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3.1. EFECTO DE LA DILUCION EN LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LAS
PROTEIN FOSFATASAS

La determinacién de los porcentajes de distribucidn
subcelular de las actividades protein fosfatasa varian no tan
sélo en funcién del sustrato utilizado, HMG-CoA reductasa o
glucégeno fosforilasa, sino también en funcidén de las condiciones
del ensayo. Los distintos valores de actividad especifica para un
mismo sustrato se han explicado por la presencia de potentes in-
hibidores de fosfatasas en higado de rata, que se distribuyen
desigualmente conforme se procede al subfraccionamiento celular.
La presencia de estos inhibidores modifica de forma drastica la
actividad especifica en funcién de 1la dilucién de 1la muestra.
Para evitar estas variaciones se recomienda dializar las muestras
o bien someterlas a cromatografia en gel filtracidén 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 variacién de 1la actividad es-
pecifica en funcién de la dilucién. Para ello se obtuvieron las
fracciones siguientes: sobrenadante postmitocondrial (SPM),
citosol (C), microsomas (M) y glucbégeno (G), como se ha descrito
en el apartado 2.6.1.

Las fracciones se diluyen, refiriéndose respecto al

homogenizado inicial obtenido al triturar el higado en relacién
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 concentracién final equivalente al 10 %, 3,3 %,
1,1 %, y 0,3 % respecto al 100 %, volumen de higado homogenizado.
De cada una de estas diluciones se tomaron 30 pL y se ensayd la
actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa y glucdgeno 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 higado, para sustrato HMG-CoA reductasa y en
abscisas el porcentaje de dilucidén de las muestras, en escala

logaritmica.

En el SPM, la actividad especifica aumenta de 550 U/g
de higado para una dilucién del 10 %, a 1800 U/g de higado para
el 0,3 %, esto es, multiplica aproximadamente por tres su activi-
dad especifica. En citosol pasa de 450 U/g de higado para una
dilucién del 10 9, a 900 U/g de higado para una dilucién del
1,1 %. Las actividades especificas en microsomas y glucdégeno se
ven menos afectadas, aunque también aumentan ligeramente.

Como se observa, la actividad en microsomas y glucéd-
geno aumenta poco al incrementar la dilucidén, variando mucho la
actividad en SPM o citosol. Por ello, si los porcentajes de dis-
tribucidén se calculan respecto al SPM, para una dilucidén del
10 %, a microsomas y glucégeno se les asignan porcentajes mas
elevados y a citosol menor. Cuando los porcentajes de distribu-
cién se calculan para diluciones del 1 %, a microsomas y glucé-
geno proporcionalmente 1les corresponde menor porcentaje vy a

citosol mayor.
3.1.2. Sustrato glucégeno fosforilasa

En la Figura 2, en ordenadas se representa la acti-
vidad PrP, en U/g de higado, para sustrato glucégeno fosforilasa
y en abscisas el porcentaje de dilucién de 1las muestras, en
escala logaritmica.

La dilucién de las muestras incrementa la actividad
especifica en las fracciones SPM y citosol, multiplicandose por 3
y por 2,5 respectivamente, para las diluciones del 10 y 0,3 %.
Las actividades de microsomas y glucdgeno se ven menos afectadas
por la dilucidn.
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Los porcentajes de distribucidén subcelular varian a
medida que se incrementan las diluciones, tanto para sustrato
glucdégeno fosforilasa como para sustrato HMG-CoA reductasa.

En la Figura 3 se muestra el efecto que produce la
eliminacidén de compuestos de bajo peso molecular por gel filtra-
cién sobre 1la actividad glucdédgeno 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 especifica. En muestras poco di-
luidas (10 %) en el SPM y en citosol el aumento de actividad en
respuesta a la eliminacién de sustancias de bajo peso molecular
es importante. Ello pone de relieve que si bien la eliminacidn de
compuestos de pequefio peso molecular inhibe 1la actividad protein
fosfatasa, a medida que aumenta la dilucién este factor pierde
significacidn.

Cuando el efecto de la filtracidén se estudia sobre la
actividad PrP y sobre sustrato HMG-CoA reductasa se observa muy
poca variacién en la actividad especifica como respuesta a la
eliminacién de pequeflas moléculas. La interferencia es menos
acusada.
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EFECTO DE LA DILUCION EN LA ACTIVIDAD ESPECIFICA
HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA
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FIGURA 1

Efecto de la dilucidén en la actividad especifica HMG-CoA reducta-
sa fosfatasa, en las fracciones: (o) sobrenadante postmitocon-
drial, (O) citosol, ( e ) microsomas, y (V) glucdgeno.

En ordenadas se indica actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa en
U/g de higado. En abscisas la dilucién efectuada en J respecto a
un 100 % referido al volumen inicial de higado después de homoge-
nizar (1/3).
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EFECTO DE LA DILUCION EN LA ACTIVIDAD ESPECIFICA
GLUCOGENO FOSFORILASA FOSFATASA
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FIGURA 2

Efecto de 1la dilucién en la actividad especifica de la glucdgeno
fosforilasa fosfatasa, en las fracciones: (o) sobrenadante post-
mitocondrial, (00 ) citosol, ( e ) microsomas, y (V) glucdgeno.

En ordenadas se indica actividad glucégeno fosforilasa fosfatasa
como U/g de higado. En abscisas el tanto por ciento de dilucién
efectuada respecto a un 100 ¥ referido al volumen inicial de

higado después de homogenizar (1/3).
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EFECTO DE LA FILTRACION DE EXTRACTOS INICIALES SOBRE LA ACTIVIDAD
ESPECIFICA GLUCOGENO FOSFORILASA FOSFATASA
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FIGURA 3

Efecto de 1la filtracién en Sephadex G-50 superfino de las frac-
ciones obtenidas a partir de higado de rata: sobrenadante postmi-
tocondrial y citosol sobre la actividad especifica fosforilasa
fosfatasa

En ordenadas se indica actividad glucégeno fosforilasa fosfatasa
como U/g de higado. En abscisas el tanto por ciento de dilucién
efectuada respecto a un 100 % referido al volumen inicial de
higado después de homogenizar (1/3).

En circulos 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 vacias a las formas filtradas.
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3.2. ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA EN EL SOBRENADANTE
POSTMITOCONDRIAL DE HIGADO DE RATA

3.2.1. Animales alimentados

Nos interesaba conocer si la forma de obtencidén de
los higados, 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 estandar, que fueron decapita-
das y a las que se extrajo el higado tras el desangrado,

b) ratas alimentadas con dieta estandar a las que se per-
fundié el higado con solucidén salina para eliminar restos
de hematies; podremos asi evaluar si la sangre que bafia el
higado obtenido de ratas decapitadas puede modificar la
actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa.

c) ratas alimentadas con dieta estandar suplementada
durante los cinco Ultimos dias previos al sacri-
ficio con 5 % de colestiramina, resina que aumenta
la cantidad de HMG-CoA reductasa; comprobaremos si
la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa aumenta en

correlacidén con su sustrato.

Tras la obtencién del higado se tomdé una muestra de
aproximadamente 1 gramo, se pesé y se congeld en nitrégeno liqui-
do, guardandose a -70°C para la determinacién de la concentracién
de glucdégeno, tal como indicamos en el apartado 2.4.14. El resto
de higado se homogenizdé 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 glucdégeno fosforilasa
fosfatasa. Para ello se procedié a diluir las muestras hasta
dilucidén infinita, esto es, aquella dilucidén a la cual es maxima
la actividad especifica. Parte del SPM obtenido se alicuoté y
guardd a -70°C. En estas muestras se determinaron las actividades
lactico deshidrogenasa y glucosa 6-fosfatasa, asi como la concen-

tracién de proteina. Los higados se manipularon separadamente y
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los datos obtenidos se trataron para obtener las medias y las
desviaciones estandar.

El resultado se muestra en la Tabla VI.AEn la primera
columna se exXpresan 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 ¢ (no mostrados)
se observa que estos Ultimos estidn dentro de las medias obtenidas
expresadas en la columna de dieta normal. En ningin caso se
producen cambios en la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa en
el SPM, 1lo que indica que 1la sangre que bafia el higado no esta
modificando la actividad PrP y que el aumento causado por la
colestiramina en 1la expresién de la actividad HMG-CoA reductasa
no estia afectado del mismo modo 1la actividad HMG-CoA reductasa
fosfatasa.

3.2.2. Animales en ayunas y tratados con glucagon

Para conocer si la disminucidén del glucdégeno hepatico
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 variacién 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 contaminacién de
glucégeno en microsomas obtenidos por centrifugacién diferencial,
cuyo valor es importante en ratas alimentadas e igualmente impor-
tante en ratas en ayuno de 24 horas. Esta precaucién se hacia
necesaria después de la publicacién 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 1, por el glucdgeno, la pequefia cantidad de glucdgeno que



163

contamina los microsomas podria ser suficiente para arrastrar la
actividad PrP 1,.

Se tomaron las mismas precauciones que en el apartado
anterior, y se determinaron los mismos parametros. Los datos
obtenidos para las ratas en ayunas de 24 horas estan dentro de
las medias presentadas en la Tabla VI para ratas alimentadas con
dieta estandar, excepto en lo que hace referencia a la concentra-
cién de glucdégeno que fue de 3,5 mg/g de higado 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 concentracién
de glucdégeno en higado, sin modificar significativamente la
actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa ni la glucdégeno fosforilasa
fosfatasa. Los ligeros aumentos que se observan en las activida-
des lactico deshidrogenasa y glucosa-6-fosfatasa han sido ya
descritos.

Este resultado nos animé 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 glucdgeno.



164

ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA EN EL SOBRENADANTE
POSTMITOCONDRIAL DE HIGADO DE RATAS ALIMENTADAS Y RATAS
EN AYUNAS TRATADAS CON GLUCAGON

Dieta normal Ayunas-Glucagon

Actividad enzimatica Unidades/g de higado

HMG-CoA reductasa fosfatasa 1.850 + 200 1.950 £ 220

Fosforilasa fosfatasa 48 + 5 46 = 7
Lactico deshidrogenasa 254 + 34 280 t 25
Glucosa-6-fosfatasa 3,4 + 1,2 3,6 £ 1,3
mg/g de higado
Proteina 89 + 10 98 + 9
Glucdgeno 45,5 + 8 0,3 £ 0,2
TABLA VI

Se determinaron las actividades HMG-CoA reductasa fosfatasa, glu-
cégeno fosforilasa fosfatasa y las actividades marcadoras de
citosol, lactico 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
higado. También se determinaron proteina y glucdégeno, que se
expresan en mg/g de higado. Los resultados se presentan como la

media * su desviacién estandar (n = 4).
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3.3. DISTRIBUCION SUBCELULAR DE LA ACTIVIDAD BMG-CoA REDUCTASA
FOSFATASA

En el estudio de la distribucidén subcelular de la ac-
tividad HMG-CoA reductasa fosfatasa se emplearon la centrifu-
gacidén diferencial y la centrifugacidén 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 1la misma forma que se hizo para el
estudio de las actividades en el SPM.

3.3.1. Subfraccionamiento por ultracentrifugacién

Del subfraccionamiento del SPM por centrifugacién
diferencial se obtuvieron 1las sigquientes fracciones: citosol,
precipitado microsomal vy precipitado de glucégeno, tal como se
detalla en el apartado 2.6.1.

De todas las fracciones se congelaron alicuotas a-~
70°C y se detérminaron las actividades marcadoras de citosol,
lactico deshidrogenasa; de microsomas, glucosa-6-fosfatasa y las
actividades PrP sobre sustratos HMG-CoA reductasa y glucdgeno

fosforilasa. También se determind la concentracién de proteina.

En la determinacién de 1las actividades PrP, las
muestras se diluyeron a lo que llamamos dilucidén infinita, esto
es aquella dilucidén a la cual es madxima la actividad especifica,
con la precaucién de aplicar la misma dilucién a todas 1las 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 comparacién de
los porcentajes de distribucién de la actividad marcadora de
citosol (LDH) se concluye que la fraccidén microsomal esta poco
contaminada de proteinas citosdlicas (0,5 %) y que no se puede
atribuir a contaminacién citosélica 1la actividad recogida en el

precipitado microsomal. Esta baja contaminacién se debe a que los
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microsomas obtenidos por primera vez, y con elevada contaminacién
citosdlica, se lavaron con soluciédn amortiguadora y se centrifu-
garon de nuevo, precaucién que logra disminuir la contaminacién
citosdlica.

La mayor parte de 1la actividad se localiza en el
citosol, 55 9. Microsomas y glucdégeno contienen aproximadamente
la misma actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa, 7 %4 y 6 %, res-
pectivamente.

En el subfraccionamiento del SPM (55 + 7 + 6 %) no se
recupera el 100 % de 1la actividad inicial HMG-CoA reductasa
fosfatasa, lo que puede deberse esencialmente a las condiciones
de dilucién del ensayo, tal como hemos demostrado en apartados
anteriores. La inestabilidad de 1la actividad podria 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 1las ratas tratadas
con glucagon se muestran en la TABLA VIII. En este caso sélo
obtuvimos dos fracciones: citosol y microsomas, ya que disminuyd
drasticamente el glucdégeno hepatico (0,3 mg/gramo de higado.)

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 glucdégeno fosforilasa (del 12
al 4 %). La pérdida de actividad en microsomas, de forma conjunta.
a la desaparicién del glucdgeno, hace necesario seguir conside-
rando una posible contaminacidén de microsomas por glucégeno, tal
como indican Mvumbi y col. (246)

En c¢itosol 1los porcentajes de actividad HMG-CoA
reductasa fosfatasa y glucdégeno fosforilasa fosfatasa estan
aumentados respecto a los animales control. Ello puede deberse al
aporte provocado por la desaparicién de la fraccién de glucégeno
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(como sucede en el caso de la actividad PrP 1;, para sustrato
glucégeno sintasa) y también a un aporte de PrP procedentes de la
fraccién microsomal, bien por 1la desaparicién del glucdgeno
contaminante de esta fraccién o por una probable accién del
glucagon directamente sobre el reticulo endoplasmatico. Con este
ensayo no es posible valorar separadamente el aporte de cada una
de las subfracciones ni tampoco cuantificar qué proporcién de la
actividad microsomal perdida se debe directamente a la desapari-
cidén del glucdégeno y qué parte corresponde a una accidén directa
del glucagon sobre las membranas del reticulo endoplasmatico.
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SUBFRACCIONAMIENTO DEL SOBRENADANTE POSTMITOCONDRIAL OBTENIDO
A PARTIR DEL HIGADO DE RATAS ALIMENTADAS

Fraccidn Proteina Lactico Glucosa-6- Fosforilasa HMG-CoA-R
DH fosfatasa fosfatasa fosfatasa
89 263 3,24 50 1.700
+ 10 + 30 + 1,2 + 8 + 250
% % % % %
SPM 100 100 100 100 100
citosol 73 90 1,5 82 55
Precipitado 21 0,5 80 12 7
microsomal
Precipitado
de glucdgeno 1,5 0,4 4 7 6
TABLA VII

Distribucién de 1la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa en
higado de ratas alimentadas. El1 SPM se sometid a un subfracciona-
miento por centrifugacidén diferencial.

En la primera linea se expresan las actividades enzimaticas en
U/g de higado. La proteina se presenta en mg/g de higado. En las
siguientes lineas los valores se expresan en % sobre la actividad
inicial medida en el SPM al que se hace corresponder el 100 %. La
concentracién de glucdgeno en higado de ratas alimentadas es de
41 * 10 mg/g de higado (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 HIGADO DE RATAS EN AYUNAS TRATADAS CON GLUCAGON

Fraccién Proteina Lactico Glucosa-6~ Fosforilasa HMG-CoA-R
DH fosfatasa fosfatasa fosfatasa
97 267 3,54 47 1.900
+ 9 + 25 + 1,3 + 6 + 180
% % % % %
SPM 100 100 100 100 100
citosol 72 96 2 89 62
Precipitado 26 0.6 72 3,9 2,1
microsomal
TABLA VIII

Distribucién de 1la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa en
higado de ratas en ayunas de 24 horas a las que se administré 0,5
mg de glucagon antes del sacrificio. E1 SPM se sometié a un sub-
fraccionamiento por centrifugacién diferencial.

En la primera linea se expresan las actividades enzimaticas como
U/g de higado. La proteina se presenta en mg/g de higado. En las
siguientes lineas los valores se expresan en % sobre la actividad
inicial medida en el SPM al que se hace corresponde el 100 %. La
concentracién de glucégeno en ratas en ayunas de 24 horas trata-
das con glucagon es de 0,3 * 0,2 mg/gramo de higado 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 centrifugacidén en gradiente lineal de sacarosa, como se
indica en el apartado 2.6.2. El1 gradiente se realizd en dos
condiciones: en presencia de 10 mM EDTA (figuras 4 y 6), y en
presencia de 10 mM EDTA + 500 mM KCl (figuras 5 y 7).

En dos tubos de centrifuga, utilizados como control,
se depositd solucién de homogenizacidén, en lugar de la muestra de
SPM. Una vez finalizada la centrifugacién se siguidé la evolucién
del gradiente de sacarosa por medida del indice de refraccién en
cada una de las fracciones. Ello permitié calcular la concentra-
cidén de sacarosa (paneles A) y la densidad en todas las fraccio-
nes (paneles D).

En las condiciones de centrifugacién resefiadas, en el
fondo del tubo de centrifuga se depositéd, firmemente adherido, un
precipitado de glucégeno, evidente si las ratas habian sido ali-
mentadas e inapreciable si las ratas estaban en ayunas y tratadas
con glucagon. Este precipitado no se recogidé tras el fraccio-
namiento del gradiente.

Se determinaron las actividades marcadoras de cito-
sol: LDH (paneles B, derecha); de reticulo endoplasmatico: gluco-
sa-6-fosfatasa y HMG-CoA reductasa (paneles B, izquierda); la
concentracidén de proteina y la presencia de RNA (paneles D).

En la determinacién de las actividades PrP, para sus-
trato HMG-CoA reductasa (paneles A), y sustrato glucdgeno fosfo-
rilasa (paneles C), fue esencial la dilucidén en el ensayo. Dado
el elevado numero de fracciones a ensayar se hizo necesario
estandarizar las condiciones, perdiendo en ello posiblemente
sensibilidad en algunos de los puntos.

Para la determinacién de la actividad HMG-CoA reduc-
tasa fosfatasa las fracciones se diluyeron 1/10 con la solucidn
amortiguadora: Tris/HCl1 5 mM pH 7, DIT 1 mM y albimina bovina 0,5
mg/mL, momentos antes del ensayo. Cuando las muestran se ensaya-
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ron sin diluir aparecidé actividad en las fracciones de microsomas

y no se manifestdé actividad enzimAtica en las citoséblicas.

La presencia de inhibidores de la actividad PrP en
las fracciones citosélicas afectdé en mayor grado la actividad PrP
sobre sustrato glucdgeno fosforilasa que sobre sustrato HMG-CoA
reductasa. Cuando las fracciones se ensayaron sin diluir o dilui-
das 1/10, 1la actividad sélo se mostré en la zona correspondiente
a microsomas. Al aumentar la dilucidén a 1/40 se mostrd la activi-
dad PrP en las fracciones citosélicas y desaparecié de las mi-
crosomales, por lo gque decidimos diluir 1/10 1las fracciones
correspondientes a los marcadores de microsomas y diluir 1/40 las

correspondientes al marcador citosdlico.
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3.3.2.1. Animales alimentados

En la Figura 4 se presentan los resultados obtenidos
de la centrifugacién en un gradiente de sacarosa del 15-60 %,
preparado en Tris/HCl1 5 mM pH 7 y EDTA 10 mM, del scbrenadante
postmitocondrial obtenido de ratas alimentadas. Los resultados se
agrupan en cuatro paneles: A, B, C y D. En 1la Figura 5 se mues-
tran los resultados del gradiente realizado en las mismas condi-
ciones afladiendo a la solucién 500 mM KC1.

La elevada concentracién de EDTA, por su accidén que-
lante, evita que se formen agregados microsomales, frecuentes en
presencia de iones. Si el gradiente se realiza ademas en presen-
cia de KCl 500 mM, se provoca la separacién de los polisomas de
la membrana del reticulo endoplasmatico y de las proteinas peri-
féricas o adheridas. Con ello las fracciones microsomales pierden
densidad y aparecen m&s préximas al citosol, al tiempo que las
proteinas que no estan fuertemente adheridas se desprenden de los
microsomas y quedan retenidas en fracciones de menor densidad,
por lo que se recomienda utilizar EDTA + KCl en este tipo de gra-
dientes.

En los paneles A y C se pone de manifiesto gque la
actividad PrP para los dos sustratos presenta unos maximos 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 KCl 500 mM, Figqura 5, las
actividades marcadoras de microsomas se desplazan a densidades
menores, pero en ningin caso la actividad disminuye. No sucede
asi con las actividades PrP: aun cuando se desplazan a densidades
menores, el Area comprendida bajo el perfil de actividad para las
fracciones microsomales disminuye significativamente. Estos
resultados seran confirmados en apartados siguientes, en los que
se demuestra gque 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

Centrifugacién en gradiente de sacarosa continuo (15-60 %) prepa-
rado en Tris/HCl1 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 linea discontinua el porcentaje de sacarosa
en cada una de las fracciones ensayadas (abscisas), calculado a
partir del indice de refraccién. En circulos abiertos se repre-
senta la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa.

-B- Se representan las actividades marcadoras de citosol (LDH) en
circulos abiertos; de microsomas (G-6-Pasa) cuadrados vacios; y
HMG-CoA reductasa en triangulos vacios.

-C- Se representa en linea discontinua el porcentaje de sacarosa
en cada una de las fracciones ensayadas (abscisas), calculado a
partir del indice de refraccidén. En circulos llenos se representa
la actividad glucdégeno fosforilasa fosfatasa.

-D- Se representa en 1linea de puntos la proteina en mg/mL. En
linea continua se representa la distribucién de RNA en D.O. a 260
nm.
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SUBFRACCIONAMIENTO EN GRADIENTE DE SACAROSA CONTINUO (15-60 %) EN
PRESENCIA DE 500 mM KC1l, DEL SOBRENADANTE POSTMITOCONDRIAL
OBTENIDO DE RATAS ALIMENTADAS

FIGURA 5

Centrifugacidén en gradiente de sacarosa continuo (15-60 %) prepa-
rado en Tris/HCl1 5 mM pH 7, EDTA 10 mM y 500 mM KCl, 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 indice de refraccidén. En circulos abiertos
se representa la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa.

-B- Se representan las actividades marcadoras de citosol (LDH) en
circulos abiertos; de microsomas (G-6-Pasa) cuadrados vacios; y

HMG~CoA reductasa en triangqulos vacios.

-C- Se representa en linea discontinua el porcentaje de sacarosa
en cada una de las fracciones ensayadas (abscisas), calculado a
partir del indice de refraccién. En circulos llenos se representa
la actividad glucdégeno fosforilasa fosfatasa.

-D- Se representa en 1linea de puntos la proteina en mg/mL. En
linea continua se representa la distribucién 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-
trifugacién en un gradiente de sacarosa del.15—60 % preparado en
Tris/HC1 5 mM pH 7, EDTA 10 mM, del sobrenadante poeostmitocondrial
obtenido de ratas en ayunas de 24 horas a las que se administré
0,5 mg de glucagon/animal 30 minutos antes del sacrificio. Los
datos se agrupan en cuatro paneles: A, B, Cy D. La Figura 7
muestra los mismos datos para gradientes obtenidos en presencia
de EDTA 10 mM y KC1l 500 mM.

La actividad marcadora de reticulo endoplasmatico
(glucosa-6-fosfatasa) y la marcadora de citosol (LDH), presentan
perfiles practicamente 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 KCl. Este dato es de interés ya que demuestra que el glucagon
puede modificar la distribucién de un enzima localizado inequivo-
camente en el reticulo endoplasmatico.

Al igual dgque sucede en los ensayos graficados en las
Figuras 4 y 5, la presencia de KCl desplaza la aparicién de los
marcadores de microsomas a =zonas mas prdéximas al citosol. La
distribucién de proteina y de RNA (paneles D) se ve modificada
por la presencia de KCl y en menor grado por el tratamiento de
los animales: se aprecia como en las ratas tratadas con glucagon,
la desaparicidén del precipitado de glucdégeno provoca que en las
fracciones correspondientes disminuya efectivamente 1la proteina
presente. E1l tratamiento con glucagon no afecta la distribucién
de RNA respecto a ratas alimentadas cuando el gradiente se rea-

liza en ausencia de KCl.

La administracién 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 centrifugacidén diferencial para ratas
tratadas.
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La accidén de lavado debida a la presencia de KC1l 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
glucégeno fosforilasa se aprecian, aun asi, actividades en la
zona microsomal. Estas diferencias puede deberse Unicamente a que
el ensayo con sustrato glucdgeno 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

Centrifugacidén en gradiente de sacarosa continuo (15-60 %) prepa-
rado en Tris/HC1 5 mM pH 7, EDTA 10 mM, del sobrenadante postmi-
tocondrial obtenido de ratas alimentadas. Las condiciones wvienen
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 indice de refraccién. En circulos abiertos se repre-
senta la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa.

-B- Se representan las actividades marcadoras de citosol (LDH) en
circulos abiertos; de microsomas (G-6-Pasa) en cuadrados vacios y

HMG-CoA reductasa en triangulos vacios.

-C- Se representa en linea discontinua el porcentaje de sacarosa
en cada una de las fracciones ensayadas (abscisas), calculado a
partir del indice de refraccién. En circulos llenos se representa

la actividad glucdégeno fosforilasa fosfatasa.

-D- Se representa en 1linea de puntos la proteina en mg/mL. En
linea continua se representa la distribucién de RNA en D.O. a 260
nm.
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SUBFRACCIONAMIENTO EN GRADIENTE DE SACAROSA CONTINUO (15-60 %) EN
PRESENCIA DE 500 mM KCl, DEL SOBRENADANTE POSTMITOCONDRIAL
OBTENIDO DE RATAS EN AYUNAS TRATADAS CON GLUCAGON

FIGURA 7

Centrifugacién en gradiente de sacarosa continuo (15-60 %) prepa-
rado en Tris/HC1 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 linea discontinua el porcentaje de sacarosa
en cada una de las fracciones ensayadas (abscisas), calculado a
partir del indice de refraccién. En circulos abiertos se repre-
senta la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa.

-B~ Se representan las actividades marcadoras de citosol (LDH) en
circulos abiertos; de microsomas (G-6-Pasa) cuadrados vacios y
HMG-CoA reductasa en triangulos vacios.

-C~ Se representa en linea discontinua el porcentaje de sacarosa
en cada una de las fracciones ensayadas (abscisas), calculado a
partir del indice de refraccién. En circulos llenos se representa
la actividad glucdgeno fosforilasa fosfatasa.

-D- Se representa en 1linea de puntos la proteina en mg/mL. En
linea continua se representa la distribucidén de RNA en D.0O. a 260
nm.
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3.4. ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA EN MICROSOMAS DE
HIGADO DE RATA
3.4.1. Solubilizacién de la actividad HMG-CoA reductasa
fosfatasa
3.4.1.1. Animales alimentados

En los microsomas obtenidos a partir de higado de
ratas alimentadas, se solubilizé 1la actividad HMG-CoA reductasa
fosfatasa tal como se describe en 1los apartadoes 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 solubilizacidn.

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 %, 1lo que puede considerarse
control de las demas solubilizaciones. La solubilizacién debida
al tratamiento amiloglucolitico (50 %) practicamente no mejora el
rendimiento respecto al control. En la solubilizacidén con KCl se
han probado concentraciones de 100, 300, 500 y 1000 mM, los
porcentajes de solubilizacidén aumentan ligeramente con el aumento
salino, siendo practicamente iguales para 300 y 500 mM y algo
superiores para 1000 mM (datos no tabulados). Si se repite tres
veces el tratamiento con KCl 500 mM se obtienen unos porcentajes
de solubilizacién medios de 62 + 18 + 7 %. El tratamiento con
Triton X-100 al 0,1 % es algo mads eficaz llegando a solubilizar
entre 70-80 % en un primer lavado y si se repite la solubili-
zacién, 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 Yy se
les administra glucagon, disminuye significativamente la activi-
dad HMG-CoA reductasa unida a microsomas, pero queda una activi-
dad unida a esta fraccidn

Microsomas obtenidos tras ayuno y tratamiento con
glucagon fueron solubilizados como en el caso de las ratas ali-
mentadas. Una alicuota se sometid a tratamiento amiloglucolitico
"in vitro" con a-amilasa y otra alicuota con Triton 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 mas eficaz. La
poca cantidad de glucdégeno 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 HIGADO DE RATA

FIGURA 8

Se representa en barras vacias la actividad HMG-CoA reductasa
solubilizada en tanto por ciento respecto a un 100 % de actividad
en la fraccién 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 solubilizacién de los

microsomas obtenidos a partir de ratas alimentadas.

En la parte inferior -B- se muestra la solubilizacién de los
microsomas obtenidos a partir de ratas en ayunas tratadas con

glucagon.
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3.4.2. Comprobacioén de que la actividad solubilizada no es PrP 1,

Con el fin de saber si la actividad solubilizada de
microsomas es recaptada por el glucdgeno, tal como se ha descrito
para la actividad purificada a partir del precipitado de glucdge-
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 glucéd-
geno, el las mismas condiciones descritas por Mvumbi y col.
(246). A continuacidén, las muestran fueron centrifugadas, obte-
niéndose un precipitado y un sobrenadante donde se determindé 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 concentracién de
glucdégeno, tanto en ratas alimentadas como en ratas en ayunas
tratadas con glucagon. Mvumbi y col. (246), describen que 0,25
mg/mL de glucdégeno es capaz de recaptar el 50 % de la actividad
PrP 1..

Concluimos que los solubles obtenidos con Triton a
partir de microsomas de ratas alimentadas no estan contaminados

por protein fosfatasas relacionadas con glucdgeno.
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AFINIDAD POR EL GLUCOGENO DE LA ACTIVIDAD SOLUBILIZADA
DE MICROSOMAS

100 } N CONTROL |
e — =
§ GLUCAGON
p so }
¢
E 70r
1%

B e}
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é 40 }
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é o |

20 }
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Figura 9

Alicuotas de 4 mL de soluble obtenido de ratas alimentadas (0 ) o
de ratas en ayunas Yy tratadas con glucagon ( O ), se afnadieron
cantidades crecientes de glucdégeno 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, centrifugindose luego a 100.000xg durante 90
minutos. En el sobrenadante se determindéd la actividad HMG-CoA
reductasa. En la figura se muestran los porcentajes de recupera-
cién de la actividad HMG-CoA reductasa en el sobrenadante respec-

to a la actividad antes de centrifugar.
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3.4.3. Clasificacién de las actividades solubilizadas tras su
cromatografia en DEAE-celulosa

La actividad PrP presente en microsomas puede cla-
sificarse directamente utilizando alicuotas de microsomas, si
bien 1la presencia de varias PrP en muestras poco purificadas
dificulta la deteccidén y cuantificacién de las distintas PrP. La
clasificacién de 1las actividades PrP puede realizarse igualmente
en los solubilizados microsomales obtenidos con Triton X-100,
medio muy eficaz que arrastra practicamente toda la actividad PrP
presente en microsomas.

Creemos del mayor interés, a fin de seleccionar la
actividad a purificar, separar 1las actividades solubilizadas en
una cromatografia en DEAE-celulosa, ya que en estudios previos a
este trabajo, esta resina se habia mostrado eficaz para separar
distintas PrP, con elevado rendimiento.

El soluble de Triton X-100, obtenido de los microso-
mas fraccionados del higado de 5 ratas, se cromatografidé en una
columna de DEAE-celulosa, se determindé 1la 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 KCl, mostrando tres maximos de actividad PrP.

En alicuotas de las mismas fracciones se realizé la
determinacidén de actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa afiadiendo
protamina hasta una concentracién final en el ensayo de 30 pg/mL.
Se considera que esta concentracién de protamina reactiva las PrP
2A sin afectar la actividad PrP 1, habiéndose propuesto como
criterio suficiente para distinguir 1la 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 maximo de actividad muestra reac-

tivacidén; consideramos por ello que se debe a una PrP 2A.
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En otras alicuotas se determindé la actividad HMG-CoA
reductasa fosfatasa en presencia de MgCl, 5 mM. La PrP 2C es
dependiente de Mg**, por ello, en las condiciones de ensayo de la
Figura 10 A, esta actividad no puede mostrarse ya que no esta
presente este catidén. Los resultados se presentan en la Figura 10

B. Aparece una actividad entre los miximos de los picos 1 y del
gradiente salino.

El Mg®* no sbélo 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
realizé un ensayo especifico 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 MgCl, 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, alicuotas de 20 uL de las fracciones eluidas
de la columna se incubaron durante 15 minutos a 30°C con 10 uL
(5 ng) de inhibidor 2 de misculo de conejo. Transcurridos los 15
minutos se prosiguié el ensayo de actividad HMG-CoA reductasa
fosfatasa. Los resultados obtenidos tras la incubacién con inhi-

bidor 2 no modifican el perfil cromatogrifico presentado en la
Figura 10 A.

Dada 1la baja probabilidad de encontrar PrP 2B en
microsomas, enzima fundamentalmente citosdlico, antes de proceder
a la determinacién de la actividad PrP 2B en las fracciones de la
columna de DEAE-celulosa, se ensayaron previamente microsomas
resuspendidos y solubles obtenidos con Triton X-100. La activi-
dad PrP 2B se ensayé sobre sustrato pNPP y sustrato HMG-CoA
reductasa, tal como se describe en el apartado 2.4.10. En ensayos
previos se comprobé que el pNPP y la HMG-CoA reductasa inactiva y
homogénea eran sustratos de la PrP 2B ya que con ambos sustratos
la actividad aumenté si en el ensayo estaban presentes calmodu-
lina © 1 mM Mn**. Cuando se ensayé actividad PrP 2B en microso-
mas y en solubles de Triton X-100, tanto con sustrato HMG-CoA
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reductasa como sobre sustrato pNPP, no se detectd su presencia en

ningin 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 Mg®?*. Cuando esta actividad se puri-
fica y se ensaya frente a inhibidor 2 de masculo de conejo con-
firma su caracter de PrP 1 (véase apartado 3.6.2.). En el lavado
se eluye una pequefia 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 KCl estia compuesta esencial-
mente por dos PrP; la primera en eluir es activada por protamina
y muestra un maximo a 125 mM KCl; la segunda en eluir, aproxi-
madamente a 175 mM KCl es reactivada por Mg®*, sin embargo no es
sensible a protamina. Cuando en las fracciones se ensaya especi-
ficamente la actividad PrP 2C, aparece una actividad con un
maximo que coincide con 1la actividad reactivada por Mg**. A una
concentracién de sal aproximadamente 300 mM aparece una actividad
que eluye con la mayor parte de la proteina y que no es activada
por protamina ni por Mg?*' que consideramos PrP 1.
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CROMATOGRAFIA EN DEAE-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 higado de 5 ratas se cromatografiaron en una
columna de DEAE-Celulosa (2,5 x 6 cm), equilibrada con solucién
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
posicidén que indica la flecha se inicidé un gradiente de KC1l 0-600
mM (200 + 200 mL). Cada 8 minutos se recogieron fracciones de 8
mL. En las fracciones dque se seflalan se determindé la actividad
HMG-CoA reductasa fosfatasa, ensayada sin efectores, circulos
vacios. En trazo de guiones se representa la absorbancia leida a
280 nm.

Figura 10.B

En otras alicuotas se ensayé 1la actividad HMG-CoA
reductasa en presencia de 30 ug/mL de protamina, (cuadrados
vacios) o en presencia de MgCl, 5 mM (circulos llenos).

Figura 10.C

En otras alicuotas se ensayé 1la 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
leida a 280 nM en linea continua.
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3.5. PURIFICACION DE UNA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA
NATIVA (M) A PARTIR DE MICROSOMAS DE HIGADO DE RATA

De las actividades separadas en el DEAE-celulosa se
decide purificar 1la actividad excluida por ser 1la principal
actividad PrP tipo 1, actividad considerada mayoritaria en micro-
somas de higado de rata. Esta actividad ademdas se excluye sin
contaminacién 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 higado de 20 ratas alimentadas. Se
reunieron los solubles obtenidos del primer y segundo tratamiento
de los microsomas con Triton X-100. Con los solubles se realizé
un "batch” en 50 mLk de DEAE-celulosa (DE-52), equilibrado con
solucidén amortiguadora A, utilizada a lo largo de toda la purifi-
cacién. 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" serd utilizado para 1la puri-
ficacidén del enzima que denominaremos en adelante HMG-CoA reduc-
tasa fosfatasa M.

3.5.2. Cromatografia en Fosfocelulosa P-11

El excluido de DEAE-celulosa se cromatografié en una
columna de fosfocelulosa P-11 equilibrada con la solucién amorti-
guadora A: sacarosa 250 mM, EDTA 1mM, EGTA 1 mM, Tris/HCl 40 mM
pH 7,2, PMSF 0.1 mM, benzamidina 1 mM y mercaptoetanol 15 mM.
Esta solucidén amortiguadora se mantiene a 1o largo de toda la
purificacién. La actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa eluye en
un solo pico de actividad a 275 mM KCl, separdandose bien de la
proteina, que se excluye mayoritariamente entre 150 y 200 mM KCl.
No se observa actividad en el excluido ni en el lavado (véase
Figura 11).
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CROMATOGRAFIA EN FOSFOCELULOSA DE LA ACTIVIDAD
HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA M
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Figura 11

La muestra exclﬁida del "batch" de DEAE-celulosa se cromatografid
en una columna de fosfocelulosa P-11 (12 x 2,5 cm), equilibrada
previamente con solucién amortiguadora A. Una vez entrada la
muestra se lavdé con la misma solucidén hasta que la absorbancia
leida a 280 nm retorndé a linea de base. Se instaurd un gradiente
entre 0-600 mM KCl de (225 + 225 mL), recclectandose fracciones
de 8,5 mL. En circulos se representa la actividad HMG-CoA reduc-
tasa fosfatasa y en linea de puntos la absorbancia a 280 nm.
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3.5.3. Cromatografia en Aminohexil-Sepharosa 4B

Las fracciones activas eluidas de la fosfocelulosa P-
11 se reunieron y diluyeron 3 veces con solucién A, sometiéndose
a una nueva cromatografia en Aminohexil-Sepharosa 4B (véase
Figura 12).

La actividad eluye en un solo pico aproximadamente a
200 mM KCl. Las fracciones activas se reunieron 7y concentraron
por presién de nitrégeno en una célula Amicon de 10 mL de capaci-
dad con una membrana P-10. En la misma célula se desald la mues-
tra por lavados sucesivos con la solucién amortiguadora A.

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

La muestra desalada se cromatografié en una columna
de poli-L-lisina-Sepharosa 4B equilibrada en 1la misma solucién
amortiguadora A. Una parte de actividad HMG-CoA reductasa se
excluye, pero la mayor parté es eluida a 125 mM KCl (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 filtracién.
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CROMATOGRAFIA EN AMINOHEXIL-SEPHAROSA 4B DE LA ACTIVIDAD

HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA M
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Figura 12

Las fracciones activas procedentes de la cromatografia en fosfo-

celulosa se diluyen tres veces con la solucidén amortiguadora A y
se cromatografian en una columna de Aminohexil-Sepharosa 4B

(2 X 4 cm) a una velocidad de 40 mL/h. Una vez entrada la muestra
y lavada la columna con la misma solucién de equilibrado, se ins-
taura un gradiente entre 0-500 mM KCl (200 + 200 mL). Se recogen
fracciones de 5,5 mL. En
HMG-CoA reductasa

leida a 280 nm.

circulos se representa la actividad

fosfatasa, en linea de puntos la absorbancia
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CROMATOGRAFIA EN POLI-L-LISINA-SEPHAROSA 4B DE LA ACTIVIDAD
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Figura 13

La actividad HMG-CoA
4B se

hexil-Sepharosa

HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA M

cromatografié

reductasa fosfatasa purificada

en Amino-
en una columna de poli-L-

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

recogieron fracciones de 2 mL. Una vez entrada 1la muestra, la

columna fué lavada hasta que la absorbancia a 280 nm retorné a la

linea de base. Tras el lavado se instaurd un gradiente entre O-
500 mM KC1 (100 + 100 mL). En circulos se representa la actividad

HMG-CoA reductasa fosfatasa y en linea de puntos la absorbancia a
280 nm.
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3.5.5. Cromatografia en Ultrogel AC4

La columna se equilibrdé con solucidén 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). El1 volumen de exclusién de los marcadores utilizados
permiten calcular el peso molecular en gel filtracién de la
muestra purificada: 85 kDa. La proteina no puede ser seguida por
cambios en la lectura de absorbancia a 280 nm. Cada una de las
fracciones con actividad se dializdé frente a agua y concentrd en
una centrifuga conectada a vacio, reduciéndose el volumen a 50-
100 uL.

En la Tabla IX presentamos el cuadro de purificacién
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 proteoliticos incon-
trolados o bien a la separacidén por disociacién o proteolisis de
subunidades no activas de la subunidad con actividad catalitica.

3.5.6. Electroforesis en geles de acrilamida en condiciones
denaturantes de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M

Alicuotas de cada fraccidén, una vez concentradas, se
sometieron a una electroforesigs en geles 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 tincidén con Coomasie. En otras purificaciones, en lugar
de aparecer un doblete, aparece una unica banda de peso molecular
55 kDa. Estos resultados se corresponden con los de gel filtra-
cidén, en los que en ocasiones la actividad aparece a pesos mole-
culares entre 50 y 60 kDa.
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CROMATOGRAFIA EN ULTROGEL AC4 DE LA ACTIVIDAD
HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA M

Figura 14.A

Cromatografia 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 equilibré
con solucién A y NaCl 100 mM a una velocidad de 10 mL/h, reco-
giéndose alicuotas de 2 mL. En linea gruesa y circulos se repre-
senta la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa. Las flechas
indican las fracciones a que eluyen 1los marcadores utilizados,
catalasa, anhidrasa carbdnica, ovoalbumina, mioglobina y con
pesos moleculares en kDa.

Figura 14.B

Cada una de las fracciones con actividad se concentré
en "speed-vacuum" y se realizdé 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 cromatografia concentradas. A
la izquierda se indican los pesos moleculares de 1los marcadores
utilizados.
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CUADRO DE PURIFICACION DE LA ACTIVIDAD
HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA M

Proteina Actividad Total Actividad Especifica Rendimiento
g Unidades Unidades/ng pA
MICROSOMAS 2.640 15.680 59 100
SOLUBLE 353 12.544 35,5 80
EXCLUIDO DEAE- 84 7.025 83,6 45
CELULOSA
100
FOSFOCELULOSA 16 1.475 92,2 20
AMINOEEXIL 2,7 540 200 1.6
POLI-L-LISINA 0,7 125 178,5 1,7
ULTROGEL AC4 0,03 50 1.666 0,7

TABLA IX

Se partié de 140 gramos de higado de rata. En cada paso de puri-
ficacién se determind la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa Yy

la proteina.
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3.5.7. Electroforesis en geles de acrilamida en condiciones no
denaturantes

La determinacidén 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 electroforético y también por la baja recuperacidén de pro-
teina, por ello se utilizaron alicuotas concentradas de 1la co-
lumna de Aminohexil-Sepharosa 4B. Cuando se utilizaron muestras
mas purificadas no se detectd actividad en este tipo de geles.

Para la determinacién de actividad se procedidé como
se describe en el apartado 2.5.2, utilizando una alicuota de 25
pL del eluido de 1la cromatografia de Aminohexil-Sepharosa 4B
concentrada hasta 2 mL, y una muestra de 25 uL de la subunidad
catalitica PrP 1 obtenida de misculo de conejo. Los resultados se
muestran en la Figura 15. En la determinacidén de actividad PrP se
utiliza sustrato glucégeno fosforilasa ya que el ensayo con
sustrato HMG-CoA reductasa no permite visualizar la actividad en
las mismas condiciones. La actividad de 1la PrP purificada a
partir de microsomas presenta un Unico pico de actividad a un Rf
de 0,28 y 0,31 en la electroforesis de dos alicuotas distintas.
La actividad PrP 1. presenta un maximo a un Rf de 0,58. Cuando en
carril paralelo al utilizado para la determinacién de actividad,
se extrae la proteina 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 9% en condiciones denaturantes, 1la
tincidén con Coomasie o la tincidén con nitrato de plata no permi-
ten visualizar ninguna banda de proteina. '
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DETERMINACION DE ACTIVIDAD PROTEIN FOSFATASA EN GELES DE
ACRILAMIDA EN CONDICIONES NO DENATURANTES
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Figura 15

Se determiné la actividad PrP sobre sustrato glucégeno 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 uL de la muestra concentrada que eluye de la croma-
tografia 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 uL de la subunidad catali-
tica de la PrP 1. de conejo.
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3.5.8. Cromatoenfoque de la actividad HMG-CoA reductasa
fosfatasa M

Se han utilizado distintos soportes y eluyentes,
obteniéndose los mejores resultados para cromatoenfoques realiza-
dos en 1la resina PBE-94 eluida entre pHs 7 y 4 con el polibuffer
74,. siguiendo las especificaciones de 1la casa suministradora
Pharmacia Fine Chemicals. Se utilizdé una columna de 28,5 x 1 cm
que se eluyé a 20 mL/h, recogiéndose fracciones de 2 mL. La solu-
cién de elucién se prepard con polibuffer 74, que se lleva hasta
el volumen de dilucién final con 1la solucidén: sacarosa 200 mM,
EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, mercaptoetanol 15 mM, PMSF 0,5 mM. La
solucién final se ajusta a pH 4 con HC1.

Se partié de 140 gramos de higado, siguiéndose la
purificacién ya descrita hasta la cromatografia en Aminohexil-
Sepharosa 4B. El eluido con actividad se concentré hasta 2 mL
(424 unidades HMG-CoA reductasa fosfatasa), equilibrandose en la
misma célula de concentracién con 1la solucién 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 a&cido 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 1las distintas fracciones, aquellas con un pH
inferior a 6,5 se tamponaron con 400 uL de glicina 2 M pH 8,5.

L.os resultados se muestran en la Figura 16. La ac-
tividad HMG-CoA reductasa fosfatasa eluye en un solo pico con un
maximo a pH 5,8. Si no se ensaya inmediatamente es preciso afiadir
albimina bovina para lograr una concentracién final de 0,4 mg/mL,
ya que la eliminacién de proteinas acompafiantes provoca pérdida
de actividad. Esta cromatografia no se incluye en el proceso
general de purificacién, pues tan sdélo afiadiendo albimina a las
muestras, éstas mantienen la actividad.
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CROMATOENFOQUE DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA M
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Figura 16

Cromatoenfoqﬁe de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M
purificada hasta 1la cromatografia de Aminohexil-Sepharosa 4B. La
actividad HMG-CoA reductasa se representa en 1linea de trazo
grueso y circulos vacios. La proteina se expresa en pg/mL, linea
de guiones. En linea de puntos se indica el pH en cada fraccién.
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3.6. CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA
FOSFATASA M

3.6.1. Ensayos con sustrato Ser (*?P) HMG-CoA reductasa

A lo largo de la purificacién 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
estia directamente provocado por 1la hidrolisis de los fosfatos;
para ello utilizamos sustrato HMG-CoA reductasa marcada con *2P
que se obtuvo como se describe en el apartado 2.3.3.

A fin de demostar 1la defosforilacién con pérdida de
32p, alicuotas de 180 puL. de HMG-CoA reductasa (6,24 ug, 1,20
uC/mg) se incubaron en un volumen final de 700 uL, con una mues-
tra con actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M, procedente de la
cromatografia de Aminohexil-Sepharosa 4B. A intervalos de tiempo
de 0, 1, 3, 5, 10, 20 y 30 minutos se extrajeron alicuotas de 5
uL en las que se determind la actividad HMG-CoA reductasa, tras
diluirlas convenientemente en la solucién: Tris/HCl 40 mM, pH 7,
1 mM DT, 5 mM PP, 50 mM KF y albimina bovina 0,5 mg/mL, tal como
se indica en el apartado 2.4.2. En otras alicutcas de 35 uL
procedentes de la misma mezcla de reaccidén, y a los mismos tiem-
pos se determindé el *2P unido a proteina (161). Alicuotas de 45
pL. de la misma mezcla de reaccidén extraidas a los mismos tiempos
se sometieron a una electroforesgis en geles de acrilamida-SDS al
7,5 %. Una vez tefiido y seco el gel, este se contactd con una
pelicula Valca para autorradiografia, a -70°C durante 24 horas,
con la ayuda de una placa intensificadora Micron R-O Dupont H-
Plus.

La liberacidén de *?P ge produce simultaneamente a la
reactivacién 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 gue aumenta el tiempo
de incubacién y disminuye el fosforo unido a proteina, (véase
Figura 17).
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-A- Alicuotas de 45 uL de 1la mezcla de incubacién formada por
HMG-CoA reductasa homogénea (1,20 uC/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-
radiografia que se muestra. Se indican los pesos moleculares en
kDa de los marcadores utilizados, glucégeno fosforilasa (98 kDa),
albumina bovina (66 kDa) y ovoalbumina (45 kDa)

-B- En otras alicuotas de la misma mezcla de incubacidén extraidas
a los mismos tiempos se determinaron la actividad HMG-CoA reduc-
tasa y el *? P unido a proteinas tal como se indica en el apar-
tado 3.6. 1.
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3.6.2. Clasificacién de la actividad HMG-CoA reductasa
fosfatasa M

En el apartado 3.4.3. la actividad excluida del DEAE
celulosa se clasificé de forma provisional como PrP 1. Para
confirmar esta clasificacidén se han utilizado tres criterios : 1)
ensayos frente a inhibidor 2 de misculo de conejo, 2) ensayos
frente al RP inhibidor de higado 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 uL de inhibidor 2 convenientemente diluido se
incubaron durante 15 minutos a 30°C con 20 pL de HMG-CoA reduc-
tasa fosfatasa M purificada hasta la columna de Aminohexil-Se-
pharosa 4B. Tras la incubacidén se afadieron 20 uL de sustrato
(glucdégeno fosforilasa o HMG-CoA reductasa) y se prosiguid el
ensayo tal como se indica en 1los 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-
cién, la actividad purificada requiere concentraciones entre 6 y
10 veces superiores de inhibidor 2 que la subunidad catalitica de
la PrP 1 de misculo de conejo; 100 ng de inhibidor 2 inhiben
entre el 80-85 9 de la actividad microsomas inicial, pero no se
consiguen inhibiciones mayores por aumento de inhibidor 2. La
subunidad catalitica 2A de misculo de conejo requiere al menos
concentraciones cien veces superiores para ser inhibida en las
mismas condiciones.

Los resultados obtenidos frente a glucdégeno 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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INHIBICION DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA ECSFATASA M
FRENTE AL INHIBIDOR 2 DE MUSCULO DE CONEJO

Figura 18

Cantidades crecientes de inhibidor 2 purificado a
homogeneidad a partir de misculo de conejo (abscisas) se incuba
con cantidades fijas (3 unidades, valoradas frente a glucdgeno
fosforilasa como sustrato) de la subunidad catalitica tipo 1 de
masculo de conejo, PrP 1, (O ) o de la subunidad catalitica tipo
2 también de musculo de conejo ( o ). El comportamiento de estas
dos PrP sirve de control de la inhibicién del inhibidor 2 sobre
la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M (e ). En ordenadas se
representa el 9% de actividad residual PrP tras la incubacién con
cantidades crecientes de inhibidor. En ensayo se realiza utili-
zando como sustrato glucdégeno fosforilasa, panel A, y HMG-CoA
reductasa, panel B.



FOSFORILASA FOSFATASA <X)

ACT .

HMG-Co AD FOSFATASA (Wnl)

ACY .

100

90

o0

70

60

40

ao

20

10

100

90

80

70

60

30

40

3o

20

10

PrP ic

1 1 ]

PrP 2Ac

L 1 1

i0 30 100
INHIBIDOR 2 (ng)

300 1,000 3.000

PrP le

A i 1

PrP 2Ac

[} L H

0,3

i0 80 100
INHIBIDOR 2 (na}

900 1.000 3,000

18.A

18.B



204
3.6.2.2. Ensayos frente al RP inhibidor

El RP inhibidor se muestra capaz de inhibir 1la ac-
tividad PrP 2A, dGnicamente cuando el sustrato utilizado es la
HMG-CoA reductasa, sin afectar la actividad PrP 1 (295).

Muestras de RP-inhibidor purificado de higado de
rata, cedidas amablemente por la Dra. Dolors Serra, se utilizaron
para caracterizar nuestra proteina microsomal. Los ensayos se
realizaron tal como se ha descrito en el apartado 3.6.2.1. susti-
tuyendo el inhibidor 2 por 10 uL de RP-inhibidor, y utilizando
como sustrato HMG-CoA reductasa. Los resultados se muestran en la
Fiqura 19. .

Puede observarse que la actividad purificada es poco
afectada por el RP inhibidor, comportandose de nuevo como una
proteina asimilable a la PrP 1 catalitica de misculo de conejo.

3.6.2.3. Ensayos frente a protamina

Se vié en el apartado 3.4.3. que la actividad ex-
cluida del DEAE celulosa no era reactivable por protamina. La
rectivacidén frente a este tipo de poliaminas, cuando se utiliza
glucdégeno fosforilasa como sustrato, se considera criterio sufi-
ciente para clasificar a una PrP como tipo 2A (274)(331).

El ensayo se realizdé tal como se indica en el apar-
tado 2.4.9. utilizando glucdgeno 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 pg/mlL de protamina, 1la actividad purificada de
microsomas de higado de rata, no tan solo no es reactivada sino
que queda inhibida entre el 64 y 70 ¢ segin los ensayos. Este

resultado confirma que no arrastramos contaminacidén por PrP 2A.

De estos resultados podemos concluir que la proteina
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 1. de citosol de misculo de
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conejo, lo que explica los resultados obtenidos en el apartado
3.4.1. La falta de reactivacidén frente a protamina indica que no
esta contaminada por PrP 2A. La necesidad de mayores concentra-
ciones de inhibidor 2 que las requeridas para la subunidad cata-
litica tipo 1 de conejo, asi como la inicial sensibilidad al RP
inhibidor consideramos que son caracteristicas de 1la actividad
HMG-CoA reductasa fosfatasa M.
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INHIBICION DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA M
FRENTE AL RP INHIBIDOR DE HIGADO DE RATA
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Cantidades crecientes de RP inhibidor purificado a homogeneidad a
partir de higado de rata (abscisas) se incubaron con cantidades
fijas (3 unidades, valoradas frente a glucdégeno fosforilasa como
sustrato) de la subun}dad catalitica tipo 1 de misculo de conejo,
PrP 1., (O ) o de la subunidad catalitica tipo 2 también de mas-
culo de conejo (¢ ). El comportamiento de estas dos PrP sirve de
control de la inhibicién del RP inhibidor sobre la actividad HMG-
CoA reductasa fosfatasa M (e ). En ordenadas se representa el %
de actividad residual PrP tras 1la incubacidén con cantidades
crecientes de inhibidor. En ensayo se realiza utilizando como
sustrato HMG-CoA reductasa.
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3.6.3. Tripsinizacion controlada

Una muestra con 1la actividad HMG-CoA reductasa
fosfatasa M, purificada parcialmente hasta la cromatografia de
Aminohexil-Sepharosa 4B se tripsinizé 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 9% de la actividad inicial aun cuando se
incuba a tiempos relativamente prolongados. La presencia de 5 mM
Mn? no modifica el comportamiento frente a este sustrato, y en

todo caso favorece la pérdida de actividad a tiempos cortos.

Cuando en 1lugar del concentrado de 1la salida de la
columna cromatografica de Aminohexil-Sepharosa 4B utilizamos
muestras menos purificadas, como son los solubilizados de micro-
somas obtenidos con Triton X-100, los resultados no varian signi-
ficativamente.
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TRIPSINIZACION DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA
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Una muestra parcialmente purificada a partir de microsomas de
higado de rata, se tripsiniza en ausencia (o) Yy presencia (e )
de 5 mM Mn**. La relacién tripsina/proteina es de 1/90. La in-
cubacién transcurre durante los tiempos seflalados en abscisas y
se finaliza por adicién de inhibidor de tripsina de soja en

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

La actividad PrP 1 de origen citosdlico puede estar
presente en formas activa o inactiva. La forma inactiva requiere
ser fosforilada con GSQ-3 en presencia de ATP-Mg*® para obtener
la maxima activacidén. Para conocer si la PrP microsomal es sensi-
ble a reactivacién por esta protein quinasa procedemos a incubar
la muestra con GSQ-3 y ATP-Mg?*. Una muestra purificada y concen-
trada procedente de la cromatografia de Aminohexil-Sepharosa 4B,
20 puL, se incubdé con 20 uL de una solucidén que contenia 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 afiadian 20 pL de [*2P] fosforilasa
a, prosiguiendo el ensayo de actividad glucégeno fosforilasa
fosfatasa. En ninguna de las muestras aparece reactivacidén 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 c¢omo subunidad el inhibidor 2, wuna muestra
procedente de la cromatografia de Aminohexil-Sepharosa 4B se
calentd 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 catalitica de la PrP 1
obtenida de misculo de conejo, los ensayos se realizan con sus-
tratos glucdégeno fosforilasa y HMG-CoA reductasa. No se detecta
la presencia de inhibidor 2 en 1la 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 <citosdélico 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 contaminacién por PrP 1 citosélica.
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3.6.5. Rotura por precipitacidén con acetona

Como se ha visto, 1la tripsinizacién controlada pro-
voca al menos la pérdida del 60 % de actividad. Ensayos previos
en nuestro Laboratorio habian 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 1la actividad inicial,
hecho que contrasta con el aumento provocado cuando se utilizan
protein fosfatasas citosdélicas, tanto con glucdgeno fosforilasa o
HMG-CoA reductasa como sustratos. Esta pérdida de actividad
dificulta el proceso de purificacidén de la subunidad de 37 KkDa.

Por tanto creimos de interés determinar si otros
tratamientos, como 1la precipitacién con acetona, provocaban el
mismo efecto. La precipitacién con acetona se realizd 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 Mg®*. 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 glucdégeno fosforilasa las pérdidas son menores
(60-45 %). Las diferencias en funcidén de sustrato pueden deberse
a que durante el proceso de precipitacién se obtienen distintos
polipéptidos, de peso molecular préximo, cada uno de ellos con
distinto grado de actividad para cada uno de 1los sustratos. Ello
vendra confirmado por los datos de purificacidén de la subunidad
de 37 kDa.
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EFECTO DE LA PRECIPITACION CON ACETONA SOBRE LA ACTIVIDAD
PROTEIN FOSFATASA SOLUBILIZADA DE MICROSOMAS

Sustrato

HMG-CoA reductasa glucégeno 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 determind la actividad
PrP sobre sustratos HMG-CoA reductasa y glucégeno fosforilasa. En
la tabla se expresan 1los porcentajes de actividad recuperados
respecto al 100 % de la actividad en la muestra antes del trata-
miento.



212

3.6.6. Especificidad de la actividad HMG-CoA reductasa
fogfatasa M

En el proceso de purificacién de 1la 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 glucdégeno fosforilasa como sustrato con el fin de
conocer si en algin momento de la purificacién se separaban ambas
actividades. Sin embargo, los perfiles cromatograficos han sido
iguales para ambos sustratos, coincidiendo siempre los maximos de
actividad en todas las cromatografias. De ello se concluye que no
existe una actividad que tenga Unicamente 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 glucégeno

Los ensayos de fraccionamiento han puesto de mani-
fiesto que existen dos actividades HMG-CoA reductasa fosfatasa,
una en microsomas y otra en glucdégeno. A fin de discernir las
similitudes y diferencias cromatograficas de las dos actividades
y apoyar nuestra tesis, se procedié a solubilizar 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 1la actividad
unida al glucdégeno sino observar como se comporta esta actividad
expuesta a las mismas condiciones que la unida a microsomas.

3.6.7.1. Solubilizacidn de la actividad HMG-CoA reductasa
fosfatasa de precipitado de glucégeno

Del precipitado de glucdégeno, obtenido a partir de
higado de ratas alimentadas, se solubilizdé 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 solubilizacién. Los resultados se
muestran en la Figura 21.

El patrén de solubilizacién a partir de glucédgeno
presenta un comportamiento diferenciado respecto al de microso-
mas. Para el precipitado de glucdégeno el tratamiento que se
muestra mas eficaz es el amiloglucolitico y si el rendimiento no
es mayor se debe uUnicamente a que todas las muestras se han
incubado dos horas a 4°C (como en el caso de 1la Figura 8), y
estas condiciones y la concentracién de a-amilasa, no son sufi-
cientes para eliminar todo el glucdégeno de esta fraccidén, pudién-
dose visualizar un "pellet" tras la centrifugacién. También se
observa que las actividades solubilizadas con Triton o KC1 son
superiores a la de control, lo cual puede indicar una posible
contaminacién de precipitado de glucdégeno con membranas microso-
males o con proteinas de otro origen. '
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SOLUBILIZACION DE LA ACTIVIDAD BMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA A
PARTIR DEL PRECIPITADO DE GLUCOGENO
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FIGURA 21

Se representa en barras vacias 1la actividad HMG-CoA reductasa
solubilizada en tanto por ciento respecto a un 100 % de actividad
en la fraccién 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. Cromatografia en DEAE-celulosa

Se partié de los higados de 12 de ratas alimentadas,
obteniéndose el precipitado de glucégeno como se detalla en el
apartado 2.6.1. El precipitado de glucdgeno se tratdé con a-ami-
lasa salival, 1 mg/mL, durante 24 horas a 4°C, manteniéndose en
diilisis frente a la solucidén amortiguadora A, utilizada para la
purificacién de 1las PrP de origen microsomal a la que se afadid
leupeptina para una concentracién de 2 ug/mL. La actividad so-
lubilizada se sometidé a una cromatografia en DEAE-celulosa (véase
Figura 22). Parte de la actividad es excluida y parte es reteni-

da, presentando wun perfil similar a 1los solubles de Triton de
origen microsomal.

La actividad excluida centra nuestro interés dado su
comportamiento similar al de la HMG-CoA reductasa fosfatasa M. Se
prosiguidé la purificacidén con el excluido del DEAE-celulosa y se
cromatografié en una columna de fosfocelulosa P-11l. En esta
resina la muestra pierde completamente la actividad no recuperan-
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).
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CROMATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA
FOSFATASA SOLUBILIZADA DEL PRECIPITADO DE GLUCOGENO
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Figura 22

El soluble del precipitado de glucégeno, obtenido con tratamiento
amiloglucolitico, se cromatografié en una columna de DEAE-celu-
losa (2,5 x 6 cm) equilibrada con solucidén amortiguadora sacarosa
250 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Tris/HC1 pH 7,2, PMSF O,1 mM,
benzamidina 1 mM y mercaptoetanol 15 mM. Tras el lavado se eluyd
con un gradiente de 0-600 mM KC1 (200 + 200). Cada 8 minutos se
recogieron fracciones de 8 mL; en ellas se determindé la actividad
HMG-CoA reductasa fosfatasa ( o ). La absorbancia a 280 nm se
representa en linea de puntos.
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3.6.7.3. Cromatografia en Aminohexil-Sepharosa 4B

Se 1inicié un nueva purificacién a partir de los
higados de 12 ratas alimentadas y se obtuvo el excluido del DEAE-
celulosa, que fué cromatografiado en una columna de Aminohexil-
Sepharosa 4B (véase Figura 23). Se sigue 1la purificacién 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 KCl a unas concentraciones de 125 y 175 mM KC1.
No fué posible proseguir 1la purificacién pues hay una completa
pérdida de actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa. La inestabili-
dad de las preparaciones de PrP procedentes de glucégeno esta
bien documentada Tsuiki y col. (327), Mvumbi y col. (244); estos
autores recomiendan utilizar soluciones con 1 mM MnCl,, catidn
ausente en nuestras soluciones amortiguadoras ya que tiene un
efecto ligeramente inhibidor sobre la actividad HMG-CoA reductasa
fosfatasa M. También estd descrita una elevada inestabilidad de
la PrP 1G de musculo esquelético, variando los valores de recupe-
racién de actividad de preparacién a preparacién, el enzima
purificado es muy labil 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 1la purifica-
+cién parcial de 1la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa de
origen microsomal.

Tras los resultados de purificacién podemos concluir
que nos encontramos ante una proteina que tiene un comportamiento
distinto a la HMG-CoA reductasa fosfatasa M de origen microsomal
y que por tanto 1la contaminacidén de glucdégeno no afecta el por-
centaje de distribucién calculado para esta subfraccién, con

respecto a la fraccién microsomal.
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CROMATOGRAFIA EN AMINOHEXIL-SEPHAROSA 4B DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA
REDUCTASA FOSFATASA SOLUBILIZADA DEL PRECIPITADO DE GLUCOGENO
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Figura 23

La muestra excluida del DEAE-celulosa se cromatografidé en una
columna de Aminohexil-Sepharosa 4B (2 x 4 cm) equilibrada con la
solucién amortiguadora A. Una vez entrada la muestra y lavada
hasta que la absorbancia retorné a la linea de base, se instaurd
un gradiente entre 0-500 mM KCl1 (100 + 100 nmL), recogiéndose
fracciones de 4,5 mL cada 9 minutos. En linea gruesa y circulos
vacios ( o ) se representa la actividad HMG-CoA reductasa fosfa-
tasa.(---). En linea de puntos la absorbancia a 280 nm. La flecha

indica el inicio del gradiente.
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CUADRO DE PURIFICACION PARCIAL DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA
FOSFATASA OBTENIDA A PARTIR DEL PRECIPITADO DE GLUCOGENO

Protefna  Actividad Total Actividad Especifica Rendimiento Veces de purificacién
ng Unidades Unidades/ng pA

GLUCOGENO 40 6040 151 100 1

SOLUBLE

a-AMILASA 25 3744 149 62 1

EXCLUIDO

DEAE-CELULOSA 4,5 1234 274 20 1.8

ANINOHEXIL

SEPHAROSA 4B 0,1 2718 2.790 4,6 18,5
TABLA XI

Se partié de 78 gramos de higado de rata. En cada paso de purifi-
cacién se determindé la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa y la
proteina.



220

3.7. PURIFICACION DE LA SUBUNIDAD CATALITICA de 37 kDa DE LA
HMG~-CoA REDUCTASA FOSFATASA M
3.7.1. Obtencidén de la subunidad catalitica

En la purificacidén de las subunidades cataliticas de
las PrP se han wutilizado distintos tratamientos proteoliticos,
como son tripsinizacién, precipitacién con acetona, con etanol y
rotura por congelacién descongelacidén bruscas (18)(337)(350).
Dados los bajos rendimientos obtenidos en 1la precipitacidén con
etanol se intenta la purificacién 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 higado de 16 ratas alimentadas. El
excluido se dividié en dos partes que fueron tratadas una con
tripsina y otra con acetona, como se indica en 1los apartadoS
2.7.4. y 2.7.3. La muestra tripsinizada se concentrdé en un Amicon
hasta 10 mL y la muestra precipitada con acetona se resuspendid
en el mismo volumen.

3.7.2. Cromatografia 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 1la figura 24. Puede obser-
varse que en ambos casos se obtiene una subunidad catalitica de
35-37 KkDa.

La tripsinizacidon presenta dos inconvenientes: por un
lado tanto la tripsina (24 kDa) como el inhibidor de tripsina de
soja (20 kDa) contaminan la muestra, arrastrandose a lo largo de
toda la purificacidén; puede observarse también que el pico de
actividad coincide con un pico de absorbancia a 280 nm lo que
implica que la muestra arrastra mas contaminacién proteica. La
precipitacién con acetona conlleva la eliminacién de un gran
nimero de proteinas y las muestras se presentan inicialmente
menos contaminadas, por ello se prefiere proseguir la purifica-

cién con la muestra procedente de la precipitacién con acetona.
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CROMATOGRAFIA EN BIO GEL A 0.5m DE LAS ACTIVIDADES HMG-CoA
REDUCTASA FOSFATASA PROTEOLIZADAS CON TRIPSINA Y ACETONA

Figura 24

10 mL de Las muestras procedentes de la tripsiniza-
cidén controlada, panel A, vy la precipitacién con acetona, panel
B, se cromatografiaron en una columna de Bio-Gel A 0.5m (55 x
2,5) equilibrada con la solucién A y NaCl 100 mM. Se recogieron
fracciones de 4 mL cada 10 minutos y en ellas se determind la
actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa ( o ). Se siguié el aumento
de absorbancia a 280 nm, linea de puntos. Los marcadores utiliza-
dos son Blue-Dextran (Vo), aldehido deshidrogenasa (126 kDa),
albimina bovina (66 kDa), ovoalbimina (45 kDa) y mioglobina (17
kDa), indicandose mediante flechas las fracciones que corres-

ponden a sus volumenes de elucién.
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3.7.3. Cromatografia en Aminohexil-Sepharosa 4B

La muestra, previamente precipitada c¢on acetona,
eluida de 1la cromatografia de Bio-Gel A.05 (60 mL), se cromato-
grafidé en una columna de Aminohexil-Sepharosa 4B. La mayor parte
de la actividad PrP fué retenida y para su elucidén se aplicé un
gradiente de NaCl entre O y 500 mM (150 + 150 mL). La absorbancia
leida a 280 nm no muestra cambios a lo largo de todo el gradiente
respecto a la linea de base (véase Figura 25).

La actividad PrP se ha medido en todas las ocasiones
y a lo largo de la purificacién de la HMG-CoA reductasa fosfatasa
M y de la subunidad catalitica sobre sustrato HMG-CoA reductasa,
asi como sobre sustrato glucégeno fosforilasa (resultados que no
han sido graficados). En todas las ocasiones los cromatogramas
han sido coincidentes. Sin embargo, en la cromatografia aqui
presentada la actividad se desdobla en dos picos, uno exclusiva-
mente activo sobre sustrato glucdgeno fosforilasa, que aparece a
una conductancia de 11 mS y otro activo sobre ambos sustratos y
que tiene el maximo a 13,5 mS. Una vez pooleadas y concentradas
las fracciones separadamente, se determind la proporcién de pro-
teina: al pico I 1le correspondieron 200 pg y al pico II 100 ug.
Este desdoblamiento de la actividad PrP sobre sustrato glucédgeno
fosforilasa, que no se produce sobre sustrato HMG-CoA reductasa,
puede indicar, junto a los resultados obtenidos en 1la precipita-
cién con acetona, que se producen distintos polipéptidos, no
separables en la cromatografia de Bio Gel A 0.5m, uno o varios de
los cuales sbélo tiene actividad sobre el sustrato glucégeno
fosforilasa, posiblemente por requerir un fragmento proteolizado
para reconocer el sustrato HMG-CoA reductasa.
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CROMATOGRAFIA EN AMINOHEXIL-~SEPHAROSA 4B DE LA SUBUNIDAD

DE 37 kDa DE LA HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA M
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La muestra procedente de la cromatografia
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en Bio-Gel A 0.5m fue

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

1,5 cm). Una vez

lavada, se instaurd un gradiente de

0-500 mM

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

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

gruesa y circulos vacios la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa

(o ). En linea

fina y

cuadrados vacios 1la actividad glucégeno

fosforilasa fosfatasa ( 0O ).
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3.7.4. Cromatografia en poli-L-lisina-Sepharosa 4B

La muestra eluida del Aminohexil-Sepharosa 4B con
actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa se dializé frente a solu-
cién amortiguadora A hasta que la conductancia disminuyé por
debajo de 2 mS, cromatografiandose en una columna de poli-L-
lisina-Sepharosa 4B (véase Figura 26). Para eluir la actividad
retenida por la columna se instauré un gradiente de NaCl entre O
y 500 mM. Las actividades HMG-CoA reductasa fosfatasa y glucdgeno
fosforilasa fosfatasa eluyen en un solo pico con un maximo a 14,2
mS. Después de concentrar la muestra, la proteina asociada se
calcula entre 25 y 35 pg. En la Tabla XII se presenta el cuadro
de purificacién de la actividad de 37 KkDa.

3.7.5. Electroforesis en geles de acrilamida

Las muestras procedentes de la purificacién se corren
en una electroforesis y se tifien 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 podrian deberse a fragmentos proteoliticos de la sub-
unidad catalitica y la tercera podria obedecer a una contamina-

cién.
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CROMATOGRAFIA EN POLI-L-LISINA-SEPHAROSA 4B DE LA ACTIVIDAD
CATALITICA DE LA HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA DE 37 kDa
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Figura 26

La muestra procedente de la cromatografia de Aminohexil-Sepharosa
4B, pico 1II, una vez dializada se vuelve a cromatografiar en una
columna de poli-L-lisina-Sepharosa 4B (4 x 1,5 cm) equilibrada
con solucién amortiguadora A. Una vez entrada la muestra y lava-
da, se instaura un gradiente (150 + 150 mL) entre O0-500 mM NaCl.
Cada 10 minutos se recogen fracciones de 4,5 mL. En linea de
puntos se representa 1la conductancia medida en mS, en linea
gruesa y circulos vacios ( o ) la actividad HMG-CoA reductasa

fosfatasa y en linea fina y cuadrados vacios ( 0 ) 1la actividad
glucégeno fosforilasa fosfatasa.



ELECTROFORESIS EN GELES DE ACRILAMIDA-SDS DE LA ACTIVIDAD

CATALITICA PURIFICADA
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- A - DMuestras procedentes de la cromatografia de Aminohexil-

Sepharos 4B, picos I y II de la Figura 25, y de 1la cromatografia
en poli-L-lisina-Sepharosa 4B, Figura 26, se sometieron a una
electroforesis en geles de acrilamida-SDS del 10 9, carriles 1,
2 y 3 respectivamente. Fueron utilizados los marcadores de peso
molecular: albumina bovina 66 (kDa), ovoalbumina (45 kDa), gli-
ceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (36 kDa), anhidrasa carbé-
nica (29 kDa), e inhibidor de tripsina (20 kDa), carril M. La
electroforesis se tifié con nitrato de plata.

- B - Se muestran las movilizadas relativas de las proteinas
marcadoras. Las flechas A, B y C corresponden a las proteinas
mayoritarias del «carril 3, a las gque corresponden unos pesos

moleculares de 31, 34 y 41 kDa respectivamente.



227

CUADRO DE PURIFICACION DE LA ACTIVIDAD CATALITICA OBTENIDA POR
PRECIPITACION CON ACETONA DE LA HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA M

Proteina  Actividad Total Actividad Especifica Rendimiento Veces de purificacion
ng Unidades Unidades/ng A

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
PRECIPITACION 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 6,03 70 2.330 8 158
SEPHAROSA 4B

TABLA XII
Se parte de 105 gramos de higado de rata. En cada paso de purifi-
cacién se determina la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa y la

concentracién de proteina.
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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. Cromatografia en DEAE-celulosa de la actividad HMG-CoA
reductasa fosfatasa solubilizada con KC1l

El soluble de KCl 0,5 M obtenido a partir de microso-
mas de 5 ratas alimentadas, se dializé frente a solucién A,
sometiéndose a una cromatografia 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 cromatografia en
las mismas condiciones descritas, afadiendo a 1la muestra solubi-
lizada con KCl, Triton X-100 para una concentracién del 0,1 % con
el objeto de averiguar si la presencia de Triton puede modificar
el comportamiento cromatografico en 1la columna de intercambio
iénico. El perfil cromatografico es idéntico al obtenido sin
Triton (grafica no mostrada). La cromatografia en presencia de
Triton, permite concluir que este detergente no estid condicio-

nando el comportamiento en esta resina.

Como en el caso del soluble obtenido con Triton
(vease Figura 10.A), en la cromatografia del soluble obtenido con
KCl, una parte de 1la actividad es excluida del DEAE-celulosa y
otra parte es retenida, pudiendo ser eluida con KCl. La similitud
entre el comportamiento de la actividad HMG-CoA reductasa fosfa-
tasa solubilizada con detergente o solubilizada con KCl se pone
de manifiesto al comparar ambas figuras.

Tan sélo 1la actividad PrP 2A solubilizada con Triton
X-100 y que aparece en los lavados (véase Figura 10 A), podria
deberse a una PrP que requiere detergentes para ser solubilizada.
Ello concuerda con los datos de solubilizacién presentados en el
apartado 3.4.1. en los gue siempre se obtiene mas actividad con
Triton que con KCl. Para confirmar este extremo, los microsomas
que habian sido solubilizados tres veces con KCl 500 mM, y en los
que la actividad residual era pequefia, se solubilizaron una vez
mas con Triton X-100 0,1 %, recuperandose aproximadamente el 10 ¥%
de la actividad inicial. Este cuarto soluble se cromatografio en

una columna de DEAE-celulosa (5 x 1,5 cm) una vez lavada la
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columna se instaurd un gradiente entre 0-600 mM KCl (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 KCl presentando un perfil similar tanto a la Figura 10.A
como a la Figura 28.A.
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CROMATOGRAFIA EN DEAE-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 comparacién
con el perfil obtenido de los solubles de KC1l 500 mM.

Figura 28

-A-

Los solubles obtenidos con KCl 500 mM, a partir de microsomas del
higado de 5 ratas, se cromatografiaron en una columna de DEAE-
celulosa (2,5 x 6 cm), panel A, equilibrada con solucidén amorti-
guadora: 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. En la posi-
cién que indica la flecha se inicié un gradiente de KC1 0-600 mM
(200 + 200 mL). Cada 8 minutos se recogieron fracciones de 8 mL,
en éstas se determindé 1la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa.

En trazo discontinuo se representa la absorbancia leida 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 cromatografidé en una columna de DEAE-celulosa
(5 x 1,5 cm). Se instaurd un gradiente de (100 + 100 mL) entre
Oy 600 mM KCl, recogiéndose fracciones de 4 mL cada 7 minutos.
Se determiné 1la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa, linea
gruesa y circulos abiertos, y la absorbancia a 280 nM, represen-
tada en linea de puntos.
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3.8.2 Cromatografia en Bio Gel A 0.5m de la actividad HMG-CoA
reductasa fosfatasa solubilizada con RCl 0,5 M

La actividad solubilizada con KCl 0,5 M y excluida
del DEAE-celulosa se cromatografié en Bio Gel A O©O.5Swm (véase
Figura 29.A.) El peso molecular aparente de esta actividad en gel
filtracidén es de 55 kDa. No se observa ninguna otra actividad
HMG-CoA reductasa fosfatasa en toda la cromatografia.

3.8.3. Disociacién de la HMG-CoA reductasa fosfatasa M (85 kDa)
con KCl. Cromatografia en Bio Gel A 0.5m

A una muestra obtenida de la solubilizacién de mi-
crosomas con Triton X-100 vy excluida del DEAE-celulosa, como en
el apartado 3.4.3, se afladié KC1l sdélido hasta wuna concentracién
final de 0,5 M. Se mantuvo durante 30 minutos a 4°C y se croma-
tografié en Bio-Gel A 0.5m en 1las mismas condiciones que en el
apartado 3.8.2. El resultado se muestra en la Figura 29 B.

Puede observarse, por comparacién de los paneles A y
B, que los maximos de actividad PrP coinciden cuando la actividad
ha estado en contacto con KCl1 500 mM, ya sea como medida de
solubilizacién, o una vez solubilizada con otro tratamiento.
Interpretamos que 1la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M de
85 kDa se disocia en una subunidad de 55 kDa que coincide con la
actividad solubilizada con KCl.
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CROMATOGRAFIA EN BIO GEL A 0.5 m DE LAS ACTIVIDADES
HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA TRATADAS CON KCl 0.5 M

Figura 29

Se realizé una cromatografia de gel filtracién en columna Biogel
A 0.5 (82 x 5,5 cm), equilibrada con solucién A, a 1la que se
afladié NaCl hasta una concentracién final de 100 mM. Se reco-
gieron fracciones de 4,5 mL cada 10 minutos. Los marcadores
utilizados fueron Blue—Dextran: aldehido deshidrogenasa, albuimina
bovina, ovoalbumina, inhibidor de tripsina de soja, mioglobina y
dicromato potasico. La elucién de 1los marcadores y sus pesos
moleculares en kDa se indican con flechas en 1los volimenes co-

rrespondientes de eluciodn.

~A-

15 mLL de la muestra excluida del DEAE-celulosa, del soluble de
KCl 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 vacios.

-B-

15 mL de la muestra excluida de la cromatografia en DEAE-celu-
losa, solubilizada con Triton X-100 y posteriormente tratada con
KCl1 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 maximo que coincide con el de 1la Figura 29.A y
corresponde a un peso molecular aproximado de 55 kDa.

Si la muestra solubilizada c¢on Triton y excluida del DEAE-celu-
losa era cromatografiada directamente, sin ser previamente diso-
ciada con KCl, la actividad eluida se repartia en un amplia zona
préxima al volumen vacio, que se representa en -A- bajo el nombre
"soluble de Triton".
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3.8.4. Tripsinizacidén de la subunidad disociada

Cuando 1las nmnuestras procedentes del Bio-Gel A.05m,
Figuras 29.A y 29.B son tratadas, bien con tripsina o precipita-
cidén acetdnica, y de nuevo se someten a una cromatografia en gel
filtracidén, 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 (grafica no mostrada). Los perfiles

de actividad son coincidentes con los presentados en 1la Figura
24.



4.- DISCUSION
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4.1. ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASA EN EXTRACTOS INICIALES

Los dispares porcentajes recogidos en la bibliografia
respecto a la distribucidén subcelular de las PrP (37)(174)(338)
se deben, fundamentalmente, a los distintos tipos de ensayo, a la
dilucién de las muestras en el ensayo -lo que altera la actividad

especifica~- y al tratamiento de los animales antes del sacrifi-
cio.

La variacién de la actividad especifica en extractos
iniciales como efecto de 1la dilucién se ha explicado por la
presencia de metabolitos que inhiben especificamente 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 didlisis o gel filtracién de las muestras. Las
variaciones de actividad especifica también se han explicado como
resultado de 1la disociacidén de la subunidad catalitica de sub-
unidades moduladoras 6 inhibidoras; una vez 1libre, la subunidad
catalitica podria mostrar plenamente su capacidad enzimatica. Un
ejemplo bien documentado es la PrP 1l,: al aumentar la dilucién 25
veces (del 10% al 0,4%) la actividad se multiplica por tres,
Bollen y col. (37). La presencia de metabolitos y/0o subunidades
moduladoras provocaria 1la ausencia de actividad PrP observada en
extractos concentrados.

Los resultados presentados en el apartado 3.1. evi-
dencian la importancia que tiene la dilucidén de las muestras en
el ensayo para el calculo de 1la actividad especifica. Si las
muestras se ensayan poco diluidas no se observa actividad PrP y a
medida que aumenta la dilucidén aumenta 1la actividad especifica.
En las fracciones SPM y citosol es muy patente; en microsomas y
glucdégeno aunque de forma menos espectacular, 1la actividad tam-
bién se incremente al aumentar la dilucién. Estos hechos han sido
ya observados por Bollen y col. (37) para los sustratos glucdgeno
sintasa y glucdgeno fosforilasa. La variacién de actividad espe-
cifica en funcidén de la dilucién se produce igualmente cuando las

muestras se someten a desalado en columnas de gel filtracién,
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esto es, se eliminan los metabolitos 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 disefio de 1los 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 dilucidn prefijada.

La primera opcién 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 especifica.
En la segunda opcién, el calculo para una dilucién 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 dilucién del 30% no muestran actividad
PrPp.

Tanto si se elige una u otra opcidn, la suma de
porcentajes de actividad PrP en las fracciones citosol, micro-
somas y precipitado de glucégeno 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 cilculo de porcentajes de distribucidén 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 1la opcidén a) ya que la actividad
especifica en citosol aumenta al igual en el sobrenadante postmi-
tocondrial.

Una razén mas debe evaluarse cuando se disefian los
ensayos de HMG-CoA reductasa fosfatasa: 1la 1localizacién micro-
somal del sustrato. Una elevada concentracién 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
aportacién de sustrato enddégeno sea minima, y controlar 1la con-
centracién de HMG-CoA reductasa presente en el ensayo.
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En este trabajo hemos decidido llevar las muestras a
dilucién infinita, esto es, la maxima dilucidén de 1la muestra que
permite el ensayo, manteniendo para cada subfraccidén la misma
dilucidén. De esta forma, si el aumento de actividad se debe a la
disociacién de wuna actividad catalitica responsable de la accién
fosfohidrolasa, la disociacidén serid mayor cuanto mas enzima esté
presente. Si hay m&s actividad, ésta sélo puede producirse si hay
subunidades cataliticas capaces de disociarse. Esta eleccidén pre-
senta el inconveniente, como ya hemos dicho, de que la suma de
actividades puede no coincidir con el 100 % inicial, y también 1la
limitacién de gque la contribucién de otras subunidades regula-
doras no puede ser valorada si la dilucién provoca su separacidn.
Al diluir las muestras nos alejamos de las condiciones fisiolégi-
cas, pero si las muestras no son diluidas no se puede determinar
actividad PrP.
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4.2. LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA
FOSFATASA

Una de las principales dificultades que plantea la
localizacidén de proteinas en el reticulo endoplasmatico, es el
hecho de que cuando se aislan microsomas, ademas de reticulo
endoplasmatico, éstos contienen también fragmentos de aparato de
Golgi, membranas plasmaticas, pequefias vesiculas y cantidades
variables de glucdgeno, dependiendo de las condiciones de los
animales y de la técnica utilizada en la homogeneizacidén de los
tejidos. Si 1la proteina en estudio presenta una distribucidn
miltiple: citosol, microsomas y glucdégeno, la obtencidén 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 demas. En estudios previos a este trabajo la contaminacién
por proteinas procedentes de membranas plasmaticas habia sido
desechada ya gque el seguimiento del marcador de membranas plas-
maticas, 5-nucleotidasa, evidenciaba que los microsomas no conte-
nia cantidades apreciables de este enzima. Nos propusimos dese-
char la posibilidad de contaminacidén por proteinas de origen

citosélico o del precipitado glucdgeno-proteico.

4.2.1. Contaminacién de los microsomas con proteinas citosdlicas
y proteinas 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 proteinas basicas cito-
sélicas se 1liga a la superficie, contribuyendo a la cantidad de
proteina microsomal total. En el proceso de aislamiento, wun 30%
de la proteina total se debe a proteinas adsorbidas y un 15 % a
proteina luminal Daller (80). Uno de 1los tratamientos propuestos
para eliminar proteinas adheridas y evitar agregados microsomales
es tratar los microsomas con quelantes como el EDTA y/o con sales
como el KCl, (85)(155).

En nuestro caso, la eliminacién de proteinas cito-
sélicas y adheridas a 1los microsomas c¢on lavados salinos ha
puesto de manifiesto que la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa
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se solubiliza facilmente, lo que permite concebir dudas sobre si
se trata de una proteinas microsomal. El seguimiento de una
actividad marcadora de citosol, LDH, en el subfraccionamiento
celular, evidencia que tras el primer lavado, el porcentaje de
distribucidén en microsomas de la LDH es significativamenta 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, habia conducido al
mismo resultado. La distribucidén de actividades en el gradiente
lineal de sacarosa incide en la misma conclusidén, la actividad
presente en microsomas no se debe a contaminacién por proteinas
citosdlicas.

4.2.2. Contaminacion de los microsomas por glucdégeno

Los trabajos de Mvumbi y Stalmans (246) muestran que
la actividad procedente del glucégeno enddgeno tiene elevada
afinidad por el glucégeno exbégeno, 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 glucdgeno
sintasa, siendo necesarias concentraciones 10 veces superiores
para otros enzimas unidos a glucdgeno, como glucdégeno sintasa y
glucégeno fosforilasa. Hay evidencias indirectas de que la unién
al glucdégeno es alin mas eficaz en caso del llamado glucdgeno
beta, constituido por pequefias particulas, que son las que conta-
minan preferentemente a los microsomas (54)(55). Por ello se hace
necesario considerar la presencia de glucdégeno en las preparacio-
nes utilizadas.

Para lograr microsomas libres de glucédégeno se han
sequido distintas estrategias:

l.- Trabajar con higado de rata depleccionado de glucdégeno
"in vivo", de forma que las reservas de glucdégeno 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 6 24 horas mas adminis-
tracién de glucagon media hora antes del sacrificio,

Mvumbi y Stalmans (246).
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2.- La disminucién de glucdégeno se inicia "in vivo" por
ayuno de 24 horas y se prosigue "in vitro" con un trata-
miento amiloglucolitico Mvumbi y Stalmans (246).

3.- Dado que las anteriores propuestas modifican el estado
nutricional y/o hormonal del animal, en tejidos como
misculo esquelético, con baja concentracién de glucdgeno,
otros autores prefieren obtener microsomas de animal
alimentado y proceder a la eliminacidén de glucégeno exclu-
sivamente "in vitro" por 1la accién de 1la a-amilasa,
Villa-Moruzzi y col. (339).

En este trabajo hemos estudiado las distintas opciones:

1. Cuando se disminuye la concentracién de glucdégeno por
ayuno de 24 horas, no se ve afectada ni la actividad en el
sobredanante postmitocondrial ni 1la distribucién subce-
lular, si bien los microsomas contienen una cantidad de
glucégeno superior al 0,5 mg/mL, lo que no permite excluir
la contaminacién por proteinas con alta afinidad por el

glucdgeno, como es el caso de la PrP 1.

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 varia, datos que coinciden para la distribucién
de actividad de glucdégeno sintasa fosfatasa y glucdgeno
fosforilasa fosfatasa descritos por Mvumbi y Stalmans
(246), pero sin embargo se ve alterada la distribucién
subcelular. Si el glucdégeno que aun acompafia al precipi-
tado microsomal es eliminado "in vitro" con e«-amilasa, la
actividad que adin permanece asociada a las microsomas
disminuye en méas del 50%, si bien parte de la actividad
HMG-CoA reductasa fosfatasa permanece unida a los microso-

mas.

3.- Si se elige disminuir la concentracién de glucédgeno
Unicamente por tratamientos amiloglucoliticos "in vitro",
hay una pérdida de aproximadamente el 50% de la actividad
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unida a microsomas, que podria considerarse consecuencia
de la eliminacién de glucdgeno.

El descenso de 1la actividad unida a microsomas de
forma conjunta a la eficaz disminucién de glucégeno plantea la
duda de saber si nos encontramos realmente ante una proteina
microsomal o de una contaminacidén por proteinas unidas al glu-
cégeno. Cuando 1la separacién del precipitado microsomal y del
glucégeno se realiza por centrifugacién en gradiente continuo o
discontinuo de sacarosa, otro tipo de dificultad técnica se suma
al estudio de la localizacidén de las PrP: las proteinas unidas o
acomplejadas con el glucégeno se disocian de éste cuando se
someten a un gradiente de sacarosa. Ello provoca la distribucién
a lo 1largo del gradiente de 1las proteinas acomplejadas por el
glucégeno. Estas observaciones estidn descritas tanto para tejido
muscular como hepatico, Wanson y Drochmans (344).

El dilucidar si la actividad es intrinseca a micro-
somas o se debe a glucdégeno ha sido resuelto esencialmente a
través de técnicas de centrigufacidén en gradiente de sacarosa y
de la solubilizacidén de las actividades a partir de microsomas y

de glucdégeno como detallamos a continuacidn.
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4.3. LA ACTIVIDAD ASOCIADA A MICROSOMAS ES DISTINTA DE LA
ASOCIADA A GLUCOGENO

La primera aproximacién a la supuesta identidad de
las actividades PrP relacionadas con microsomas y glucdgeno es la
comparacién de los porcentajes de distribucién subcelular; los
resultados orientan a una doble localizacién: 1la actividad HMG-
CoA reductasa fosfatasa en microsomas es ligeramente superior a
la del precipitado de glucdégeno, siendo por ello dificil argumen-
tar que 1la presencia de actividad en microsomas se deba Unica-
mente a una contaminacién por glucdégeno vy viceversa, vya que la
contaminacién (una parte) seria tan importante como el todo.
También debe considerarse que aunque el ayuno de 24 horas no
elimina totalmente el glucdégeno hepatico, si lo disminuye eficaz-
mente y sin embargo no se modifican los porcentajes de distribu-
cién subcelular, lo que de nuevo indica un doble origen.

4.3.1. Centrifugacién en gradiente lineal de sacarosa

La utilizacidén de técnicas de centrifugacién en gra-
diente lineal de sacarosa, en presencia de 10 mM EDTA y KCl 500
mM con el fin de evitar agregados y eliminar las proteinas adhe-
ridas, provoca desprendimiento de los ribosomas, pérdida de den-
sidad y con ello un acercamiento de la fraccidén microsomal al
citosol.

En nuestro caso 1la presencia de KCl favorece la
pérdida de actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa en microsomas,
hecho consecuente con los resultados obtenidos en la solubiliza-
cién.

Cuando 1los gradientes se realizan duUnicamente en
presencia de 10 mM EDTA, la utilizacién de marcadores de microso-
mas (glucosa-6-fosfatasa, HMG-CoA reductasa) y la determinacidn
de RNA, nos ha permitido evidenciar que 1la actividad HMG-CoA
reductasa fosfatasa se localiza y presenta unos maximos en las
fracciones microsomales, que no pueden atribuirse a un arrastre
de proteinas unidas a glucdgeno ni tampoco a proteinas contami-
nantes de citosol. La presencia de actividad HMG-CoA reductasa
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fosfatasa, tanto a densidades correspondientes a reticulo endo-
plasmatico liso como rugoso, que coinciden con la distribucién de
RNA, permiten deducir una localizacidén doble de la HMG-CoA reduc-
tasa fosfatasa, REL/RER.

4.3.2. Pautas de solubilizacidén

Las proteinas que estan relacionadas con el reticulo
endoplasmatico se clasifican, en funcién de los requerimientos de
solubilizacién, en proteinas periféricas y proteinas integrales
DePierre y Dallner (85). Las proteinas intrinsecas o integrales
(citocromo bs;, NADH-citocromo b; reductasa, ‘glucosa-6-fosfatasa,
HMG-CoA reductasa y otras) precisan de elevada concentracidén de
detergentes o de métodos drasticos para ser solubilizadas. Las
proteinas periféricas (B-glucuronidasa, nucledsido difosfatasa)
se solubilizan por métodos menos drasticos como son baja concen-
tracién de detergente, sonicacidén o tratamiento con hidréxido
amdénico.

Cuando procedemos a solubilizar 1la actividad HMG-CoA
reductasa fosfatasa, ésta se solubiliza eficazmente con Triton X-
100 a baja concentracién, si bien su uso no es imprescindible, ya
que el lavado ‘con solucién de baja molaridad en sal es suficiente
para solubilizar la mayor parte de 1la actividad. Otros autores
han descrito que lavados sucesivos con 0,1 M KC1 (339) 6 0.5 M
KC1 (10) son suficientes para obtener mdas del 90% de la actividad
glucégeno fosforilasa fosfatasa unida a la fraccién 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 solubilizacidén, de nuevo el tratamiento
con detergentes se muestra mejor método que el tratamiento amilo-
glucolitico. El1 tratamiento con a-amilasa permite solubilizar
s6lo el 509% de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa, gquedando
unido a 1los microsomas otro 50%, tanto en las muestras tratadas

con c-amilasa como en los controles, lo que demuestra que la
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actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa no se solubiliza por accién
de la desaparicién de glucégeno sino simplemente por un proceso
de disociacién o proteolisis causada por la dilucién y el lavado
de los microsomas, ya sea en presencia o ausencia de a-amilasa.
Los mismos resultados se obtienen con ratas alimentadas.

Los solubilizacién del precipitado de glucédgeno
obtenido en este trabajo concuerdan con los obtenidos por otros
grupos: el mejor método para solubilizar la actividad del glucé-
geno es el tratamiento amiloglucolitico. Ingebritsen y col. (174)
describen que la actividad fosforilasa fosfatasa unida al glucé-
geno es solubilizada entre 80-90% con «-amilasa mientras los
controles producen una solubilizacién del 20%. Solubilizaciones
con a-amilasa del pellet de glucdgeno realizadas a 49C durante 60
minutos por Alemany y col. (10) producen una total solubilizacién
de la actividad, siendo del 30-50% cuando se extrae con 500 mM
KCl. Los mismos datos son aportados por Schelling y col. (294).

Con estos resultados se evidencia que los requeri-
mientos de solubilizacidén de la actividad PrP en ambas localiza-
ciones son distintos y con ello se concluye que deben tratarse de
proteinas de origen distinto.

4.3.3. Otras evidencias

Los distintos comportamientos cromatograficos de las
actividades excluidas del DEAE-celulosa de origen microsomal y de
glucogeno favorecen la conclusiéon de que estas actividades se
deben a proteinas distintas.

La falta de afinidad por el glucdégeno de las protei-
nas solubilizadas de microsomas contribuye a argumentar que las
proteinas no se deben a contaminacién por glucdégeno, ya que
pequefias cantidades de glucdgeno exdégeno se unen fuertemente a la
actividad PrP 1, procedente del glucégeno inicial posteriormente
solubilizado.

De los distintos argumentos -‘presentados concluimos
que como resultado de las razones siguientes:
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Las distintas pautas de solubilizacidén en microsomas y
glucégeno

La aparicién de maximos de actividad coincidentes con
marcadores microsomales en gradientes de sacarosa

La falta de afinidad por el glucdégeno de la actividad de
origen microsomal

El distinto comportamiento cromatografico de la actividad
procedente de microsomas o de glucdégeno

es necesario distinguir dos actividades HMG-CoA reductasa fosfa-

tasa,

una unida a microsomas y otra unida a glucdédgeno. Reciente-

mente Schelling y col. (294), han llegado a las mismas conclusio-

nes.

Nos encontramos ante una proteina relacionada con

microsomas, que no es contaminacién citosdélica ni del complejo

glucdégeno proteico, cuya facilidad en desprenderse de los micro-

somas puede explicarse por disociacién de una subunidad catali-

tica de otra de anclaje a los microsomas, esta ultima sin activi-
dad PrP.
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4.4, PURIFICACION DE LA ACTIVIDAD MICROSOMAIL
4.4.1. Eleccién de la actividad excluida del DEAE-celulosa

Con anterioridad a este trabajo, en nuestro Laborato-
rio se puso a punto un proceso de purificacidén 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 habian sido clasificadas. Al iniciar los trabajos de
esta memoria, clasificamos, por criterios de sensibilidad al
inhibidor 2 y a proteinas basicas, las actividades parcialmente
purificadas (ensayos que no se muestran). La actividad excluida
del DEAE-celulosa Yy 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 purificacidn, a
dos actividades I, y II, clasificadas como PrP tipos 1 y 2. Estos
resultados se han visto confirmados por los datos obtenidos en la
clasificacidén de las actividades en el DEAE-celulosa, dque 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
glucdégeno sintasa y glucdégeno 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 1la desfosforilacién 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 higado de rata, se
ha demostrado que la HMG-CoA reductasa homogénea es sustrato de
esta PrP (con anterioridad siempre se habia utilizado el sustrado
unido a microsomas). Ademas de la ya descrita PrP 1, la presencia
en microsomas de higado 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 proteina es fosforilada por varias protein quinasas
{protein guinasa activable por AMP, protein quinasa dependiente
de calcio vy 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 permitiria revertir selectivamente la

accidén de estas quinasas.

La actividad tipo 2A que aparece en el lavado del
DEAE-celulosa se pierde en el proceso de purificacidén, 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 eleccién del excluido tiene la
ventaja adicional de que 1la actividad parece estar constituida
por un solo tipo de PrP, ya que no hay actividad PrP 2A, 2B ni
2C.

4.4.2. Purificacién de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M

El primer objetivo fue purificar a homogeneidad la
actividad excluida del DEAE-celulosa. Para ello se siguidé un
proceso de purificacién basado esencialmente en el puesto a punto
en nuestro Laboratorio, introduciendo las siguientes modificacio-
nes:

a) Se elimina la tercera solubilizacién con Triton X-100,
manteniendo uUnicamente dos solubilizaciones. La tercera
solubilizacidén se realizaba durante 12 horas, lo cual
retrasaba el proceso de purificacidén y el aporte de acti-
vidad era insignificante respecto a la pérdida de activi-
dad especifica.

b) La cromatografia en DEAE-celulosa se sustituye por un
"batch", lo que junto a la eliminacidén del tercer paso de
solubilizacidén permite ahorrar un dia en el proceso de
purificacién.
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c) Se introduce una cromatografia en poli-L-lisina-Sepharosa
4B, lo que permite llegar purificar a aparente homogenei-
dad la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M.

Otros soportes cromatograficos utilizados no han per-
mitido mejorar 1la purificacién, entre ellos: hidroxiapatita,
protamina-Sepharosa, carboximetilcelulosa, Blue-Sepharosa, DEAE-
Sephadex A-50. El cromatoenfoque se ha mostrado eficaz, pero tan
s6lo si se utiliza en pasos iniciales, ya que en 1los Ultimos

pasos no es posible proseguir por la poca actividad recuperada.

A medida que avanza la purificacidén y se eliminan
proteinas acompafiantes, se provoca pérdida de actividad HMG-CoA
reductasa fosfatasa, posiblemente por aumento de la inestabilidad
del enzima. Los intentos por mejorar la estabilidad c¢on glicerol
no han sido positivos, sin embargo si lo es la inclusidn de
albimina bovina en concentraciones de 0,3-0,5 mg/mL, 1lo que
evidentemente no puede ser utilizado si pretendemos llegar a una
muestra homogénea.

La purificacién de 1la actividad HMG-CoA reductasa
fosfatasa M conduce a 1la obtencién de una preparacién aparente-
mente homogénea. Cuando la actividad cromatografiada en gel
filtracidén, de peso molecular de 85 kDa, es analizada en geles de
acrilamida en presencia de SDS y tefiida por Coomasie Blue, apare-
cen dos proteinas de pesos moleculares de 48 y 54 kDa. La subuni-
dad de 54 kDa corresponde a la subunidad con actividad catali-
tica, ya que aun cuando en el proceso de purificacién a causa de
factores incontrolados (posiblemente una excesiva salinizacidn de
las muestras) se obtiene una actividad en gel filtracidén de 60
kDa, en geles de SDS aparece Unicamente una banda de aproximada-
mente 54 kDa. Por ello, la proteina que aparece en 48 kDa consi-
deramos es la subunidad de anclaje. A la subunidad de anclaje
deberia corresponder, por diferencia de 55 a 85 kDa, un peso de
30 kDa. El mayor peso aparente en geles de SDS indica que puede
tratarse de una proteina 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-
talitica de 1la PrP 1. Caben dos opciones: aceptar que las bandas
que aparecen cercanas a 50 kDa son proteinas contaminantes y que
las proteinas con actividad, por minoritarias, no se visualizan
con la tincidén 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 glucdgeno.

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
geles en condiciones no denaturantes. En apoyo del seguhdo plan-
teamiento ~-no se trata de una contaminacién- cabe aducir que si
durante el proceso de purificacién se pierde una de las sub-
unidades sin actividad y en consecuencia 1la actividad en gel
filtracién se presenta en una proteina con un peso molecular de
55-60 kDa, en el analisis electroforético se advierte una sola
banda de 54 kDa.

La actividad catalitica podria corresponder a una
subunidad de peso molecular elevado, que por rotura (tripsina,
etanol o precipitacién con acetona) produce un fragmento proteo-
litico de 35-37 kDa con menor de actividad catalitica. La unién
de este fragmento con actividad catalitica a otra cadena poli-
peptidica, de mayor o menor tamaiio, sin actividad catalitica por
si misma, permitiria expresar 1la actividad PrP sobre sustrato
HMG-CoA reductasa. La unién deberia ser covalente ya que no se
separan en geles en presencia de SDS. Existen antecedentes de
actividades cataliticas de mayor peso molecular como la PrP 2C,
cuyos isoenzimas tienen 42 vy 44 kDa respectivamente, donde los
intentos de fragmentacidén conducen a la pérdida de actividad PrP.
También Goris y Merlevede (139) purifican una protein fosfatasa
que presenta dos bandas en geles de acrilamidad/sSDS, una de ellas
de 75 KkDa, que puede tener actividad protein fosfatasa. Existe
consenso en que la subunidad catalitica no se encuentra libre "in
vivo" y siempre estia unida a una o mids subunidades. En esta linea
esta el trabajo de Brautigan y col. (43), en el gue se propone
que la actividad catalitica puede proceder de una subunidad de 70
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kDa. Las diferencias de criterio residen fundamentalmente en si
la unién de la subunidad catalitica a otras subunidades es sufi-
cientemente fuerte para superar las condiciones denaturantes de
los geles de acrilamida/SDS.

Los estudios de biologia molecular coinciden en que
hay diversas subunidades cataliticas tipo 1 (la y 18) y 2A (2Aa ¥y
2AB) de 35 y 37 kDa. Recientemente Alexandre y col. (11) aprecian
en geles de acrilamida-SDS una proteina de 40 kDa reconocible por
anticuerpos especificos frente a PrP 2A, distinta de las sub-
unidades 2Aa y 2A8, gque podria 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
catalitica X, con homologia tanto con las cataliticas tipo 1 como
tipo 2 permite aventurar que en un futuro puedan describirse
otras nuevas.
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4.5. CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA REDUCTASA
FOSFATASA M UNIDA A MICROSOMAS
4.5.1. Clasificacién

La wutilizacién del inhibidor 2 como herramienta de
clasificacién de las PrP en dos grandes grupos, 1 y 2, en funcién
de su alta o baja sensibilidad a esta proteina, ha permitido
avanzar en el conocimiento de las PrP, si bien la limitacidén que
supone cualquier clasificacidén ha debido relajarse a medida que
se han ampliado los conocimientos, sucediéndose 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 1lado, los estudios de biologia
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
estd contaminada por PrP 2B o PrP 2C. El comportamiento de la
actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa frente al inhibidor 2 la
distingue de 1la PrP 2A y descarta esta opcidén, aungque tampoco
muestra 1la elevada sensibilidad de 1las PrP 1 citosédlicas. La
falta de sensibilidad de 1la proteina purificada al inhibidor 2
puede considerarse como una caracteristica 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, proteina que reactiva las PrP 2A, confirman que la falta
de sensibilidad frente al inhibidor 2 no se debe a contaminacién
por PrP 2A, puesto que no se produce reactivacidén alguna en pre-
sencia de dicha proteina basica.

Tras los resultados obtenidos frente al inhibidor 2,
concluimos que nos hallamos frente a una PrP tipo 1 con menor
sensibilidad al inhibidor 2 que la subunidad catalitica citosé-
lica tipo 1. Otras actividades PrP con poca sensibilidad frente
al inhibidor 2 han sido clasificadas como tipo 1, asi se ha des-
crito que la actividad PrP 1G que es conocida como actividad tipo
1 se comporta con menor sensibilidad frente al inhibidor 2 que 1la
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PrP 1 citosdélica, 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 reactivacion

El tratamiento de la actividad PrP 1 citosélica con
tripsina provoca la destruccidén del inhibidor 2 y en consecuencia
un marcado incremento de la actividad fosforilasa fosfatasa ; la
reactivacién es menor en microsomas obtenidos de misculo de
conejo y de higado de rata; el mismo tratamiento provoca pérdida
de actividad glucdégeno 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 tripsinizacidén, frente a fosforilasa y glucéd-
geno sintasa ha conducido a dar dos interpretaciones del fendme-
no. Por un lado Alemany y col. (9) consideran que existe una
Unica subunidad catalitica tipo 1, que desfosforila la glucdégeno
fosforilasa y la glucdégeno sintasa D, y que ambas actividades se
ven afectadas de forma opuesta por el tratamiento con tripsina;
la pérdida de un pequefio fragmento de 4 kDa (por el paso de la
forma de 37 a 33 kDa) produciria aumento de la actividad fosfori-
lasa fosfatasa, lo que supondria que en dicho fragmento reside
una zona de supresién de la maxima actividad fosforilasa fosfata-
sa, vy la pérdida de actividad glucégeno sintasa fosfatasa. Por
otro, para Bollen y col. (37) estos distintos comportamientos
residirian o bien en distintos enzimas o bien en que ademas de la
subunidad catalitica la PrP requiere una subunidad especifica
necesaria en el reconocimiento del sustrato glucdédgeno sintasa,
que es destruido en el proceso proteolitico: la presencia de la
subunidad especifica disminuye la actividad fosforilasa fosfata-

sa, antes de que se produzca la rotura.

De los resultados obtenidos en este trabajo, refe-
ridos a la tripsinizacién de 1las PrP microsomales cuando se
ensaya sustrato HMG-CoA reductasa, se constata una gran pérdida
de actividad, que no se recupera cuando la tripsinizacién se

realiza en presencia de Mn**'. La pérdida se produce igualmente
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cuando se utiliza 1la precipitacién 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 caracteristica de las
fosfatasas microsomales con sustrato HMG-CoA reductasa, ya que
las citosdélicas con sustrato HMG-CoA reductasa se comportan de
forma distinta. Asi pues, la pérdida de actividad estaria de-
terminada por 1la procedencia del enzima y por el sustrato utili-
zado. La unién de la subunidad de 37 kDa de origen microsomal al
sustrato HMG-CoA reductasa puede requerir un reconocimiento muy
preciso que puede residir en 1la cadena polipeptidica que se
pierde por 1la tripsinizacién. 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 reactivacién con Mn** 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 1G
de misculo esquelético reportada por Khatra y col. (192).

Los distintos ensayos de caracterizacién muestran gque
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
citosdélica descrito por Villa-Moruzzi. Esta protein fosfatasa se
acerca mas al modelo de la procedente del glucégeno en cuanto
estid formada al menos por una subunidad catalitica 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 citosédlica y de glucdgeno.
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4.5.3. Especificidad de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa

La falta de especificidad "in vitro" mostrada por la
proteina purificada, no impide que por su localizacidén esté
involucrada especificamente en procesos de desfosforilacién de
proteinas microsomales. Recientemente Diven y col. (86), solubi-
lizando la actividad PrP de microsomas c¢on detergente, advierten
que tras la cromatografia 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 1la wutilizacién 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 gque la HMG-CoA reductasa estan localizados en el reti-
culo endoplasmatico (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 1la actividad excluida del DEAE-
celulosa no es activa sobre la colesterol-7-e-hidrolasa, mientras
que las actividades retenidas del DEAE-celulosa tienen distinta
especificidad para cada sustrato.

La ausencia de una actividad especifica 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 1lipidico: acetil-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 podrian afectar simul-
taneamente y de forma contrapuesta 1las actividades PrP y PrQ.
Paralelamente, la descripcidén de nuevas subunidades acompafiantes
de las PrP, que inciden directamente sobre su 1la actividad, como
son el inhibidor 2, el desinhibidor o el descubierto en nuestro
Laboratorio -RP inhibidor- indican que estas subunidades pueden

tener importancia no s6lo en la 1localizacién sino ademas en la
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modulacidén 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 FOSFATASA

En este +trabajo el tratamiento con glucagon ha sido
utilizado para disminuir de forma drastica 1la contaminacién de
los microsomas por glucégeno, 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 glucdgeno fosfo-
rilasa estid en la linea de los resultados publicados por Mvumbi y
Stalmans (246) para sustrato glucdgeno sintasa.

Segun Toth y col. (326), la dilucién de las muestras
puede condicionar los resultados. La actividad glucégeno sintasa
fosfatasa no se modifica, pero la actividad fosforilasa fosfatasa
disminuye en un 20%, variacién que nosotros no hemos apreciado en
nuestras condiciones de ensayo. Esta divergencia puede deberse a
la distinta dilucidén de las muestras, menor del 10% en nuestro
caso y del 30% en el ensayo de Toth y col. ya que la respuesta
hormonal podria estar mediada por efectores citosdélicos no cuan-

tificables cuando las muestras se diluyen al 10Y%.

En los ensayos de centrifugacidén 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 distribucidn: 1la actividad se
desplaza de microsomas a citosol, lo que confirma lo sefialado por

otros autores respecto a la disminucién de actividad HMG-CoA
. reductasa por accidén del glucagon. La disminucién de actividad es
probablemente mediada por la fosforilacién del enzima, 1lo que
provoca su hidrélisis y solubilizacién desde el reticulo endo-
plasmatico al citosol. En este aspecto el experimento es original
y contribuye a apoyar esta hipdtesis.

La administracién de glucagon provoca disminucién de
actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa en la fraccidén microsomal.

Esta disminucion podria contribuir a que la fosforilacidén de 1la
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HMG-CoA reductasa no se viera réapidamente contrarrestada, al
tiempo que una disminucién de actividad PrP implica menor posibi-
lidad de que el sustrato se encuentre en su forma activa y asi la
accién del glucagon disminuye 1la actividad HMG-CoA reductasa
doblemente. La disminucidén de actividad PrP sobre sustrato HMG-
CoA reductasa, en microsomas, coincide con los resultados
publicados por Mvumbi y Stalmans (246), para sustrato glucdgeno
sintasa, en los que la actividad PrP disminuye del 529, en ratas
alimentadas, al 11) en ratas depleccionadas de glucdgeno. La
disminucién del glucégeno 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 concentracidén de glucdégeno, o se deben, como en el caso de la
HMG-CoA reductasa, a una traslocacién de actividad de uno a otro
compartimiento, es una cuestién que no puede contestarse. Si la
administracién de glucagon provoca una traslocacién de actividad
de microsomas a citosol, el efecto seria dificilmente cuantifica-
ble, ya que el citosol se ve enriquecido al mismo tiempo por la
actividad liberada por la hidrélisis del glucédgeno.

El estudio en profundidad de la accidén del glucagon
sobre la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa, requeriria un
estudio "in vivo" y 1la ayuda de técnicas de investigacidén con
anticuerpos especificos frente a la cada una de las subunidades
cataliticas y otras subunidades presentes en microsomas y también
la valoracién de posibles efectores que modifiquen directamente
la actividad PrP.

Al variar las condiciones del tratamiento de glucagon
y dejar transcurrir tan sélo 5 minutos desde 1la administracién a
la toma de muestras las actividades glucdgeno fosforilasa fosfa-
tasa y glucégeno sintasa fosfatasa en las fracciones (microsomas
+ glucdégeno), no se ven afectadas. El1 tiempo transcurrido desde
la administracidén de glucagon hasta la valoracidén enzimatica es
fundamental en el estudio de la accién hormonal sobre la activi-
dad PrP (326)(100).
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El cambio de la estructura y/o 1la funcién del reti-
culo endoplasmatico frente a la presencia de glucdégeno ha sido
estudiado por Cardell. Este autor (54)(55) propone un modelo en
que relaciona de forma activa el reticulo endoplasmatico con la
sintesis de glucdégeno, principalmente en los primeros estadios de
la formacién de glucdégeno y también en las fases de depleccién.
Tras la absorcién de glucosa por 1la sangre, los hepatocitos
responde formando reticulo endoplasmético liso; cuando las reser-
vas de glucdégeno son suficientes se alcanzan los niveles mas
bajos de reticulo endoplasmatico. Asi, el ciclo de formacidén y
degradacidén de glucdgeno estaria 1ligado al de proliferacién o
disminucién del reticulo endoplasmatico liso.

Cardell (54), acufla la denominacién SERGE, para
definir el area donde se iniciaria la deposicién de glucégeno. A
través de micrografias se ponen de manifiesto pequefias zonas de
citosoma ricas en reticulo endoplasmatico liso y con alta concen-
tracién de pequeiias particulas densas, presumiblemente glucédgeno
en diversos estados de formacidén. E1 aumento de tamafio de estas
particulas llevaria a 1la posterior formacidén de particulas de
glucégeno B y a. Estas Areas SERGE podrian generar o retener
sustratos de interés en la sintesis de glucdgeno.

Como ya hemos descrito en la introduccidén, un gran
numero de enzimas relacionados con el metabolismo del colesterol
son proteinas ligadas a membranas. Sin embargo de todos. los
enzimas que directa o indirectamente estan implicados en el meta-
bolismo del glucdégeno, tan solo la glucosa-6-fosfatasa estd ine-
quivocamente ligada al reticulo endoplasmatico. Enzimas como glu-
cbdgeno sintasa, glucdégeno fosforilasa y fosforilasa quinasa apa-
rentemente no tienen relacidén con este organulo. De ahi el inte-
rés de los trabajos de Cardell al relacionar reticulo endoplas-
matico y glucégeno en formacién, ya que se crearia un microam-
biente en el que las proteinas microsomales, en este caso protein
fosfatasas, estarian préximas a sus sustratos, glucdégeno sintasa
Y glucdégeno fosforilasa. La hipdtesis es atractiva, pero no ha
sido definitivamente demostrada.
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Independientemente de 1la importancia de las protein
fosfatasas localizadas en microsomas, en la desfosforilacidén de
enzimas del metabolismo del glucdégeno, es evidente que con mayor
razén pueden ser esenciales en la desfosforilacién de enzimas
localizados en el reticulo endoplasmatico, y entre ellos gran
numero de los relacionados con el metabolismo del colesterol.

La posible interrelacién estructura microsomal/glucéd-
geno cobra asi el mayor interés en la explicacidén de 1la accién
del glucagon, al eliminar el glucdégeno en microsomas, sobre
enzimas relacionados directamente con el reticulo endoplasmatico.
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4.7. PROPUESTA DE UN MODELO DE HMG-CoA REDUCTASA FOSTATASA
M RELACIONADA CON LOS MICROSOMAS

En microsomas estan presentes tres protein fosfata-
sas: PrP 1, PrP 2A y PrP 2C. Su diversidad permite desfosforilar
con distinta especificidad las proteinas microsomales relaciona-
das con el metabolismo del colesterol regulables por fosforila-
cién/desfosforilacién. De las distintas PrP Unicamente una acti-
vidad PrP 2A precisaria de detergentes para solubilizar la sub-
unidad catalitica, las otras actividades podrian solubilizarse
simplemente por fuerza idnica.

En el Esquema XIII proponemos un modelo molecular de
la proteina HMG-CoA reductasa fosfatasa M. Una subunidad con
actividad catalitica se une a otra, sin actividad PrP, de menor
peso molecular, anclada en el reticulo endoplasmatico. La activi-
dad de 85 kDa se solubiliza dUnicamente en presencia de deter-
gentes. Los diferentes pesos moleculares obtenidos a partir de
los solubles de Triton y KCl en cromatografia en gel filtracién,
85 y 55 kDa respectivamente, permiten apoyar este modelo. La
subunidad de anclaje se disocia con gran facilidad de la subuni-
dad catalitica, lo que explica las pautas de solubilizacién y el
comportamiento como una proteina poco adherida.

La actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M, clasifi-
cada como PrP 1, no sigue el modelo de la PrP 1 citosdlica, no
estid relacionada con el inhibidor 2, no se reactiva en presencia
de GSQ-3 y Mn?* o por accidén de 1la tripsina, y es algo menos
sensible al inhibidor 2 que la PrP 1 citosdlica.
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PROPUESTA DE UN MODELO QUE INTERRELACIONA LA HMG-CoA REDUCTASA
FOSFATASA M Y LAS MEMBRANAS MICROSOMALES

HMG~CoA REDUCTASA
FOSFATASA M

@

KCl 500 mM 39} %Wé% w W‘% TRITON X-100
<

55 Kd 85 Kd

w‘m TV

i e g

Esquema XIII

La HMG-CoA reductasa fosfatasa M se encuentra anclada en la
membrana a través de una subunidad especifica de anclaje. La
subunidad catalitica puede separarse de la subunidad de anclaje
en presencia de sales. La rotura de la subunidad catalitica
provoca la aparicién de wuna subunidad menos activa Yy de menor
peso molecular.
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La tripsinizacién o tratamiento con etanol o acetona,
tanto de la proteina de 85 kDa como 1la de 55 kDa, produce una
subunidad con menor actividad catalitica, de aproximadamente 35-
37 kDa. Se presentan dos propuestas de unién de esta subunidad
catalitica a otra cadena polipeptidica para dar lugar a la sub-
unidad de 55 kDa:

a) La subunidad catalitica de 55 kDa que produce la fragmento
de 35-37 kDa por rotura de enlaces de elevada energia;

b) El enzima de 55 kDa consiste en dos subunidades, una ca-
talitica de 35-37 kDa y otra de menor peso, unida fuerte-
mente.

En la propuesta b) 1la subunidad de pequefio tafamo,
12-18 kDa, presenta algunas caracteristicas que recuerdan al des-
inhibidor: un parecido peso molecular y la capacidad que confiere
a la subunidad catalitica tipo 1 de falta de sensibilidad al
inhibidor 2. Otro punto en comin seria el peso molecular en gel
filtracidén mostrado cuando el desinhibidor esta wunido é la sub-
unidad catalitica en procedente del precipitadop de glucédgeno: 51
kDa. Sin embargo, otra serie de caracteristicas mostraria una
neta diferencia entre esta subunidad y el desinhibidor: éste ha
sido aislado Unicamente del precipitado de glucdégeno de higado de
perro y no de microsomas, fuente de nuestra HMG-CoA reductasa
fosfatasa M; cuando se cromatografia en un DEAE-celulosa el
desinhibidor es retenido en tanto gque nuestra proteina no es
retenida; la proteccién que confiere el desinhibidor frente al
inhibidor 2 es mucho mas 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 formacidén del holoenzima no interviene desinhibidor, aunque
no se puede descartar 1la presencia de una proteina de similares
caracteriticas.

La HMG-CoA reductasa fosfatasa M esta compuesta por
una subunidad especifica, hasta ahora no descrita, que permite el
anclaje a las membranas del reticulo endoplasmatico, unida a la
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subunidad catalitica, por enlaces de elevada energia, que le con-
fieren las caracteristicas particulares descritas para 1la 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 higado. La actividad no se ve modificada por
ayuno prolongado ni por la administracién de glucagon.

2.- El tratamiento con glucagon determina 1la redis-
tribucidén de la actividad, la actividad HMG-CoA reductasa fosfa-

tasa asociada a microsomas disminuye significativamente.

3.- El subfraccionamiento por centrifugacién a
100.000 xg del sobrenadante postmitocondrial, obtenido de ratas
alimentas, provoca la precipitacién de una parte (aproximadamente
el 15%) de la actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa inicial. Esta
actividad se distribuye a partes igquales entre microsomas y
precipitado de glucégeno.

4.- La actividad presente en microsomas no se debe a

contaminacién por proteinas de origen citosdlicas.

5.~ La actividad presente es microsomas no se debe a
contaminacién por proteinas procedentes del precipitado glucége-
no-proteico: a) no tiene afinidad por el glucdégeno, b) las pautas
de solubilizacién son distintas para microsomas y glucégeno c)
cuando se intenta la purificacidén de la actividad HMG-CoA reduc-
tasa fosfatasa a partir de glucdégeno siguiendo la misma metodolo-
gia que la empleada para la HMG-CoA reductasa fosfatasa M se pone
de manifiesto un comportamiento cromatografico diferenciador
entre las muestras procedentes de glucdégeno y las de microsomas.

6.- La distribucion de PrP sobre sustrato HMG-CoA
reductasa, tras la centrifugacién 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 anidnicos a
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baja concentracidén o tratamiento con sales a baja molaridad- sin
que queden cantidades significativas en el precipitado final, lo
que indica que la proteina responsable de la actividad fosfatasa
no es una proteina intrinseca de membrana.

8.~ En microsomas estan presentes tres actividades
protein fosfatasa sobre sustrato HMG-CoA reductasa: PrP 1, PrP 2A
vy 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
preparacién final presenta un peso molecular aparente de 85 kDa
en gel filtracidn.

10.- La actividad HMG-CoA reductasa fosfatasa M se
disocia produciendo dos subunidades: una con actividad catalitica
que presenta un peso molecular de aproximadamente 55 kDa, tanto
en gel filtracién como en geles de acrilamida/SDS y otra de menor
peso molecular gque es la subunidad de anclaje al reticulo endo-
plasmatico.

11.- E1 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 inhibicién mayores concentraciones que las descritas para la
PrP 1 citosélica.

13.- La rotura del holoenzima de 85 kDa, o de la
subunidad de 55 kDa, por precipitacién con acetona o por pro-
teolisis controlada con tripsina, provoca la aparicién de una
actividad protein fosfatasa de peso molecular en cromatografia de
gel filtracion de 35-37 kDa.
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14.- La obtencién 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 higado de rata, tiene un
comportamiento que 1lo distingue de otras PrP descritas. Es de
origen microsomal y no se debe a contaminacién por glucdgeno o
citosol. Estad constituido por una subunidad de anclaje y otra con
actividad catalitica. En su constitucién no interviene el modu-

lador o inhibidor 2 si bien lo reconoce y es inhibida por el.
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CONTRIBUCIONES AL ESTUDIO DE LAS HMG-CoA REDUCTASA FOSFATASAS

Localizacién Afio Ref.
Beg y col. citosol 1973 20
Nordstrom y col. " 1877 254
Ingebritsen y col. " 1978, 1980 166-168
Gil y col. " 1980, 1981 123-124
Calvet y col. " 1985 52
Kennelly y Rodwell " 1985 188
Berndt y col. microsomas 1976 33
Feingold y col. " 1983 105
Brown y Rodwell " 1983 50
Sitges y col. " 1984 303
Diven y col. " 1988 86

APENDICE 1

Trabajos que hacen referencia a la actividad HMG-CoA reductasa
fosfatasa
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CLASIFICACION DE LAS PROTEIN FOSFATASAS BASADA EN

LA REGULACION DEL ENZIMA

Fosfatasa II1

Fosfatasa 1
Fosfatatasa HI y CI

Calcineurina

Calcineurina
CaM-BP, o
Fosfatasa 2B
Fosfatasa 2

Fosfatasa U?
Fosfatasa IA

Fosfatasa 2C
Fosfatasa I1I

Fosfatasa 4
Fosfatasa PFK

Fosfatasa IB
Fosfatasa 11
Fosfatasa elF-2
Fosfatasa 2A
Fosfatasa I

Fosfatasa 3

Fosfatasa HII

Protein fosfatasa dependiente de ATP-Mg**
Enzima que remueve grupos prostéticos
Enzima que rompe la fosforilasa
Fosforilasa fosfatasa

Protein fosfatasa dependiente de ATP-Mg**

Proteina que une al modulador

Protein fosfatasa dependiente de Mg**

Fosfatasa dependiente de Mg**

Fosfatasa II cadena ligera
Fosfatasa 11 de misculo liso

Fosfatasa I cadena ligera
Fosfatasa I de masculo liso

Fosfatasa estimulable por histona H,
Fosfatasas modulables por policationes

Fosfatasas estimulables por policationes

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
Klee, 1979
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

S6ling, 1984

Protein fosfatasas estimuladas 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

APENDICE I1I

Principales contribuciones al estudio de las protein fosfatasas y
clasificacién de 1las PrP seqgin los criterios de Merlevede (237)
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