandes grupos, 1 y 2, en función

de su alta o baja sensibilidad a esta proteína, ha permitido

avanzar en el conocimiento de las PrP, si bien la limitación que

supone cualquier clasificación ha debido relajarse a medida que

se han ampliado los conocimientos, sucediendose subclasificacio-

nes que han permitido recalificar actividades ya descritas que no

se comportan de forma estricta, en especial en lo que hace refe-

rencia al inhibidor 2. Por otro lado, los estudios de biología

molecular han permitido evidenciar las similitudes y las diferen-

cias entre las PrP 1 y 2.

Podemos concluir que la actividad HMG-CoA reductasa

fosfatasa solubilizada a partir de microsomas y excluida del

DEAE-celulosa, que denominamos HMG-CoA reductasa fosfatasa M, no

está contaminada por PrP 2B o PrP 2C. El comportamiento de la

actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa frente al inhibidor 2 la

distingue de la PrP 2A y descarta esta opción, aunque tampoco

muestra la elevada sensibilidad de las PrP 1 citosólicas. La

falta de sensibilidad de la proteína purificada al inhibidor 2

puede considerarse como una característica propia de la PrP 1

microsomal, pero cabe la posibilidad de que nos hallemos frente a

una actividad PrP 1 contaminada por PrP 2A. Los ensayos con pro-

tamina, proteína que reactiva las PrP 2A, confirman que la falta

de sensibilidad frente al inhibidor 2 no se debe a contaminación

por PrP 2A, puesto que no se produce reactivación alguna en pre-

sencia de dicha proteína básica.

Tras los resultados obtenidos frente al inhibidor 2,

concluímos que nos hallamos frente a una PrP tipo 1 con menor

sensibilidad al inhibidor 2 que la subunidad catalítica citosó-

lica tipo 1. Otras actividades PrP con poca sensibilidad frente

al inhibidor 2 han sido clasificadas como tipo 1, así se ha des-

crito que la actividad PrP IG que es conocida como actividad tipo

1 se comporta con menor sensibilidad frente al inhibidor 2 que la
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PrP 1 citosólica, precisando mayores cantidades de inhibidor 2

que la HMG-CoA reductasa fosfatasa M. También la PrP 1 unida a

miosina presenta poca sensibilidad al inhibidor 2 (271).

4.5.2. Ensayos de proteolisis y reactivación

El tratamiento de la actividad PrP 1 citosólica con

tripsina provoca la destrucción del inhibidor 2 y en consecuencia

un marcado incremento de la actividad fosforilasa fosfatasa ; la

reactivación es menor en microsomas obtenidos de músculo de

conejo y de hígado de rata; el mismo tratamiento provoca pérdida

de actividad glucógeno sintasa fosfatasa en las mismas frac-

ciones, Alemany y col. (10), Bollen y col. (37).

El distinto comportamiento de las formas de bajo peso

molecular, tras la tripsinización, frente a fosforilasa y glucó-

geno sintasa ha conducido a dar dos interpretaciones del fenóme-

no. Por un lado Alemany y col. (9) consideran que existe una

única subunidad catalítica tipo 1, que desfosforila la glucógeno

fosforilasa y la glucógeno sintasa D, y que ambas actividades se

ven afectadas de forma opuesta por el tratamiento con tripsina;

la pérdida de un pequeño fragmento de 4 kDa (por el paso de la

forma de 37 a 33 kDa) produciría aumento de la actividad fosfori-

lasa fosfatasa, lo que supondría que en dicho fragmento reside

una zona de supresión de la máxima actividad fosforilasa fosfata-

sa, y la pérdida de actividad glucógeno sintasa fosfatasa. Por

otro, para Bollen y col. (37) estos distintos comportamientos

residirían o bien en distintos enzimas o bien en que además de la

subunidad catalítica la PrP requiere una subunidad específica

necesaria en el reconocimiento del sustrato glucógeno sintasa,

que es destruido en el proceso proteolítico: la presencia de la

subunidad específica disminuye la actividad fosforilasa fosfata-

sa, antes de que se produzca la rotura.

De los resultados obtenidos en este trabajo, refe-

ridos a la tripsinización de las PrP microsomales cuando se

ensaya sustrato HMG-CoA reductasa, se constata una gran pérdida

de actividad, que no se recupera cuando la tripsinización se

realiza en presencia de Mn2* . La pérdida se produce igualmente
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cuando se utiliza la precipitación con acetona o etanol. Los

resultados presentados para la actividad excluida del DEAE-celu-

losa coinciden con los obtenidos para las actividades retenidas,

tanto cuando se procede a precipitar con acetona como con etanol.

Esta pérdida de actividad es característica de las

fosfatasas microsomales con sustrato HMG-CoA reductasa, ya que

las citosólicas con sustrato HMG-CoA reductasa se comportan de

forma distinta. Así pues, la pérdida de actividad estaría de-

terminada por la procedencia del enzima y por el sustrato utili-

zado. La unión de la subunidad de 37 kDa de origen microsomal al

sustrato HMG-CoA reductasa puede requerir un reconocimiento muy

preciso que puede residir en la cadena polipeptídica que se

pierde por la tripsinización. Consecuentemente, la rotura de

dicha cadena ocasiona la pérdida de actividad.

Los ensayos de calentamiento a 100°C evidencian que

en las PrP microsomales no se encuentra presente inhibidor 2.

Fallan tanto los ensayos de reactivación con Mn2* y

tripsina como los de GSQ-3 y ATP-Mg, cosa que también sucede con

otras protein fosfatasas clasificadas de tipo 1, como la PrP IG

de músculo esquelético reportada por Khatra y col. (192).

Los distintos ensayos de caracterización muestran que

nos encontrados ante una PrP que puede ser clasificada como PrP 1

con criterios amplios y que no sigue el modelo molecular de PrP 1

citosólica descrito por Villa-Moruzzi. Esta protein fosfatasa se

acerca más al modelo de la procedente del glucógeno en cuanto

está formada al menos por una subunidad catalítica y una subuni-

dad de anclaje, no conteniendo la subunidad moduladora o inhibi-

dor 2. Sin embargo, reconoce esta subunidad moduladora al igual

que las PrP 1 citosólica y de glucógeno.
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4.5.3. Especificidad de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa

La falta de especificidad "in vitro" mostrada por la

proteína purificada, no impide que por su localización esté

involucrada específicamente en procesos de desfosforilación de

proteínas microsomales. Recientemente Diven y col. (86), solubi-

lizando la actividad PrP de microsomas con detergente, advierten

que tras la cromatografía en DEAE-celulosa parte de la actividad

es excluida del DEAE-celulosa y parte es retenida, hecho ya

reportado por nosotros en anteriores trabajos. El interés del

trabajo de Diven y col. radica en la utilización de HMG-CoA

reductasa y de otros dos enzimas fosforilados involucrados en el

metabolismo del colesterol: ACAT y colesterol 7-a-hidrolasa, que

al igual que la HMG-CoA reductasa están localizados en el retí-

culo endoplasmático (la ACAT se encuentra localizada exclusi-

vamente en el RER). Demuestran los citados autores que las PrP

localizadas en microsomas desfosforilan estos sustratos con

distinta especificidad y que la actividad excluida del DEAE-

celulosa no es activa sobre la colesterol-7-a-hidrolasa, mientras

que las actividades retenidas del DEAE-celulosa tienen distinta

especificidad para cada sustrato.

La ausencia de una actividad específica para el sus-

trato HMG-CoA reductasa no afecta tan solo las PrP sino también a

las PrQ. La HMG-CoA reductasa quinasa activable por AMP, purifi-

cada en nuestro Laboratorio, se ha mostrado eficaz sobre otros

sustratos del metabolismo lipídico: acetíl-CoA carboxilasa y

lipasa sensible a hormonas, HSL (145).

La falta de especificidad "in vitro" de PrP y de PrQ

subraya la importancia de ciertos efectores, como AMP y AMPc,

sensibles a variaciones hormonales, y que podrían afectar simul-

táneamente y de forma contrapuesta las actividades PrP y PrQ.

Paralelamente, la descripción de nuevas subunidades acompañantes

de las PrP, que inciden directamente sobre su la actividad, como

son el inhibidor 2, el desinhibidor o el descubierto en nuestro

Laboratorio -RP inhibidor- indican que estas subunidades pueden

tener importancia no sólo en la localización sino además en la
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modulación de la actividad, permitiendo, junto a la presencia de

los efectores, la deseada especificidad "in vivo".
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4.6. EL GLUCAGON Y LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA FOSFATABA

En este trabajo el tratamiento con glucagon ha sido

utilizado para disminuir de forma drástica la contaminación de

los microsomas por glucógeno, y para ello se ha seguido el método

propuesto por Mvumbi y Stalmans (246).

Las actividades marcadoras LDH y glucosa-6-fosfatasa

no se ven poco afectadas por el tratamiento con glucagon, resul-

tados suficientemente conocidos (246)(13). El mantenimiento de la

actividad PrP sobre sustrato HMG-CoA reductasa y glucógeno fosfo-

rilasa está en la línea de los resultados publicados por Mvumbi y

Stalmans (246) para sustrato glucógeno sintasa.

Según Toth y col. (326), la dilución de las muestras

puede condicionar los resultados. La actividad glucógeno sintasa

fosfatasa no se modifica, pero la actividad fosforilasa fosfatasa

disminuye en un 20%, variación que nosotros no hemos apreciado en

nuestras condiciones de ensayo. Esta divergencia puede deberse a

la distinta dilución de las muestras, menor del 10% en nuestro

caso y del 30% en el ensayo de Toth y col. ya que la respuesta

hormonal podría estar mediada por efectores citosólicos no cuan-

tificables cuando las muestras se diluyen al 10%.

En los ensayos de centrifugación en gradiente lineal

de sacarosa, el seguimiento del marcador microsomal HMG-CoA

reductasa, sustrato de nuestro enzima, evidencia que el tratami-

ento con glucagon modifica su distribución: la actividad se

desplaza de microsomas a citosol, lo que confirma lo señalado por

otros autores respecto a la disminución de actividad HMG-CoA

reductasa por acción del glucagon. La disminución de actividad es

probablemente mediada por la fosforilación del enzima, lo que

provoca su hidrólisis y solubilización desde el retículo endo-

plasmático al citosol. En este aspecto el experimento es original

y contribuye a apoyar esta hipótesis.

La administración de glucagon provoca disminución de

actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa en la fracción microsomal.

Esta disminución podría contribuir a que la fosforilación de la
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HMG-CoA reductasa no se viera rápidamente contrarrestada, al

tiempo que una disminución de actividad PrP implica menor posibi-

lidad de que el sustrato se encuentre en su forma activa y así la

acción del glucagon disminuye la actividad HMG-CoA reductasa

doblemente. La disminución de actividad PrP sobre sustrato HMG-

CoA reductasa, en tnicrosomas, coincide con los resultados

publicados por Mvumbi y Stalmans (246), para sustrato glucógeno

sintasa, en los que la actividad PrP disminuye del 52%, en ratas

alimentadas, al 11% en ratas depleccionadas de glucógeno. La

disminución del glucógeno presente en microsomas no debe ser,

necesariamente, la causa del descenso de actividad HMG-CoA reduc-

tasa fosfatasa.

Si las variaciones son debidas a cambios en la mem-

brana microsomal, provocados directa o indirectamente por cambios

de concentración de glucógeno, o se deben, como en el caso de la

HMG-CoA reductasa, a una traslocación de actividad de uno a otro

compartimiento, es una cuestión que no puede contestarse. Si la

administración de glucagon provoca una traslocación de actividad

de microsomas a citosol, el efecto sería difícilmente cuantifica-

ble, ya que el citosol se ve enriquecido al mismo tiempo por la

actividad liberada por la hidrólisis del glucógeno.

El estudio en profundidad de la acción del glucagon

sobre la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa, requeriría un

estudio "in vivo" y la ayuda de técnicas de investigación con

anticuerpos específicos frente a la cada una de las subunidades

catalíticas y otras subunidades presentes en microsomas y también

la valoración de posibles efectores que modifiquen directamente

la actividad PrP.

Al variar las condiciones del tratamiento de glucagon

y dejar transcurrir tan sólo 5 minutos desde la administración a

la toma de muestras las actividades glucógeno fosforilasa fosfa-

tasa y glucógeno sintasa fosfatasa en las fracciones (microsomas

+ glucógeno), no se ven afectadas. El tiempo transcurrido desde

la administración de glucagon hasta la valoración enzimática es

fundamental en el estudio de la acción hormonal sobre la activi-

dad PrP (326)(100).



258

El cambio de la estructura y/o la función del retí-

culo endoplasmático frente a la presencia de glucógeno ha sido

estudiado por Cardell. Este autor (54)(55) propone un modelo en

que relaciona de forma activa el retículo endoplasmático con la

síntesis de glucógeno, principalmente en los primeros estadios de

la formación de glucógeno y también en las fases de deplección.

Tras la absorción de glucosa por la sangre, los hepatocitos

responde formando retículo endoplasmático liso; cuando las reser-

vas de glucógeno son suficientes se alcanzan los niveles mas

bajos de retículo endoplasmático. Así, el ciclo de formación y

degradación de glucógeno estaría ligado al de proliferación o

disminución del retículo endoplasmático liso.

Cardell (54), acuña la denominación SERGE, para

definir el área donde se iniciaría la deposición de glucógeno. A

través de micrografías se ponen de manifiesto pequeñas zonas de

citosoma ricas en retículo endoplasmático liso y con alta concen-

tración de pequeñas partículas densas, presumiblemente glucógeno

en diversos estados de formación. El aumento de tamaño de estas

partículas llevaría a la posterior formación de partículas de

glucógeno ß y a. Estas áreas SERGE podrían generar o retener

sustratos de interés en la síntesis de glucógeno.

Como ya hemos descrito en la introducción, un gran

número de enzimas relacionados con el metabolismo del colesterol

son proteínas ligadas a membranas. Sin embargo de todos los

enzimas que directa o indirectamente están implicados en el meta-

bolismo del glucógeno, tan solo la glucosa-6-fosfatasa está ine-

quívocamente ligada al retículo endoplasmático. Enzimas como glu-

cógeno sintasa, glucógeno fosforilasa y fosforilasa quinasa apa-

rentemente no tienen relación con este orgánulo. De ahí el inte-

rés de los trabajos de Cardell al relacionar retículo endoplas-

mático y glucógeno en formación, ya que se crearía un microam-

biente en el que las proteínas microsomales, en este caso protein

fosfatasas, estarían próximas a sus sustratos, glucógeno sintasa

y glucógeno fosforilasa. La hipótesis es atractiva, pero no ha

sido definitivamente demostrada.
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Independientemente de la importancia de las protein

fosfatasas localizadas en microsomas, en la desfosforilación de

enzimas del metabolismo del glucógeno, es evidente que con mayor

razón pueden ser esenciales en la desfosforilación de enzimas

localizados en el retículo endoplasmático, y entre ellos gran

número de los relacionados con el metabolismo del colesterol.

La posible interrelación estructura microsomal/glucó-

geno cobra así el mayor interés en la explicación de la acción

del glucagon, al eliminar el glucógeno en microsomas, sobre

enzimas relacionados directamente con el retículo endoplasmático.
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4.7. PROPUESTA DE UN MODELO DE HMG-CoA REDUCTASA FOSTATASA

M RELACIONADA CON LOS MICROSOMAS

En microsomas están presentes tres protein fosfata-

sas: PrP 1, PrP 2A y PrP 2C. Su diversidad permite desfosforilar

con distinta especificidad las proteínas microsomales relaciona-

das con el metabolismo del colesterol regulables por fosforila-

ción/desfosforilación. De las distintas PrP únicamente una acti-

vidad PrP 2A precisaría de detergentes para solubilizar la sub-

unidad catalítica, las otras actividades podrían solubilizarse

simplemente por fuerza iónica.

En el Esquema XIII proponemos un modelo molecular de

la proteína HMG-CoA reductasa fosfatasa M. Una subunidad con

actividad catalítica se une a otra, sin actividad PrP, de menor

peso molecular, anclada en el retículo endoplasmático. La activi-

dad de 85 kDa se solubiliza únicamente en presencia de deter-

gentes. Los diferentes pesos moleculares obtenidos a partir de

los solubles de Tritón y KC1 en cromatografía en gel filtración,

85 y 55 kDa respectivamente, permiten apoyar este modelo. La

subunidad de anclaje se disocia con gran facilidad de la subuni-

dad catalítica, lo que explica las pautas de solubilización y el

comportamiento como una proteína poco adherida.

La actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M, clasifi-

cada como PrP 1, no sigue el modelo de la PrP 1 citosólica, no

está relacionada con el inhibidor 2, no se reactiva en presencia

de GSQ-3 y Mn2* o por acción de la tripsina, y es algo menos

sensible al inhibidor 2 que la PrP 1 citosólica.
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PROPUESTA DE UN MODELO QUE INTERRELACIONA LA HMG-CoA REDUCTASA

FOSFATABA M Y LAS MEMBRANAS MICROSOMALES

HMG-CoA REDUCTASA
FOSFATABA M

XC1 500 mM TRITON X-100

Esquema XIII

La HMG-CoA reductasa fosfatasa M se encuentra anclada en la

membrana a través de una subunidad específica de anclaje. La

subunidad catalítica puede separarse de la subunidad de anclaje

en presencia de sales. La rotura de la subunidad catalítica

provoca la aparición de una subunidad menos activa y de menor

peso molecular.
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La tripsinización o tratamiento con etanol o acetona,

tanto de la proteína de 85 kDa como la de 55 kDa, produce una

subunidad con menor actividad catalítica, de aproximadamente 35-

37 kDa. Se presentan dos propuestas de unión de esta subunidad

catalítica a otra cadena polipeptídica para dar lugar a la sub-

unidad de 55 kDa:

a) La subunidad catalítica de 55 kDa que produce la fragmento

de 35-37 kDa por rotura de enlaces de elevada energía;

b) El enzima de 55 kDa consiste en dos subunidades, una ca-

talítica de 35-37 kDa y otra de menor peso, unida fuerte-

mente .

En la propuesta b) la subunidad de pequeño tañamo,

12-18 kDa, presenta algunas características que recuerdan al des-

inhibidor: un parecido peso molecular y la capacidad que confiere

a la subunidad catalítica tipo 1 de falta de sensibilidad al

inhibidor 2. Otro punto en común sería el peso molecular en gel

filtración mostrado cuando el desinhibidor está unido a la sub-

unidad catalítica en procedente del precipitadop de glucógeno: 51

kDa. Sin embargo, otra serie de características mostraría una

neta diferencia entre esta subunidad y el desinhibidor: éste ha

sido aislado únicamente del precipitado de glucógeno de hígado de

perro y no de microsomas, fuente de nuestra HMG-CoA reductasa

fosfatasa M; cuando se cromatografía en un DEAE-celulosa el

desinhibidor es retenido en tanto que nuestra proteína no es

retenida; la protección que confiere el desinhibidor frente al

inhibidor 2 es mucho más efectiva que la encontrada por nosotros

para la HMG-CoA reductasa fosfatasa M: 24 ng de inhibidor 2 no

afectan la actividad PrP unida al deshinhibidor (135), en cambio

estas cantidades de inhibidor 2 inhiben sensiblemente la activi-

dad HMG-CoA reductasa fosfatasa M. Por estas razones creemos que

en la formación del holoenzima no interviene desinhibidor, aunque

no se puede descartar la presencia de una proteína de similares

caracteríticas.

La HMG-CoA reductasa fosfatasa M está compuesta por

una subunidad específica, hasta ahora no descrita, que permite el

anclaje a las membranas del retículo endoplasmático, unida a la
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subunidad catalítica, por enlaces de elevada energía, que le con-

fieren las características particulares descritas para la HMG-

CoA reductasa fosfatasa M.
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5.- CONCLUSIONES

1.- El estado nutricional de las ratas no modifica la

actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa presente en el sobrenadante

postmitocondrial de hígado. La actividad no se ve modificada por

ayuno prolongado ni por la administración de glucagon.

2.- El tratamiento con glucagon determina la redis-

tribución de la actividad, la actividad HMG-CoA reductasa fosfa-

tasa asociada a microsomas disminuye significativamente.

3.- El subfraccionamiento por centrifugación a

100.000 xg del sobrenadante postmitocondrial, obtenido de ratas

alimentas, provoca la precipitación de una parte (aproximadamente

el 15%) de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa inicial. Esta

actividad se distribuye a partes iguales entre microsomas y

precipitado de glucógeno.

4.- La actividad presente en microsomas no se debe a

contaminación por proteínas de origen citosólicas.

5.- La actividad presente es microsomas no se debe a

contaminación por proteínas procedentes del precipitado glucóge-

no-proteico: a) no tiene afinidad por el glucógeno, b) las pautas

de solubilización son distintas para microsomas y glucógeno c)

cuando se intenta la purificación de la actividad HMG-CoA reduc-

tasa fosfatasa a partir de glucógeno siguiendo la misma metodolo-

gía que la empleada para la HMG-CoA reductasa fosfatasa M se pone

de manifiesto un comportamiento cromatográfico diferenciador

entre las muestras procedentes de glucógeno y las de microsomas.

6.- La distribución de PrP sobre sustrato HMG-CoA

reductasa, tras la centrifugación en un gradiente de sacarosa

permite concluir que existe una actividad localizada en microso-

mas.

7.- La actividad presente en microsomas puede solu-

bilizarse con tratamientos suaves -detergentes no aniónicos a
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baja concentración o tratamiento con sales a baja molaridad- sin

que queden cantidades significativas en el precipitado final, lo

que indica que la proteína responsable de la actividad fosfatasa

no es una proteína intrínseca de membrana.

8.- En microsomas están presentes tres actividades

protein fosfatasa sobre sustrato HMG-CoA reductasa: PrP 1, PrP 2A

y PrP 2C. No se detecta actividad PrP 2B en microsomas.

9.- Se purifica la actividad HMG-CoA reductasa fosfa-

tasa M a partir de microsomas solubilizados con detergente. La

preparación final presenta un peso molecular aparente de 85 kDa

en gel filtración.

10.- La actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M se

disocia produciendo dos subunidades: una con actividad catalítica

que presenta un peso molecular de aproximadamente 55 kDa, tanto

en gel filtración como en geles de acrilamida/SDS y otra de menor

peso molecular que es la subunidad de anclaje al retículo endo-

plasmático.

11.- El enzima HMG-CoA reductasa fosfatasa M no es

especifico para el sustrato HMG-CoA reductasa. De forma inversa

el sustrato HMG-CoA reductasa puede ser desfosforilado por las

cuatro serin protein fosfatasas hasta ahora descritas: PrP 1, 2A,

2B y 2C.

12.- La actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M se

clasifica como PrP 1, al ser inhibida por el inhibidor 2 y al

mismo tiempo no ser activable por protamina. Son necesarias para

su inhibición mayores concentraciones que las descritas para la

PrP 1 citosólica.

13.- La rotura del holoenzima de 85 kDa, o de la

subunidad de 55 kDa, por precipitación con acetona o por pro-

teolísis controlada con tripsina, provoca la aparición de una

actividad protein fosfatasa de peso molecular en cromatografía de

gel filtración de 35-37 kDa.
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14.- La obtención del fragmento de 35-37 kDa conlleva

en todas las ocasiones pérdida de la actividad HMG-CoA reductasa

fosfatasa que no se recupera por tratamientos posteriores.

15.- Vistas las conclusiones anteriores, el enzima

HMG-CoA reductasa fosfatasa M, purificado y parcialmente carac-

terizado a partir de microsomas de hígado de rata, tiene un

comportamiento que lo distingue de otras PrP descritas. Es de

origen microsomal y no se debe a contaminación por glucógeno o

citosol. Está constituido por una subunidad de anclaje y otra con

actividad catalítica. En su constitución no interviene el modu-

lador o inhibidor 2 si bien lo reconoce y es inhibida por el.
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APÉNDICE I
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Protein fosfatasa dependiente de ATP-Mg* *

Enzima que remueve grupos prostéticos
Enzima que rompe la fosforilasa
Fosforilasa fosfatasa

Protein fosfatasa dependiente de ATP-Mg2 *
Fosfatasa III

Fosfatasa 1
Fosfatatasa HI y CI

Calcineurina

Proteína que une al modulador
Calcineurina
CaM-BP8 o
Fosfatasa 2B
Fosfatasa 2

Protein fosfatasa dependiente de Mg3 *

Fosfatasa U2

Fosfatasa IA
Fosfatasa dependiente de Mg2 *
Fosfatasa 2C
Fosfatasa II
Fosfatasa II cadena ligera
Fosfatasa II de músculo liso
Fosfatasa 4
Fosfatasa PFK

Cori, 1943
Cori, 1955
Sutherland, Fischer y
Krebs, 1956-1959
Merlevede, 1966-1974
Cohen, 1977
Li, 1982
Cohen, 1978. Li, 1983
Lee, 1984

Wang, 1977
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Cheung 1980
Cohen 1981
Li 1983

Li 1977
Tsuiki, 1977
Tsuiki, 1980
Cohen, 1981
Li, 1981
Pato y Adelstein, 1982
Pato y Adelstein, 1983
Li, 1983
Söling, 1984

Protein fosfatasas estimuladas por policationes

Fosfatasa IB
Fosfatasa II
Fosfatasa eIF-2
Fosfatasa 2A
Fosfatasa I
Fosfatasa I cadena ligera
Fosfatasa I de músculo liso
Fosfatasa 3
Fosfatasa estimulable por histona Ha
Fosfatasas modulables por policationes
Fosfatasa HII
Fosfatasas estimulables por policationes

Tsuiki, 1978
Tsuiki, 1978
Safer, 1980
Cohen, 1981
Li, 1982
Pato y Adelstein, 1982
Pato y Adelstein, 1983
Li, 1983
Schelender, 1984
Di Salvo, 1984
Lee, 1984
Merlevede, 1985

APÉNDICE II

Principales contribuciones al estudio de las protein fosfatasas y
clasificación de las PrP según los criterios de Merlevede (237)
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