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INTRIDUCCION

El principal objetivo de esta Introduccién es realizar un compendio de las materias mds
importantes sobre las que se fundamenta la concepci6n del trabajo que se presenta, proporcionando
un marco adecuado para su mejor comprensién. No obstante, el tema de la degradacién de
protefnas es extenso y, tanto para cuestiones generales como para una ampliacién de otros aspectos
del mismo, se deben de consultar previas y excelentes revisiones (39, 39, 55, 62, 67, 95, 116, 197,
198, 199, 205, 229, 258, 259, 263, 264, 398, 422, 437, 439, 504, 523, 525, 526, 534, 536, 575,
590, 609, 610, 611, 679, 680, 701), asf como las publicaciones correspondientes a algunos de los
ultimos simposios celebrados y libros publicados sobre esta cuestién (56, 305-308, 312, 325).

Se comienza por describir el sistema proteolftico estudiado en este trabajo, los lisosomas,
destacando su importancia en la proteolisis intracelular. Tras evidenciar la existencia de miltiples
rutas degradativas, se resalta el alto grado de regulacién de estos procesos, su dependencia
energética y se hace referencia a los m4s importantes sistemas proteolfticos ATP-dependientes. A
continuacién, se exponen la hipétesis de la plasticidad molecular, las bases tedricas de los
procedimientos de medida del recambio proteico y, finalmente, se detalla el conocimiento actual
acerca de la enzima objeto de este estudio: l1a Ornitina Transcarbamilasa.

1.1.- EL CONCEPTO DE LISOSOMA.

Hace treinta afios todavfa se debatfa acerca del grado de aplicabilidad que tenfa el concepto
de lisosoma. Hoy en dfa ya no existe ese problema y el lisosoma se considera presente, en una u
otra forma, como una caracterfstica constante de todas las células eucariotas, no s6lo animales sino
también del reino vegetal. No obstante, las células postcari6ticas (reticulocitos, eritrocitos, etc.)
carecen de lisosomas, asf como las bacterias. Sin embargo, estas tltimas poseen una magquinaria
degradativa cuyas hidrolasas se encuentran en su mayorfa concentradas en la membrana plasmética
y que, evolutivamente, podrfa ser la precursora de los lisosomas en las células de mamfferos.

El concepto de lisosoma se basa esencialmente en dos criterios bioqufmicos: 1) la
asociacién de una gran variedad de hidrolasas 4cidas, es decir con un valor de pH 4cido para el
6ptimo de su actividad, dentro de un determinado y especial grupo de partfculas citoplasmaticas
que fueron identificadas y caracterizadas en virtud de sus propiedades centrffugas; 2) el compartir
una propiedad llamada latencia, estrechamente vinculada a la estructura del lisosoma, y que permite
definirlo como una partfcula en forma de " saco " y rodeada por una membrana lipoproteica. Las
membranas lisosomales presentan una composicién similar a la de 1a membrana plasmitica, salvo
que en aquéllas el contenido en colesterol es m4s alto (alrededor del 20 % de los lfpidos totales), ¥
que entre sus fosfolfpidos, la esfingomielina alcanza hasta el 30 % (640). Por su cara interna, las
membranas lisosomales tienen una gran cantidad de compuestos asociados, de los que un alto
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porcentaje son residuos hidrolfticos como amino4cidos libres, 4cido sidlico, etc. (118).
Especialmente importante es el contenido en azicares de dicha membrana, en comparacién con
otras membranas como las mitocondriales (326).

Al contrario de lo que ocurre con otros orgdnulos intracelulares, los lisosomas no pueden
ser identificados por los criterios morfolégicos al uso, como pueden ser el tamafio, la forma y la
estructura interna, debido a la enorme variabilidad que presentan en estas caracterfsticas, dando
origen a un polimorfismo que constituye en sf mismo su principal sefial de identidad. Tanto es asf
que, cuando se observan al microscopio electrénico cuerpos rodeados de membrana y conteniendo
dep6sitos densos, vesfculas membranosas o cualquier otro material de confusa apariencia, se sabe
que muy probablemente lo que estamos mirando es un lisosoma.

Precisamente, debido a la elevada heterogeneidad morfobioqufmica de esta subestructura
celular, se han generado una gran cantidad de términos descriptivos de la misma. No obstante, la
terminologfa m4s difundida para la clasificacién de los lisosomas y otras estructuras relacionadas es
la siguiente (390):

- Lisosoma primario: orgdnulo, en general, de tamafio pequefio (unos 50 a 100 nm.) que
contiene enzimas hidrolfticas que todavfa no han participado en ningin proceso
degradativo. Morfol6gicamente aparecen al microscopio electrénico con una matriz
uniforme y m4s o menos densa a los electrones.

- Vacuolas, fagosomas o vacuolas fagocfticas: orgdnulos sin enzimas hidrolfticas
(pre-lisosomas) pero que contienen material de origen extracelular (vacuola endocftica,
heterofdgica o heterofagosoma) o intracelular (vacuola autofigica o autofagosoma). La
vacuola heterofdgica o endocftica puede ser a su vez: fagocftica si contiene material de
apariencia sélida, o pinocftica si incluye material lfquido que le confiere el aspecto de
estar vacfa.

- Lisosoma secundario: Proviene de la fusién de una vacuola con un lisosoma primario,
por lo que poseerd en su interior enzimas hidrolfticas junto con material fagocitado en
diferentes estados de degradacién. Al microscopio electrénico se presenta como un
orgdnulo con una matriz m4s o0 menos clara y conteniendo diversas estructuras. Pueden
dividirse en : heterolisosomas (si la fusién se realiza con una vacuola heterofdgica) o
autolisosomas (si la vacuola con la que se fusionan los lisosomas primarios es
autofdgica). A su vez, se denomina también ambilisosoma a un lisosoma secundario
que contiene tanto material de origen extracelular como intracelular. Cuando el
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material fagocitado se acumula en forma de depdsitos que ya no pueden ser degradados
en los lisosomas, se originan los llamados cuerpos residuales.

De acuerdo con estos términos, se definen diversas funciones en las que se ven implicados
estos orgdnulos. La incorporacién de material al interior de 1os lisosomas o vacuolas se denomina
fagocitosis. Si lo que se incorpora tiene un origen iniracelular se denomina autofagocitosis, que a
su vez comprende:

a) Autofagia: incorporacién de orgdnulos o estructuras celulares identificables por
microscopfa electrdnica, tales como membranas, mitocondrias, etc.

b) Crinofagia: cuando son englobadas, o fusionadas con lisosomas, vesfculas de secrecién
(que contienen material cuyo destino era extracelular).

¢) Microautofagia: incorporacién de material intracelular de naturaleza molecular y, en
general, no visible a microscopfa electrénica, al menos mediante las técnicas

convencionales.

Cuando la incorporacién es de material de origen extracelular, el proceso se denomina
heterofagocitosis o endocitosis, que a su vez puede ser de dos clases:

- Endocitosis mediada por receptores: se produce cuando determinadas macromoléculas
interaccionan con receptores situados en la membrana plasmdtica. Dicha interaccién
genera vesfculas en un proceso mediado por la polimerizacién de una protefna llamada

clatrina.

- Endocitosis de fase fluida: se produce cuando las moléculas externas son internalizadas
seguin su concentracién extracelular, sin la selectividad que aportan los receptores.

en ambos casos, la vesfcula resultante puede interaccionar posteriormente con un lisosoma.

Las estructuras lisosomales pueden intervenir también en procesos de eliminacién del
material fagocitado al exterior celular. Este tipo de proceso se denomina exocitosis y se puede
considerar como un caso especial de secrecién.

Nada mds confirmarse que el lisosoma era portador de hidrolasas 4cidas, y cuando tan sélo
empezaba a sospecharse su funcién digestiva, ya se dedujo que su interior deberfa poseer un pH
4cido. Desde entonces han aparecido en la literatura numerosos intentos de determinar el pH
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INTRODUCCION

El principal objetivo de esta Introduccién es realizar un compendio de las materias mds
importantes sobre las que se fundamenta la concepcién del trabajo que se presenta, proporcionando
un marco adecuado para su mejor comprensién. No obstante, el tema de la degradacién de
protefnas es extenso y, tanto para cuestiones generales como para una ampliacién de otros aspectos
del mismo, se deben de consultar previas y excelentes revisiones (30, 39, 55, 62, 67, 95, 116, 197,
198, 199, 205, 229, 258, 259, 263, 264, 398, 422, 437, 439, 504, 523, 525, 526, 534, 536, 575,
590, 609, 610, 611, 679, 680, 701), asf como las publicaciones correspondientes a algunos de los
wltimos simposios celebrados y libros publicados sobre esta cuestién (56, 305-308, 312, 325).

Se comienza por describir el sistema proteolftico estudiado en este trabajo, los lisosomas,
destacando su importancia en la proteolisis intracelular. Tras evidenciar la existencia de miiltiples
rutas degradativas, se resalta el alto grado de regulacién de estos procesos, su dependencia
energética y se hace referencia a los mds importantes sistemas proteolfticos ATP-dependientes. A
continuacién, se exponen la hipétesis de la plasticidad molecular, las bases tedricas de los
procedimientos de medida del recambio proteico y, finalmente, se detalla el conocimiento actual
acerca de la enzima objeto de este estudio: 1a Ornitina Transcarbamilasa.

1.1.- EL CONCEPTO DE LISOSOMA.

Hace treinta afios todavfa se debatfa acerca del grado de aplicabilidad que tenfa el concepto
de lisosoma. Hoy en dfa ya no existe ese problema y el lisosoma se considera presente, en una u
otra forma, como una caracterfstica constante de todas las células eucariotas, no s6lo animales sino
también del reino vegetal. No obstante, las células postcarifticas (reticulocitos, eritrocitos, etc.)
carecen de lisosomas, asf como las bacterias. Sin embargo, estas iltimas poseen una maquinaria
degradativa cuyas hidrolasas se encuentran en su mayorfa concentradas en la membrana plasmdtica
y que, evolutivamente, podrfa ser 1a precursora de los lisosomas en las células de mamfferos.

El concepto de lisosoma se basa esencialmente en dos criterios bioqufmicos: 1) la
asociacién de una gran variedad de hidrolasas 4cidas, es decir con un valor de pH 4cido para el
6ptimo de su actividad, dentro de un determinado y especial grupo de partfculas citoplasmdticas
que fueron identificadas y caracterizadas en virtud de sus propiedades centrffugas; 2) el compartir
una propiedad llamada latencia, estrechamente vinculada a la estructura del lisosoma, y que permite
definirlo como una partfcula en forma de " saco " y rodeada por una membrana lipoproteica. Las
membranas lisosomales presentan una composicién similar a 1a de 1a membrana plasmitica, salvo
que en aquéllas el contenido en colesterol es m4s alto (alrededor del 20 % de los lfpidos totales), y
que entre sus fosfolfpidos, la esfingomielina alcanza hasta el 30 % (640). Por su cara interna, las
membranas lisosomales tienen una gran cantidad de compuestos asociados, de los que un alto
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porcentaje son residuos hidrolfticos como aminodcidos libres, 4cido sidlico, etc. (118).
Especialmente importante es el contenido en azicares de dicha membrana, en comparacién con
otras membranas como las mitocondriales (326).

Al contrario de lo que ocurre con otros orgdnulos intracelulares, los lisosomas no pueden
ser identificados por los criterios morfoldgicos al uso, como pueden ser el tamafio, la forma y la
estructura interna, debido a la enorme variabilidad que presentan en estas caracterfsticas, dando
origen a un polimorfismo que constituye en sf mismo su principal sefial de identidad. Tanto es asf
que, cuando se observan al microscopio electrénico cuerpos rodeados de membrana y conteniendo
dep6sitos densos, vesfculas membranosas o cualquier otro material de confusa apariencia, se sabe
que muy probablemente lo que estamos mirando es un lisosoma.

Precisamente, debido a la elevada heterogeneidad morfobioqufmica de esta subestructura
celular, se han generado una gran cantidad de términos descriptivos de la misma. No obstante, la
terminologfa m4s difundida para la clasificacién de los lisosomas y otras estructuras relacionadas es
la siguiente (390):

- Lisosoma primario: orgdnulo, en general, de tamaiio pequefio (unos 50 a 100 nm.) que
contiene enzimas hidrolfticas que todavfa no han participado en ningiin proceso
degradativo. Morfolégicamente aparecen al microscopio electrénico con una matriz
uniforme y m4s o menos densa a los electrones.

- Vacuolas, fagosomas o vacuolas fagocfticas: orgdnulos sin enzimas hidrolfticas
(pre-lisosomas) pero que contienen material de origen extracelular (vacuola endocftica,
heterofdgica o heterofagosoma) o intracelular (vacuola autofigica o autofagosoma). La
vacuola heterofgica o endocftica puede ser a su vez: fagocftica si contiene material de
apariencia sélida, o pinocftica si incluye material 1fquido que le confiere el aspecto de
estar vacfa.

- Lisosoma secundario: Proviene de la fusién de una vacuola con un lisosoma primario,
por lo que poseerd en su interior enzimas hidrolfticas junto con material fagocitado en
diferentes estados de degradacién. Al microscopio electrénico se presenta como un
org4nulo con una matriz m4s o0 menos clara y conteniendo diversas estructuras. Pueden
dividirse en : heterolisosomas (si la fusién se realiza con una vacuola heterofagica) o
autolisosomas (si la vacuola con la que se fusionan los lisosomas primarios es
autofigica). A su vez, se denomina también ambilisosoma a un lisosoma secundario
que contiene tanto material de origen extracelular como intracelular. Cuando el
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material fagocitado se acumula en forma de depésitos que ya no pueden ser degradados
en los lisosomas, se originan los llamados cuerpos residuales.

De acuerdo con estos términos, se definen diversas funciones en las que se ven implicados
estos orgdnulos. La incorporacién de material al interior de los lisosomas o vacuolas se denomina
fagocitosis. Si lo que se incorpora tiene un origen intracelular se denomina autofagocitosis, que a

su vez comprende:

a) Autofagia: incorporacién de orgdnulos o estructuras celulares identificables por
microscopfa electrénica, tales como membranas, mitocondrias, etc.

b) Crinofagia: cuando son englobadas, o fusionadas con lisosomas, vesfculas de secrecién
(que contienen material cuyo destino era extracelular).

¢) Microautofagia: incorporacién de material intracelular de naturaleza molecular y, en
general, no visible a microscopfa electrénica, al menos mediante las técnicas
convencionales.

Cuando la incorporacién es de material de origen extracelular, el proceso se denomina
heterofagocitosis o endocitosis, que a su vez puede ser de dos clases:

- Endocitosis mediada por receptores: se produce cuando determinadas macromoléculas
interaccionan con receptores situados en la membrana plasmdtica. Dicha interaccién
genera vesfculas en un proceso mediado por la polimerizacién de una protefna llamada
clatrina.

- Endocitosis de fase fluida: se produce cuando las moléculas externas son internalizadas
segun su concentracién extracelular, sin la selectividad que aportan los receptores.

en ambos casos, 1a vesfcula resultante puede interaccionar posteriormente con un lisosoma.

Las estructuras lisosomales pueden intervenir también en procesos de eliminacién del
material fagocitado al exterior celular. Este tipo de proceso se denomina exocitosis y se puede
considerar como un caso especial de secrecién.

Nada mds confirmarse que el lisosoma era portador de hidrolasas 4cidas, y cuando tan sélo
empezaba a sospecharse su funcién digestiva, ya se dedujo que su interior deberfa poseer un pH
dcido. Desde entonces han aparecido en la literatura numerosos intentos de determinar el pH
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intralisosomal, tanto in vivo como in vitro. El método mejor conocido ha sido desarrollado por
Poole y Ohkuma (482). Se basa en la dependencia que con respecto al pH manifiesta el espectro de
fluorescencia de la fluorescefna. Dicha substancia se introduce en el lisosoma en asociacién con
partfculas de dextrano, que hacen el papel de transportadores al ser ficil y rdpidamente
endocitadas. En lisosomas de macréfagos de peritoneo de ratén, se ha encontrado un valor de pH
de 4,7, valor muy préximo al pH dptimo de proteolisis in vitro que presentan muchos extractos
lisosomales.

El mecanismo a través del cual se mantiene la acidez intralisosomal también ha sido objeto
de grandes controversias entre los partidarios de la teorfa de que se debfa meramente a un simple
equilibrio Donnan, y los defensores de una bomba proténica dirigida por ATP. Hoy en dfa se
acepta de una forma clara y general que, independientemente de 1a posible contribucién de cargas
negativas fijas al mantenimiento del medio 4cido, los lisosomas estdn dotados de una auténtica
bomba protdnica dirigida por ATP (481, 578).

1.2.- LISOSOMAS Y DEGRADACION INTRACELULAR DE PROTEINAS.

La posible participacién de los lisosomas en la proteolisis intracelular se ha considerado
durante largo tiempo, ya que estos contienen todo un conjunto de proteasas capaces de hidrolizar
protefnas exdgenas que hayan sido endocitadas. Ademds, también se han encontrado procesos
autofdgicos de constituyentes celulares en diversas condiciones fisiolégicas o patoldgicas. Sin
embargo, no quedaba claro si los lisosomas, aparte del papel que parecfa desempeiiar la
autofagocitosis en el proceso de eliminacién de componentes citoplasmdticos dafiados, tendrfan
alguna funcién a lo largo del permanente y continuo proceso de recambio de las protefnas
intracelulares.

Las evidencias de la participacién de los lisosomas en el recambio proteico, provienen
fundamentalmente de observar: a) la relacién que existe entre las alteraciones estructurales del
sistema lisosémico y los niveles de proteolisis intracelular, y b) los efectos que producen los
inhibidores de la funcién lisosomal sobre la degradacién intracelular de protefnas. La descripcién
del primer punto, se debe a los experimentos que Mortimore et al. realizaron con hfgado de rata
perfundido. Inicialmente, observaron que la velocidad de proteolisis aumentaba notablemente
cuando se perfundfa el hfgador, y que este aumento se suprimfa con la adicién de insulina al medio
de perfusién (437). Una inhibici6n similar de la proteolisis también se consegufa afiadiendo al
medio diversas mezclas de aminodcidos (691). Ademds, la adicién al medio de perfusién de
glucagdn, también aceleraba la proteolisis (692), aunque el efecto de esta hormona parece deberse a
la bajada que produce en los niveles intracelulares de aminodcidos. Como ni la insulina ni los
amino4cidos tienen influencia sobre la velocidad de sfntesis proteica, parece concluirse que en el
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hfgado la regulacién del metabolismo de las protefnas se ejercfa, mayoritariamente, en el paso de su
degradacién. Ademas, todos estos efectos reguladores de la degradacién proteica no son especificos
del higado, sino que ocurren en muchos tipos celulares (259, 437) y probablemente representan un
mecanismo general regulador de este proceso por nutrientes, hormonas especfficas o factores de
crecimiento.

La demosfracién de que este aumento de la degradacién de protefnas, inducida por alguna
carencia o privacién, se debfa a un incremento de la autofagia lisosomal se debe, como hemos
dichb, a Mbrtimoré et al.,A asf conio -a Vesthdi‘os‘ médianie 'inliib'idores llevédos a cabo por otros
investigadores, tal y como se describe a continuaci6n.

Los experimentos iniciales que indicaban que la autofagia lisosomal podfa jugar un papel en
la degradacién de las protefnas, fueron observaciones en los cambios de la sensibilidad osmética de
los lisosomas obtenidos de hfgados perfundidos bajo condiciones que afectaban a la proteolisis.
Cuando los lisosomas se preparaban a partir de hfgado perfundido con medio sin suplementar (el
cual aumenta la degradacién de protefnas), su sensibilidad a la lisis en una solucién de sacarosa
hipoténica se incrementaba notablemente. Este efecto se eliminaba por adicién de insulina,
aminodcidos o cicloheximida. De estudios anteriores se conocfa que las vacuolas autofigicas son
mds sensibles a choques osméticos que los lisosomas primarios (129) y, por tanto, se concluyé que

los cambios osméticos observados reflejaban el aumento en el mimero de elementos autofigicos.

Una caracterfstica muy llamativa de estos cambios lisosomales era la rdpida transicién entre
un estado y el otro: cuando se aiiadfa insulina o amino4cidos, tras un tratamiento previo del hfgado
con medio sin suplementar, las alteraciones osméticas eran rdpidamente reversibles, con un tiempo
medio alrededor de ocho minutos (460). Por tanto, y aceptando que la insulina y los amino4cidos
evitan la formaci6n de vacuolas autofigicas bajo condiciones de deprivacién, estas vacuolas se
encuentran en un estado de rdpida formacién y regresién. Efectos similares de 1a insulina sobre la
latencia lisosomal se han encontrado en experiencias con corazén perfundido (519).

Experimentos posteriores han confirmado que las conclusiones que acabamos de ver eran
correctas, puesto que se ha demostrado que la densidad de flotacién de los lisosomas se incrementa
por perfusién bajo condiciones de carencia nutricional (459). De nuevo, esta alteraci6n fisica se
correlaciona con las velocidades de proteolisis, ya que es eliminada por la adicién de insulina y
amino4cidos. Este incremento en la densidad de los lisosomas refleja un incremento de autofagia,
que conduce a una captura de elementos mds densos, provenientes del citoplasma, tales como el
glucégeno. Asf, la eliminacién de glucosa del medio de perfusién, que reduce el contenido en
glucégeno de las células hepdticas, también causa una reduccién en el desplazamiento a densidades
m4s altas de los elementos lisosomales (583).
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Estas interpretaciones son corroboradas por un examen morfoldgico directo del tejido
hepdtico, una vez ha sido sometido a algin tratamiento que afecta a 1a degradacién de protefnas. En
micrograffas obtenidas con el microscopio electrénico, y procedentes de muestras de tejido
perfundido con medio sin suplementar, se encuentra la aparicién de numerosos elementos
lisosomales que han aumentado de tamafio, o sea de vacuolas autofigicas, en contraposicién con los
cuerpos densos que se observan en el higado no sometido a tratamiento alguno. De nuevo este
efecto desaparece por completo cuando durante la perfusién se suplementa el medio con
amino4cidos (440).

Paralelamente a los estudios que acabamos de describir, y que correlacionan alteraciones
fisicas y morfoldgicas con velocidades de proteolisis, Mortimore et al. utilizaron otra aproximacién
al problema de la degradacién de protefnas que habfan sido incorporadas a los lisosomas cuando
estos se encuentran en la célula intacta, realizando posteriormente un aislamiento e incubacién in
vitro de tales lisosomas. Asf, se encontré una buena correlacién entre las velocidades relativas de
liberacién de amino4cidos a partir de homogeneizados de hfgado perfundido en diversas
condiciones, y las velocidades de proteolisis en hfgado intacto, pero que habfa sufrido el mismo
tratamiento (438). La proteolisis s6lo era patente en incubaciones de homogeneizado total y no en
los sobrenadantes libres de partfculas. La fraccién particulada responsable de la liberacién de
material soluble en 4cido tricloroacético (Cl,AcOH), a partir de protefnas endégenas marcadas

radiactiva y previamente, fue identificada como la fraccién lisosomal.

Ademds, no se producfa liberacién de material Cl,AcOH-soluble, cuando se incubaban
lisosomas sin marcar y citosol marcado con amino4cidos radiactivos, mientras que al contrario sf
que se observaba dicho aumento, lo que indicaba que las protefnas substrato eran las que
previamente a la homogeneizacién ya se encontraban en el interior del lisosoma (441). De aquf se
deduce que la cantidad de proteolisis endégena que presentan los lisosomas aislados e incubados in
vitro, refleja el tamafio del " pool " o acervo de protefnas que van a ser degradadas por vfa
lisos6mica en el tejido original. Mds aiin, las correlaciones observadas entre proteolisis en hfgado
intacto y en homogeneizados, indican que hay una correspondencia entre los niveles de protefna
contenidos en lisosomas y las diferentes situaciones fisiol6gicas. Trabajos posteriores, en los que se
utilizan fracciones lisosomales de mayor pureza, encuentran que més del 90 % de la degradacién de
protefnas de vida media larga y mas del 80 % de la degradacién de protefnas de vida media corta se
produce, en hfgado de rata y en condiciones basales, en los lisosomas (3).
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1.3.- DETERMINACIONES CUANTITATIVAS DE LAS VELOCIDADES DE
PROTEOLISIS LISOSOMICA.

Los estudios anteriores relacionan directamente la autofagia lisosomal con el aumento de
proteolisis que se observa bajo condiciones de carencia nutricional, y demuestran que el proceso
est4 regulado por amino4cidos y hormonas. Sin embargo, todavifa queda por aclarar si la proteolisis
lisosémica es responsable en todo, o s6lo en parte, de los fenémenos observados anteriormente.

Para solucionar este problema, se necesita realizar una estimacién cuantitativa de la
proteolisis lisos6émica y compararla con las velocidades absolutas de proteolisis en hfgado
perfundido. S6lo se puede calcular la velocidad de proteolisis lisosémica si se conocen, por un lado
la velocidad de recambio de las vacuolas autofégicas, y por otro la cantidad de protefna atrapada en
el interior de éstas. Se ha calculado la velocidad de recambio de: las vacuolas autofdgicas a partir de
su velocidad de regresién cuando, bajo condiciones de deprivacién nutricional, se afiaden
amino4cidos e insulina. Utilizando el método de la sensibilidad osmdtica se ha estimado, tal y como
ya hemos mencionado, que su vida media es aproximadamente de ocho minutos, y este valor ha
sido confirmado mediante observaciones cuantitativas al microscopio electrénico (584). A partir de
estos datos se puede calcular la constante de velocidad para el proceso de recambio del material
contenido en las vacuolas autofgicas, siempre y cuando se postule que su regresién va acompafiada
de una digestién total del material atrapado.

Para cuantificar 1a cantidad de protefna contenida en los lisosomas se han utilizado varios
métodos. Se puede realizar una estimacién directa, suponiendo que se separen bien los lisosomas de
las mitocondrias, y tomar el incremento en el contenido de protefna de los lisosomas aislados como
una medida del incremento de la cantidad de protefna que va a ser digerida por vfa lisosémica. La
velocidad de proteolisis lisosomal se calcula multiplicando ese depdsito de protefna por la constante
de velocidad del proceso de recambio de las vacuolas autofdgicas. La velocidad que asf se obtiene,
se encuentra muy préxima al incremento en la velocidad de proteolisis que se observa cuando se
perfunde hfgado intacto con un medio carente de aminodcidos (437, 670).

Otro método usado por Mortimore et al., se basa en el andlisis de micrograffas obtenidas en
el microscopio electrénico para realizar una estimacién de caricter estereoldgico acerca de la
fracci6én del volumen celular ocupado por las vacuolas lisosémicas. Asumiendo que la
concentracién de protefna contenida en las vacuolas es similar al contenido medio de protefna
hepdtica, la cantidad de protefna lisosomal puede ser calculada y, a partir de ésta, las velocidades
de degradacién lisosémica. De nuevo, los valores calculados coinciden de forma cuantitativa con
las velocidades totales de degradaci6n proteica a lo largo de un determinado rango de concentracién
de amino4cidos (437, 584).
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Un tercer método parti6 de informacién previamente obtenida, y que indicaba que las
protefnas atrapadas en los lisosomas cuando éstos se encuentran en la célula intacta, pueden ser
degradadas cuando estos lisosomas se afslan e incuban in vitro. Si mediante una prolongada
incubacién se permite que todas las protefnas endégenas sean degradadas, y si la proteolisis se
detiene debido a que se han consumido los substratos endégenos del lisosoma, se puede realizar un
célculo directo de la existencia intralisosomal de protefnas que van a ser degradadas. Mediante este
método se obtuvieron valores para la velocidad absoluta de proteolisis lisosémica que concordaban
con las velocidades de proteolisis total bajo diversos tratamientos, tales como perfusién con medio
sin suplementar o con glucagén, amino4cidos o insulina (437, 442).

Todos los experimentos anteriormente descritos, dan una abrumadora evidencia de que,
bajo condiciones de deprivacién, toda la degradacién intracelular de las protefnas se lleva a cabo
por autofagia lisosémica. Ademds, y teniendo en cuenta que también se encuentra un depdsito
intralisosomal de protefnas que van a ser degradadas, incluso en condiciones basales, también se
concluyé que los lisosomas estdn implicados en la degradacién proteica bajo condiciones de estado
estacionario (3). Correlaciones similares entre el nivel de proteolisis y el incremento en volumen de
1a fracci6n lisosomal, también se han encontrado en células cultivadas en ausencia de suero y/o en
fase confluente (115, 329). Asimismo, se han descrito diversas evidencias de la participacién de los
lisosomas en la degradaci6n intracelular de protefnas, en otros tipos celulares (55, 131, 196, 400).

1.4.- EFECTOS DE LOS INHIBIDORES DEL SISTEMA LISOSOMAL.

Juntamente con los datos que acabamos de describir y las correlaciones que entre ellos
existen, han aparecido en la literatura numerosos artfculos que demuestran que, en células
animales, los agentes que inhiben de forma especffica la proteolisis lisosomal, también inhiben el
aumento de proteolisis inducido por deprivacién.

En primer lugar cabe citar a Poole et al., quienes demostraron que la cloroquina inhibfa
parcialmente la degradacién de protefnas en fibroblastos cultivados (682). Este compuesto inhibe,
entre otras, la actividad de la Catepsina B lisosomal. Ademds, e incluso mucho més importante,
hay que considerar que la cloroquina es un ejemplo de los llamados " agentes lisosomotrépicos ".
Estos son, generalmente, bases débiles que se acumulan en el interior del lisosoma incrementando,
por tanto, el pH intralisosomal. Se supone que dentro del lisosoma la base queda protonada, y que
esta forma no puede difundir a través de las membranas lisosomales. De hecho, la cloroquina se
concentra alrededor de unas mil veces en el interior del lisosoma, y medidas directas del pH
intralisosomal en macré6fagos mostraron un marcado incremento tras una exposicién a la
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cloroquina. Este aumento (hasta alrededor de pH 6,5) serfa suficiente para evitar una gran parte de
la accién de las proteasas 4cidas lisosomales. Asimismo, Poole et al. demostraron que la cloroquina
inhibe principalmente la proteolisis acelerada por la ausencia de suero, y que su efecto es mucho
menor sobre 1a proteolisis basal en presencia de suero. No obstante, la cloroquina también produce
una inhibicién importante de la degradacién por lisosomas rotos (3), por lo que no estd totalmente
claro su mecanismo de accién. En este sentido, la ausencia de material no degradado en los
lisosomas de células tratadas con aminas, al contrario de lo observado en células tratadas con
leupeptina, puede indicar que la proteolisis intralisosomal no es un paso limitante en la degradacién
durante la inhibicién por aminas (339). Otra posibilidad es que la inhibicién por aminas se deba a
una reduccién en la velocidad de fusién de lisosomas y autofagosomas o en el proceso de
microautofagia, ya que se ha observado que estas aminas inhiben funciones celulares tales como la
pinocitosis, 1a fusién de endosomas y lisosomas y la fusién de los grdnulos de secrecién con la
membrana plasmdtica (590).

Dado que el efecto de la cloroquina y otras aminas no es aditivo al de otros inhibidores
lisosomales, se suele ‘asumir que la inhibicién que aquellas causan sobre la degradacién lisosomal
es casi completa. Asf, se han tomado como referencia para decidir si un inhibidor de la degradacién
proteica actia 0 no sobre el sistema lisosomal. El primero en utilizar un inhibidor especffico de una
proteasa lisosomal fue Dean (112), al estudiar la participacion de los lisosomas en la degradacién
intracelular de protefnas. En sus experimentos utilizaba el pentapéptido pepstatina, que es el
inhibidor reversible mds poderoso que se conoce de la Catepsina D. Sin embargo, este compuesto
no es capaz de penetrar a través de las membranas celulares y, por tanto, fue necesario introducirlo

“en el interior de liposomas multilamelares, los cuales al ser endocitados entran en el lisosoma. La
adicién de liposomas conteniendo pepstatina a hfgado de rata perfundido, inhibié la proteolisis
alrededor de un 50 %. Esto no sélo indicaba que los lisosomas participaban en la degradacién
intracelular de protefnas, sino que la Catepsina D juega un papel principal en este proceso, ya que
se piensa que la pepstatina no inhibe a ninguna otra proteasa lisosomal del hfgado de rata, excepto
a la Catepsina D. Por otra parte, el hfgado perfundido se encuentra en un estado de recambio
proteico acelerado (a no ser que se le suplemente con insulina y altas concentraciones de
amino4cidos), y por consiguiente no se puede concluir de estos estudios cudl es el tipo de
proteolisis que se ve afectado por la pepstatina. '

Knowles y Ballard (332) demostraron que la leupeptina y la antipafna inhibfan la
degradacion de protefnas normales, pero no de las anormales que contenfan canavanina, en células
de hepatoma de Reuber. Libby y Goldberg (363) describieron la inhibicién de la proteolisis a cargo
de la leupeptina en el misculo cardiaco y en el esquelético, lo cual coincide con las observaciones
~de Stracher et al. (403, 615) de que la leupeptina, la antipafna y la pepstatina retrasan la
degeneracién del misculo distréfico.
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Otros trabajos (461), han demostrado que la leupeptina, la antipafna y la quimostatina
inhiben la degradacién de protefnas de vida media larga en hepatocitos cultivados, pero no la de
protefnas de vida media corta o protefnas anormales conteniendo andlogos de aminodcidos; efectos
bastante similares también han sido descritos por otros investigadores (196, 216, 268). Estudios
mis completos demuestran que la degradacién de protefnas de vida media corta es insensible a los
inhibidores lisosomales, excepto en hepatocitos, linfocitos, mastocitos y miocitos, cuya
caracterfstica comiin es la de ser células no proliferantes. Se ha comprobado que la inhibicién de la
degradacién de protefnas de vida media larga depende, especialmente, de las caracterfsticas de
crecimiento de las células. Asf, en células en crecimiento exponencial la degradacidn es insensible a
los inhibidores lisosomales, mientras que la parada del crecimiento provoca un incremento en la
velocidad de degradacién, que es sensible a dichos inhibidores (259, 401). Por el contrario, en
hepatocitos, miocitos, linfocitos, mastocitos, hfgado y corazén perfundidos y misculo incubados in
vitro, 1a carencia de nutrientes u hormonas también produce un aumento de la tasa degradativa
aunque, al contrario que en células cultivadas y en crecimiento exponencial, el efecto de los
inhibidores del sistema lisosomal sobre la degradacién acelerada es del mismo orden que el
producido sobre la degradacién basal (259, 400). Por tanto, la eficacia de los inhibidores
lisosomales depende, al menos, de tres factores: a) el tipo de protefnas bajo estudio; b) la estirpe
celular, y ¢) las caracterfsticas del crecimiento de las células.

Ya que muchos de estos inhibidores, de cardcter peptfdico, pueden inhibir otras proteasas
intracelulares, ademds de las lisosémicas (con excepcién de la pepstatina que aparentemente solo
inhibe a la Catepsina D), no se pueden obtener interpretaciones sencillas de los resultados
alcanzados mediante su uso; mds bien, incluso sugieren la existencia de mudltiples rutas
intracelulares de degradacién.

1.5- LA MULTIPLICIDAD DE RUTAS EN LA DEGRADACION PROTEICA
INTRACELULAR.

El hecho de que puedan operar distintos mecanismos en la proteolisis intracelular ha sido
sefialado por diversos autores. En primer lugar se deben de definir las diversas clases de protefnas
celulares con distintas caracterfsticas de degradaci6n: '

A) Protefnas de vida media larga (t,, > 24 horas), que constituyen la masa principal de

las protefnas de la célula y que presentan una velocidad de recambio relativamente
lenta. Su degradacién se puede estudiar a través de una exposicién bastante prolongada
(> 1 dfa) de las células a un aminodcido marcado (lo que es suficiente para marcar
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muchas de las protefnas celulares), seguida de un perfodo de " caza " con el mismo
amino4cido sin marcar, que permita la ruptura de las protefnas que se degradan en
forma rdpida y que evite la reutilizacion de las moléculas de amino4cido que contienen
el isétopo radiactivo.

B) Protefnas de vida media corta (t,, = 1-24 horas), que forman una clase de protefnas
celulares normales bastante limitada pero de una velocidad de recambio alta. Esta
poblacidn protéicé pue-de‘ ser marcadé, 'préfefeﬂtemehte, por un pulso muy corto
(< 1 hora) de un precursor radiactivo.

C) Protefnas de vida media excepcionalmente corta (t,, < 1 hora), que corresponde al

recambio de las protefnas recién sintetizadas (nacientes) que todavfa se encuentran en
un estado " metaestable " y que son degradas antes de alcanzar su estabilizacién
mediante: modificaciones covalentes postraduccionales, ensamblaje de subunidades,
incorporacién a un orgdnulo u otra estructura celular, etc. Las protefnas anormales,
producidas por tratamientos con andlogos de aminoicidos o con puromicina, o
mediante mutaciones especfficas, también se incluyen dentro de este grupo.

Esta clasificacién es enteramente arbitraria y solo persigue fines operativos, siendo una
forma iitil de evidenciar la existencia de la multiplicidad en las rutas degradativas.

Muchos de los datos de que disponemos indican que la degradacién de la gran parte de las
protefnas de vida media corta o de las anormales no tiene una naturaleza lisos6émica. La
degradacién de estos grupos apenas se ve influenciada por carencias nutricionales, hormonas,
inhibidores de la sfntesis proteica o inhibidores de proteasas lisosomales (115, 259, 437), al

- contrario de lo que ocurre con la degradacién de las protefnas de vida media larga. Una reduccién

- de la temperatura afecta en mayor grado a la degradacién de las protefnas de vida media corta o las

que contienen andlogos de aminodcidos, indicando claramente que hay una desigualdad en la
energfa de activacién de los pasos limitantes de velocidad en cada uno de estos procesos.

En relacién con la degradacién de protefnas de vida media larga, se puede distinguir entre
dos estados: basal (o totalmente suplementado de nutrientes, insulina o factores de crecimiento), y

~ acelerado (bajo condiciones de carencia nutricional). Mientras que no existe prdcticamente duda de

|
|

que casi toda la proteolisis acelerada en células de mamffero se lleva a cabo por medio del sistema
lisosomal, hay resultados contradictorios con respecto a la participacion de la ruta lisos6mica en la
degradacidn basal de las protefnas de vida media larga. Existe una fuerte evidencia que indica que,
en condiciones basales, la proteolisis no se ve afectada por agentes inhibidores del sistema
lisosémico. Como ya dijimos anteriormente, 1a cloroquina y diversos agentes lisosomotrépicos

-11-
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inhiben en mucha mayor extensién la proteolisis acelerada (en ausencia de suero) que la proteolisis
basal (en presencia de suero, aminodcidos y hormonas) en cultivos de fibroblastos de embrién de
rata.

Se han estudiado los efectos de la cloroquina sobre la degradacién de protefnas exdgenas
endocitadas y de protefnas endégenas celulares, en cultivos de macréfagos de peritoneo de ratdn, y
bajo condiciones de estado estacionario, es decir, basales. Dado que el macréfago es capaz de
endocitar una gran variedad de protefnas, fue posible comparar la degradacién de las endégenas y
las exdgenas en un mismo sistema celular, Se encontré que la cloroquina inhibe la degradacién de
protefnas exégenas en mucha mayor extensién que la de las endégenas. Esta diferencia persistfa ain
cuando la fuente de protefnas exdgenas fueran protefnas de macréfago marcadas mediante un
precursor radiactivo, lo que permitfa estudiar y comparar la hidrélisis de poblaciones proteicas

- similares. La conclusién que se obtuvo fue que la degradacién de las protefnas endocitadas o la de

los constituyentes celulares, en condiciones de carencia de nutrientes, tiene lugar en

compartimientos celulares diferentes de los que participan en la degradaci6n intracelular de
protefnas durante el proceso normal de recambio. No obstante, los mismos autores advierten de la
posibilidad de que se trate de diferentes poblaciones de lisosomas (506).

Amenta et al. (10) encontraron que inhibidores de los microtibulos, tales como la
vinblastina, vincristina o colchicina, inhiben la proteolisis acelerada en cultivos de fibroblastos de
embridén de rata incubados en medio exento de suero, pero no la degradaci6n basal que tiene lugar
con el medio completo. Estos compuestos eran conocidos por inhibir la funcién del sistema
lisosémico-vacuolar y por detener la digestién de protefnas exdgenas.

Tanto en hepatocitos como en fibroblastos de rata cultivados, el amonio inhibe la

- proteolisis acelerada pero no la basal (115, 259). El amonio es un potente inhibidor de la

proteolisis actuando como agente lisosomotrdpico, y puede ser usado para distinguir entre la ruta
degradativa lisosémica y la no lisos6mica en hepatocitos aislados. Estos presentan un marcado
estado de recambio proteico y, por tanto, una gran proporcién de la degradacién que experimentan
se asemeja a la que induce la carencia de nutrientes. El cloruro aménico es capaz de inhibir entre el

50 y el 90 % de la degradacién de las protefnas de vida media larga en hepatocitos cultivados

~ (115). Otros agentes 1isosomotr6picos tales como la cloroquina, 1a metilamina, asf como un gran

" ndmero de otras aminas, inhiben la proteolisis en una cantidad semejante, pero no son capaces de

eliminar por completo la degradacién residual que permanece tras el tratamiento con amonio (216,
259). El hecho de que la leupeptina y la antipafna inhiban la proteolisis de los componentes que
resisten la inhibicién por amonio, en mucha menor cuantfa de lo que lo hacen con la fraccién de los
componentes sensibles al mismo (216), se ha considerado como una evidencia de las rutas no
lisos6micas de 1a degradacién basal de protefnas.

-12-
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En contraposicién con los anteriores resultados, Dean (114) encontré que la proteolisis en
macréfagos cultivados se inhibe por pepstatina en la misma cuantfa tanto en presencia como en
ausencia de suero. Andlogamente, en hfgado y corazén perfundidos, la adicién conjunta de
leupeptina y pepstatina inhibe la proteolisis acelerada por carencia de nutrientes y la basal en un
grado similar (259), mientras que en hepatocitos cultivados, la leupeptina y la quimostatina también
inhiben la proteolisis en magnitud semejante, tanto en presencia como en ausencia de suero (461).
Por tanto, y como de aquf se desprende, el sistema lisosémico parece directamente implicado en
ambos tipos de degradaci6n. - S

Es muy diffcil explicar, de forma satisfactoria, estas observaciones aparentemente
contradictorias y obtenidas en distintos sistemas experimentales. Gran parte de la evidencia que se
tiene acerca de la resistencia de 1a degradacién basal a los inhibidores de las proteasas lisosomales
se ha obtenido a partir de células cultivadas en crecimiento, condiciones en las que la ausencia de
suero va acompaiiada de una parada de la multiplicacién celular. Por tanto, es posible que la
proporcién de la ruta lisosémica sea mayor en tejidos que no presenten crecimiento, tales como el
hfgado o el musculo. Por otra parte, la definicién de lo que se entiende por estado basal se realiza,
de forma principal, empfricamente y depende de las condiciones empleadas en cada trabajo en
particular.

La principal dificultad conceptual para aceptar que toda la proteolisis basal se lleva a cabo a
través de una ruta lisosémica, estriba en c6mo explicar 1a manifiesta heterogeneidad que presentan
las velocidades de recambio de diferentes protefnas bajo condiciones de estado estacionario (198,
199, 575). A pesar de que se han postulado mecanismos en los que se produce una adsorcién
selectiva de protefnas a la membrana lisosomal, no existe mds evidencia en favor de esta teorfa que
la correlacién encontrada entre hidrofobicidad y vida media de las protefnas (64, 113, 589). Por el
contrario, cuando la proteolisis se acelera debido a un severo ayuno o diabetes, tienden a
desaparecer las correlaciones normales que se encuentran entre vidas medias y tamafio de
subunidad o punto isoeléctrico de las protefnas (259). La explicaci6on mds simple de estos
resultados consistirfa en que el incremento de autofagia lisosomal asociado con estos estados es,
esencialmente, no selectivo. Sin embargo, el mecanismo lisosémico parece més espectfico de lo que
se le habfa considerado inicialmente. Asf, en células cultivadas, la degradaci6n lisosomal (medida
en ausencia de suero y, por tanto, sensible a los inhibidores lisosomales) muestra una selectividad
hacia las protefnas que poseen regiones KFERQ expuestas (ver apartado 1.6.2.1.). Ademds, la
proteolisis asociada a la fraccién lisosomal del hfgado de rata, no sélo representa una fraccién muy
importante de la actividad proteolftica total, sino que muestra diferentes velocidades de degradacién
para los diversos grupos de protefnas (3). Otros datos que indican la presencia de distintas rutas de
degradacidn a través del sistema lisosémico son: a) la existencia de dos procedimientos distintos de
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lca.ptura de protefnas (ver apartado 1.1) cuya regulacién por aminodcidos, hormonas, etc., es

diferente (215, 439); b) el que en hepatocitos, donde la degradacién proteica transcurre
f mayoritariamente a través de la vfa lisosomal, la degradaci6n de protefnas de t,, larga frente a las

de t,, corta se vea inhibida en mayor grado por amino4cidos, hormonas, y otros inhibidores de la

autofagia (590); c) el que en células cultivadas y en fase confluente, la privacién de suero no
aumente la degradacién de todas las protefnas que se recambian por mecanismos lisosémicos en
condiciones basales (37); d) el que en células cultivadas, sean aditivos los aumentos de proteolisis
debidos a la carencia de suero y a la confluencia de las células y, ademds, vayan acompaiiados de
un incremento de tipos diferentes de lisosomas en cada caso (259, 329).

Por otra parte, varias evidencias apoyan la existencia de mecanismos no lisosomales de
degradacidn intracelular de protefnas:

- El efecto parcial que, en muchas situaciones, presentan los inhibidores lisosomales
sobre la degradacién de protefnas (259, 400, 652)

- La identificacién y caracterizacién de proteasas no lisosomales (ver apartados 1.6. a
1.11.)

- La existencia de mecanismos de degradacién intracelular de protefnas en organismos
procariotas y postcariotas (que también carecen de lisosomas) similares a los de los
organismos eucariotas.

Por tanto, y a pesar de ciertas incertidumbres, la impresién general que resulta de
contrastar todos los estudios, apunta claramente hacia la existencia de una multiplicidad de rutas
degradativas intracelulares.

1.6.- REGULACION DEL PROCESO DE DEGRADACION DE PROTEINAS.

La degradacién intracelular de protefnas tiene una serie de caracterfsticas, ampliamente
conocidas y descritas en la bibliograffa, que son:

- Es un proceso general (tiene lugar en todas las células y estd relacionado, directa o
indirectamente, con otros muchos procesos celulares).

- Es un proceso selectivo (como lo demuestra la heterogeneidad en las vidas medias de
las protefnas intracelulares).
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- Es un proceso constante (estd siempre activo y todas las protefnas tienen una cierta
probabilidad de ser degradadas en un momento dado).

- Es un proceso completo (el producto final son los amino4dcidos constituyentes de la
protefna degradada).

- Tiene lugar al azar (la cafda de radiactividad de una protefna marcada tras la
administracién de un amino4cido marcado, sigue una cinética de primer orden).

- Estd controlado metabélicamente (las velocidades de degradacién proteica se ven
afectadas por drogas, hormonas, estados nutricionales, etc.).

- Requiere energfa (esta caracterfstica la comentaremos mds ampliamente en los apartados
1.7.- 1.11.).

Por todo ello, resulta evidente que el estudio de l1a regulacién de un proceso tan complejo y
transcendental para la célula, presenta un interés especial. No obstante, y a pesar del gran esfuerzo
‘que se est4 realizando en este campo, que est4 viendo cémo surge una ingente cantidad de artfculos,
publicaciones e importantes descubrimientos, todavfa estamos lejos de comprender la regulacién de
la proteolisis intracelular. Un concepto cldsico al hablar de dicha regulacién, es el aceptar que

puede tener lugar a dos niveles:

a) A nivel del sistema proteolftico, o sea de las proteasas. Esto constituirfa el denominado
nivel general de la degradacién, ya que gran parte de las proteasas son inespecfficas,
por lo que afectarfa de la misma manera a la poblacidn total de las protefnas celulares.

b) A nivel de la protefna substrato. Esto supondrfa un nivel especffico de regulacién,
dependiente de las propiedades intrfnsecas de dichas protefnas substrato y de los
factores de su entorno molecular que puedan provocar cambios en tales propiedades.
Este tipo de regulaci6n servirfa para explicar las diferentes vidas medias observadas en
las distintas protefnas.

Pues bien, este tipo de clasificacion se ha quedado hoy en dfa como un modelo
excesivamente simplista y esquemdtico de lo que en la realidad ocurre y, asf, todo lo que se puede
hacer por el momento es una enumeracién de los posibles factores que segin los ltimos resultados
parecen estar implicados en la regulacién de la proteolisis intracelular (para encontrar las citas
bibliograficas originales, consultar la referencia 62):

!
l
i
:
r
\
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- Cantidad y actividad de las proteasas y de sus inhibidores.

- Compartimentacién.

- Modificaciones de las protefnas substrato.

- Niveles de amino4cidos libres.

- Insulina (la principal hormona que inhibe 1a proteolisis) y el glucagén (la principal
hormona que estimula la proteolisis), pues ambas actiian sobre los niveles celulares de
aminodcidos libres.

- Glucocorticoides.

- Tiroxina.

- Factores de crecimiento.

- Prostaglandinas.

- Interleukina 1.

- Tones calcio.

- Aminoacilacién del tRNA.

- Requerimientos de ATP en reacciones de: unién covalente de la ubiquitina,
fosforilacién, glicosilacién, proteolisis sensible a vanadato, represién de inhibidores,
aumento de la susceptibilidad de la protefna substrato, mantenimiento del pH
intralisosomal, incorporacién de protefnas a los lisosomas, e incluso otros mecanismos
para los que todavia no estd claro cudn importante puede resultar el aporte de energfa,
tales como la sfntesis de elementos del citoesqueleto o de receptores, la circulacién
intracelular, etc.

No obstante, esta separacién en dos niveles de la regulacién de los mecanismos de

degradacién de protefnas intracelulares es iitil, pues permite hacer una exposicién mds did4ctica de
la cantidad de datos de que se dispone, tal y como se expone a continuacién:

-16-
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1.6.1.- REGULACION A NIVEL DEL SISTEMA PROTEOLITICO.

Para comprender cémo se puede modular o regular la actividad de los sistemas
proteolfticos, describiremos en primer lugar las caracterfsticas de uno de sus principales
componentes, es decir, de las enzimas que desempefian el papel central en la degradacién de
protefnas, y que se conocen bajo 1a denominacién de proteasas. El término proteasa es sinénimo de
péptido hidrolasa o peptidasa, y se incluye en estos términos a todas las enzimas capaces de romper
enlaces peptfdicos. Este tipo de modificacién irreversible tiene una gran trascendencia para la
célula. Las proteasas permiten eliminar polipéptidos erréneos o producidos en exceso, y controlan
asf los niveles enzimdticos, desempefian funciones nutritivas al crear nuevos acervos de
amino4cidos y mantienen una constante renovacién de los componentes celulares, lo que facilita a
la célula su adaptacién a las modificaciones ambientales. Avin mds, las proteasas juegan un papel
clave en procesos celulares tales como (67): reorganizacién del citoesqueleto, fusién de mioblastos,
formacién de moléculas reconocibles inmunolégicamente, modelacién morfogenética, coagulacién
sangufnea y posterior disolucién del codgulo, fertilizacién, ovulacién, reacciones del complemento,
interacciones celulares, diferenciacién celular, mecanismos de la memoria, sfntesis proteica,
metabolismo hormonal, crecimiento y envejecimiento celular, degradacién de material endocitado y
necrosis celular y tisular. Ademds, las proteasas participan también en determinados procesos
patoldgicos, tales como: enfisema, invasién tumoral, artritis, distrofia muscular, diabetes,
esclerosis, sfndrome de inmunodeficiencia adquirida, etc.

Las proteasas se clasifican segin las normas de la Comisién de Enzimas de la Unién
Internacional de Bioqufmica, bajo la nomenclatura EC 3.4., y se pueden agrupar de diversas
formas, segun sean los criterios escogidos. De forma general, se subdividen en:

- Exopeptidasas: aquellas que rompen enlaces peptfdicos situados en los extremos N-
terminal (aminopeptidasas) o C-terminal (carboxipeptidasas).

- Endopeptidasas: aquellas que cortan enlaces peptfdicos internos a la molécula de la
protefna substrato. También se denominan proteinasas.

Las proteasas también pueden clasificarse, segin su funcién en: a) aquellas que crean
moléculas biol6gicamente activas; y b) las que destruyen péptidos y protefnas.

Todas la proteasas son intracelulares en algin estadio de su existencia. Algunas son
sintetizadas claramente para ser exportadas a los espacios extracelulares (proteasas de secrecién), y
gjercen su accién biolégica fuera de las células. Hay muchos ejemplos de proteasas extracelulares,
desde las pequefias y bien caracterizadas proteasas pancredticas (tripsina y quimotripsina), a las
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mayores y mds complejas proteasas plasmdticas de la coagulacién sangufnea y sistema del

complemento. Otras proteasas de secrecién permanecen un mayor espacio de tiempo en las células

tras ser sintetizadas, generalmente almacenadas en grdnulos, antes de ser secretadas al medio

extracelular; ejemplos de estas proteasas son la quimasa y triptasa de los mastocitos (67).

Sin embargo, las proteasas sobre las que vamos a centrarnos en esta Introduccién, y que

tienen relacién directa con el presente trabajo, son aquellas que son propiamente intracelulares, es

decir, las que ejercen su accién dentro de las células, independientemente de que puedan actuar

sobre protefnas o péptidos extracelulares. En concreto, nos referiremos a endopeptidasas o

proteinasas, las cuales se clasifican (ver Tabla 1), seguin los residuos catalfticos esenciales presentes

en su centro activo, en:

- Serfnproteasas (EC 3.4.21.): tienen un residuo de serina en su centro activo y durante
su mecanismo de catdlisis se forma un enlace covalente del substrato a dicho residuo.
Constituye el grupo mds estudiado, no necesitan cofactores - a excepcién de algunas
formas maduras que necesitan Ca*, pero s6lo para estabilizar su estructura - y suelen
tener una extension N-terminal que debe ser procesada proteolfticamente para su
activacién, lo que podrfa suponer un posible mecanismo de su regulacién. Se clasifican
actualmente en dos familias: la de la quimotripsina y la de la subtilisina. Esta iiltima
s6lo se ha encontrado en bacterias (ver proteasas La y Clp en el apartado 1.10.), sin
embargo, la superfamilia de la quimotripsina est4 m4s extendida, aunque la mayorfa
actian extracelularmente, siendo muy pocas las que ejercen su accién a nivel
intracelular.

- Cistefnproteasas (EC 3.4.22.), antiguamente denominadas tiolproteasas: tienen un
residuo de cistefna en su centro activo, que estd implicado en la formacién de un
complejo covalente de car4cter transitorio entre la proteasa y el substrato. En su mayor
parte son intracelulares, localizdndose normalmente en el citosol o en lisosomas, y se
supone que ciertos metabolitos y determinados estados fisiol6gicos u hormonales
pudieran jugar un papel en su regulacién (43, 67). Hay varias superfamilias, de las
cuales la mds importante es la de la Papafna, a la que pertenecen las Calpafnas y las
Catepsinas lisosomales B, H, L y S.

- Aspdrticoproteasas (EC 3.4.23.), antiguamente denominadas proteasas 4cidas o
carboxiproteasas: tienen dos residuos de 4cido aspértico en su centro activo. Sélo se
han encontrado en organismos eucariotas y presentan una estructura bilobular -
posiblemente como resultado de una duplicacién génica - en ldmina B8, con una
concavidad donde se aloja el centro activo. Preferentemente, cortan los enlaces
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TABLA 1.- CLASIFICACION DE LAS PROTEASAS SEGUN SU MECANISMO DE
ACCION.

Residuos en el
Clase de proteasa Inhibidores
centro activo
Serinproteasas Asp * Ser * His | Diisopropil fluorofosfato Clorometilcetonas: TosLysCH,C1*
TosPheCH,CI
Agentes que reaccionan con grupos -SH: pHMB H“M"'SO;F
Agentes alquilantes: Yodoacetato Benzamidina
Yodoacetamida 3,4-dicloroisocumarina
Cisteinproteasas Cys - His * Asp N-¢til maleimida Quimostatina
E64 Leupeptina
Antipaina
Elastatinal
Pepstatina
Aspdrticoproteasas Asp * Asp Derivados de diazoacetil: diazoacetil nor-Leu metil ester
diazoacetil L-Phe metil ester
EDTA
Zn * Glu * Tyr 1, 10-fenantrolina
Metaloproteasas Fosforamidén
Zn * Glu * His

8 Abreviaturas: E64, L-trans-epoxisuccinil leucilamida(4-guanidino)butano; EDTA, 4cido
etilendiaminotetraacético, = PheMeSO,F, fluoruro de fenilmetanosulfonilo; pHMB,
p-hidroximercuribenzoato; TosLysCH,Cl, N-p-tosil-L-lisina clorometil cetona; TosPheCH,CI,

L-1-tosilamido-2-feniletilclorometil cetona.
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peptidicos flanqueados por residuos de aminodcidos hidrof6bicos. S6lo hay una
superfamilia, dentro de la cual se encuentran las Catepsinas D y E.

- Metaloproteasas (EC 3.4.24.): Contienen iones metdlicos (generalmente Zn™) en su
centro activo. El pape! de los iones metdlicos parece ser el de estabilizar a 1a proteasa
en el caso del Ca’™, o el de volver més 14bil al enlace peptfdico en el caso del Zn™* y
Co™. A este grupo pertenecen la termolisina y la colagenasa, pero aquf resultan mds
interesantes aquellas que procesan los precursores de las protefnas mitocondriales
(491) y las que intervienen en el transporte desde el retfculo endopldsmico al complejo
de Golgi (617).

- Proteasas no clasificadas (EC 3.4.99.): Aquellas cuyo mecanismo de catdlisis se
desconoce o que claramente no encajan en ninguna de las otras categorfas y que se
asignan temporalmente a este grupo.

Esta gran diversidad de tipos de proteasas también se extiende a su rango de tamafios, que
van desde 20 a 1.000 kDa. Esto equivale a decir que muchas proteasas son bastante mds grandes
que la mayorfa de las protefnas celulares. Esto hecho puede tener su explicacién en que, de esta
forma, las proteasas poseen miiltiples subunidades y dominios, lo que podrfa ser crftico para la
selectividad y regulacién de la proteolisis intracelular.

Todas estas proteasas desarrollan su accién a través de los dos mecanismos proteolfticos
principales, el lisosémico y el no lisosémico que, como ya hemos visto en el apartado anterior,
comprenden a su vez diversos sistemas degradativos. De entre éstos, los mds importantes se pueden
clasificar en funcién del tipo de proteasas que actian en ellos, dando lugar a sistemas en los que
participan:

- Proteasas lisosomales: se agrupan bajo la denominacién comiin de Catepsinas, palabra
que deriva de un término griego que significa " digerir ". Se presentan en casi todos
los tipos celulares y, aunque hay una gran heterogeneidad en el contenido de estas
enzimas en los lisosomas de las diferentes estirpes celulares (118, 390), sus
propiedades son muy similares. Se han descrito 17 Catepsinas distintas (desde la
Catepsina A ala N y luego las Catepsinas R,S y T) (62, 67): 10 de ellas pertenecen al
grupo de cistefnproteinasas (B, H, I, J, K, L, M, N, S y T), 2 son asp4rticoproteinasas
(D y E), dos son serfnproteinasas (G y R), 2 exopeptidasas (A y C) y la Catepsina F
que no ha sido clasificada todavfa. Su tamafio varfa desde 25 a 650 kDa, aunque la
mayorfa son enzimas de peso molecular entre 25 y 42 kDa. Muchas de estas proteasas
lisosomales son glicoprotefnas, sin embargo, su caracterfstica principal es que el pH
6ptimo para su actividad enzimdtica es 4cido. Su especificidad de substrato in vitro
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varfa segiin la proteasa. Asf, la Catepsina L es la m4s activa sobre substratos proteicos
nativos, mientras que la Catepsina D presenta mayor actividad contra protefnas
desnaturalizadas (67).

- Proteasas dependientes de ubiquitina y ATP (se tratar4n en el apartado 1.9.).
- Proteasas dependientes de ATP (se tratardn en los apartados 1.10. y 1.11.).

- Calpafnas o proteasas neutras activadas por calcio, cuya activacién se produce por la
movilizacién de calcio desde los depésitos intracelulares. Existen dos especies
moleculares diferentes, las Calpafnas I y II, que se activan por bajas (en el rango M)
0 por altas (en el rango mM) concentraciones de calcio, respectivamente. Ambas
isoformas de esta proteinasa son heterodfmeros compuestos de dos subunidades, una de
75 kDa y otra de 25-30 kDa. Las subunidades mayores corresponden a productos de
distintos genes, mientras que la subunidad pequefia es igual para ambas dentro de un
mismo organismo. La subunidad mayor contiene el centro activo y cuatro sitios de
unién de calcio similares a los de la Calmodulina, mientras que la subunidad menor
posee también otros cuatro lugares de unién para calcio y una " cola " amino-terminal
que parece ser la responsable de la asociacién de la proteinasa con membranas. No
parecen presentar una actividad proteolftica general, sino que mds bien realizan una
ruptura limitada de sus substratos, lo que provoca respuestas fisiol6gicas especfficas.
Las funciones que se les atribuyen (259, 504, 672) son: 1) degradacién de protefnas
citoesqueléticas y, por tanto, participacién en la determinacién de la morfologfa y
locomocién celular, y movimiento intracelular de orgénulos; 2) degradacién limitada
de factores de crecimiento, receptores de membrana, o protefnas asociadas a las
mismas; 3) modificacién de la Protefna Kinasa C; 4) proteolisis limitada de protefnas
solubles, lo que conducirfa a la amplificacién de estfmulos externos o internos; 5)
parecen intervenir también en la mitosis, colaborando en la desorganizacién del huso
mitdtico o en la eliminacién de una protefna que detiene a los oocitos fecundados en

meiosis.

- Proteasas sefial y de procesamiento: esta clase de proteinasas catalizan la proteolisis
limitada de protefnas sintetizadas en forma de precursores, denominados pre- o
proprotefnas, de mayor tamafio que las correspondientes protefnas maduras
biolégicamente activas en las cuales son convertidas (463). Este procesado proteolftico
constituye un mecanismo postranslacional, rdpido e irreversible, de regulacién
fisioldgica .
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- Otros sistemas proteolfticos: una gran cantidad de procesos metabdlicos incluyen en
alguno de sus pasos reacciones proteolfticas. Asf, se han descrito proteasas en diversas
estructuras celulares (mitdcondrias, cloroplastos, grdnulos, membrana plasmética, etc.)
(ver apartado 2. y las referencias 67, 312, 689), en bacterias o codificadas por virus
(341).

A partir de todos los datos que acabamos de exponer, se deduce que dada la incidencia de
los procesos proteolfticos sobre la mayorfa de las funciones celulares y la gran diversidad de
proteasas existentes, la actividad proteolftica debe de estar muy regulada con objeto de evitar un
caos degradativo incontrolado. A continuacién, vamos a tratar los principales y mds generales
puntos de control de la actividad de las proteasas:

A) Localizacién celular y compartimentacién de proteasas.

La accién de una proteasa puede estar regulada, o mds bien limitada, por su
localizacién intracelular. Asf, la asociacién de proteasas a membranas implica una
pérdida de su grado de libertad que tiene dos efectos reguladores importantes: 1)
limitar su accesibilidad a los substratos, y 2) aumentar la concentracién local de
substratos especfficos que vayan a interaccionar con componentes de la membrana,
tales como receptores. En el caso de las proteasas sefial o de procesamiento, que se
encuentran estratégicamente localizadas en membranas o grdnulos de secrecién, su
posicién les permite tener acceso sélo a determinadas protefnas y en conformaciones
muy especfficas. No obstante, los lisosomas constituyen el caso mds importante de
regulacién por compartimentacién. La localizacién en el interior del lisosoma de las
proteasas lisosomales, les proporciona un entorno 4cido que favorece su actividad y
contribuye a su estabilidad, al mismo tiempo que restringe su accién sélo a aquellas
protefnas que hayan seguido un proceso de incorporacién. Este, como ya vimos en los
primeros capftulos de esta Introduccién, estd a su vez altamente regulado, puesto que
la velocidad y especificidad de dicha incorporacién varfa en respuesta a alteraciones
fisioldgicas y patoldgicas.

B) Heterogeneidad en los contenidos celulares de las proteinasas.

Muchas proteinasas presentan una especificidad tisular, por lo que su expresién segin
los diferentes tipos celulares constituye un importante factor de regulacidn. Asf,
mediante técnicas inmunohistoqufmicas se ha confirmado que las concentraciones y
actividades de las proteasas lisosémicas varfan segin el tejido e incluso dentro del
mismo. Un ejemplo lo constituye el hfgado, en el que junto con los hepatocitos
coexisten células sinusoidales, como las células de Kupffer, que presentan un mayor

-22-



INTRODUCCION

desarrollo del sistema lisosomal en comparacién con aquellos. Ademds, dentro de los
hepatocitos también se produce una variacién del aparato lisosomal a lo largo del
sinusoide hepdtico, presentando un mayor desarrollo de vacuolas autofigicas y una
mayor actividad proteolftica los hepatocitos perivenosos que los periportales (651,
655).

C) Inhibidores y activadores de proteasas.

La presencia de inhibidores de proteasas de naturaleza peptfdica, es una caracterfstica
constante en todas las células y es de esperar que las variaciones de su concentracién
afecten a la actividad proteolftica (360). Se han descrito tres familias de inhibidores de
proteasas lisosomales:

- Familia de la estefina: intracelulares, de pequefio tamaiio (11 kDa) y carecen
de puentes disulfuro.

- Familia de la cistatina: también intracelulares y de bajo peso molecular
(13 kDa), pero contienen dos puentes disulfuro.

- Familia del kinin6geno: protefnas extracelulares y con una mayor
complejidad - contienen nueve puentes disulfuro - y variabilidad - su peso
molecular oscila entre 50 y 120 kDa.

Para las proteasas no lisosomales, el caso mds estudiado y conocido es el de las
Calpafnas. Para estas proteinasas, se han descrito unos inhibidores especfficos
denominados calpastatinas, presentes en tejidos de mamfferos y aves, asf como un
activador aislado de cerebro. Este polipéptido produce una estimulacién de la actividad
de las Calpafnas de hasta 25 veces, pero no altera la sensibilidad al calcio de ninguna
de las formas de la proteinasa.

D) Metabolitos de bajo p. eso molecular.

Las concentraciones intracelulares de iones y compuestos orgdnicos de bajo peso
molecular, tales como ATP, aminodcidos, 4cidos grasos, etc., pueden regular la
actividad de determinadas proteasas. Ejemplos de este tipo de regulacién se citan a lo
largo de toda esta Introduccidn.
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E) Hormonas.
Son muchos los estudios que han demostrado un efecto hormonal sobre la actividad
proteolftica del sistema lisosomal. Sin embargo, es posible que los efectos observados
sean indirectos, ya que las hormonas regulan otros procesos metabélicos. Las
hormonas mejor estudiadas en lo referente a su accién sobre la degradacién intracelular
de protefnas son: '

- EI glucagdén: promueve la formacién de vacuolas autofdgicas y, por tanto, la
proteolisis lisosomal.

- La insulina: sus efectos son opuestos a los del glucagén.

- Otras hormonas: las prostaglandinas E, y F,, estimulan la proteolisis en

musculo esquelético y cardiaco. También se ha observado en muisculo una
estimulacién de la proteolisis por elevados niveles de tiroxina y
glucocorticoides. '

1.6.2.- REGULACION A NIVEL DE LAS PROTEINAS SUBSTRATO.

Actualmente se conocen las velocidades de recambio de mads de 100 protefnas celulares y
los valores de vida media determinados varfan en un intervalo muy amplio, que llega a presentar
diferencias de hasta 1000 veces (ver Tabla 2). Estos datos plantean la cuestién siguiente: ;Qué
factor(es) determina(n) la vida media de una protefna?. Desde tiempo atrds se conoce que las
protefnas cuya conformacidn se ha visto alterada por desnaturalizacién, mutacién, incorporacién de
andlogos de amino4cidos o terminacién prematura de cadena, son rdpidamente degradadas. Todos
estos cambios alteran alguna o varias de las estructuras primaria, secundaria y terciaria de las
protefnas, estructuras que son las que diferencian también a las protefnas individuales que poseen
muy diferentes vidas medias. Todo esto ha conducido a pensar que, tal vez sean las propiedades
intrinsecas de las protefnas substrato las que determinen su velocidad de recambio, en cooperacién
con una regulacién mds general a nivel del sistema proteolftico. Estas propiedades se pueden
agrupar en dos principales categorfas: aquellas que vienen determinadas por la propia estructura de
la protefna, o las que son adquiridas con posterioridad debido a diversas modificaciones
postraduccionales.
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TABLA 2.- VELOCIDADES DE RECAMBIO DE LAS PROTEINAS CELULARES.

Localizacién intracelular
Reticulo
Vida media® Mitocondria, endopldsmico y
ty, lisosoma y membrana
{horas) Niicleo Citosol peroxisoma plasmdtica
<2 EIAD, fos, myc, myb, hsp70, MT(Au), 8-ALAS HMG-CoA-R
bep70, pS3, pNH120,  P730, PK-C, ODC,
RNAP I TAT, s-AMD
2-8 pNH32, pNH37, cAMP-PK, PEPCK a-2-M-R, Gjpml, g-
pNH39 ¢GMP-PK, TO, GT, LIMP1
. PEPC
9-40 Ub, RNAP Il CAM, GK, MT (Cd), AcCoAC, AlAT, AcR((ej), EGF-R,
Ub, GluPD, DHO CAT, UROX, GDH EH, LDL-R,
LIMP I, Tf-R, GIT,
LIMP I, PhMRT,
Na*t/K*-ATPasa,
P450, P450 Red,
Gjprl, IR
41 - 200 H1l, HMG1, HMG2, AAT, ,ACT, ADH, B-GLUCmr, B-GAL, Cyt bS5 Red, Cyt bS5,
pNHO0 ADK, ALD, ARG, PC, GCBasa, OAT, Glyp160, Glyp120,
CAB, CAT, CIs, ATPasa, 6-ALAD, Glyp10S, Glyp60,
DHF, GAPD, LDH, Cytec, CPS I, Cyt Ox, DPP IV, Cyt ¢ Red
Mb, MYO, PAR, MDH, MAO, GPD,
PLA, PPA, P670, Cyt bS
SOD, Vm, LIG, FU
> 200 H2A, H2B, H3, H4 HEM, GP, PGK, FU, 8-GLUnt, OTC AcR(), NAD-GH

PMlt

Las referencias de las vidas medias de todas las protefoes de la Tabls | se pusden encontrar en las citas bibliogrificas: 62, 198, 199, 222, 224, 370, 526, $44, 673.
b

Abrevi : Q-2-M-R reacplor de la Q-2 globuline; AAT Aspértico Ami ferasa; ACCOAC Acetil CoA carboxilasa; AcR(e]) recep
ACR() reacptor de scetilcolina (sindptico); ACT Actine; ADH Alochol Doshidrogenass; ADK Adcnilato Kinass; AIAT Alanine Ami fe ALD Aldolass; ARG Argi

ATPasa Adenceina Trifosfatass; 8-GAL 8-Galactosidass; B-GLUCMY 3-Glucuronidass de macréfago de ratdn; $-GLUCH 8-Ghucuranidass de higado de mata; CAB Anhidrase
Carbéaica B; CAM Calmoduline; cAMP-PK cAMP Protefoa Kinasa; CAT Catalass; cGMP-PK cGMP Protetna Kinasa; CI8 Citrato Sinictasa; CP8 I Carbamil Fosfato Sintetass I; Cyt
Ox Ci Oxidass; Cyt b5 Ci bS; Cyt b5 Red Ci bS Redh Cytc Ci & Cyt ¢ Red Ci ¢ Redv 8-ALAD 8- Aminclevulinato Deshidratass;
$-ALAS §-Aminolovulinato Sintctass; DHF Dihidrofolato Reductssa; DHO Dihids a; DPP IV Dipeptidil Dipeptidass; EIA p prana del adenovirus; EGF-R receptor del
factor do crecimi pidérmico; EH Epoxido Hidrolass; FU F ; GAPD Gliceraldehid 3-fosfato Deshid GCBase Gt brositass; GDH Gh

Deskidroge GIT Ghuatido-bnsulina Transhidroge GK Ghucokinass; GluPD Ghucosa-6-fosfato Deshidrogenass; Glyp 66, 105, 120, 168 parte proweica de la Glicoprowctna de 60,
105, 120, 160 kDs; GP GlucSgeno Fasforilass; GPD Glicerolfosfato Deshidrogy ¥-GT Y-Ghuamil Transferass; H1, H2A, H2B, H3, H4 Histonss; HEM Hemogiobine; HMG 1,2
Grupo de protcfoas de alta movilidad; HMG-CoA-R Hidroximetilghutaril-CoA Red hep?® 70 de impacto érmico; IR receptor de bnsulina; LDH Lactato Deshidrogenass;
LDL-R receptor de lipop de bejs densidad; LIG Ligandina; LIMP protcfns inicgral de la membrana lisosémice; MAO Monoamino Oxidass; Mb Mioglobina; MDH Malato
Deskhidrop MT Metalotioneina; myc, fos, myb oncogencs; MYO Miosina; NAD-GH NAD-Glicohidrolass; OAT Omitine Aminotransferass; ODC Omitine Descarboxilass; OTC
Omitina Transcarbamilass; P45# Citocromo P450; P4S® Red P40 Reductass; pS3 prowfns nuciear de S3 kDa; P670, P30 Fi (cstados cspoctraks 670 y 730); PAR

Parvaltaimina; PC Piruvato Carboxil PEPC Fosfoenol Piruvato Carboil PEPCK Fosfoenol Piruvato Carboxikiness; PGK Fosfogli Kinasa; PhMR! receptor de
Fosfomanosil en fibroblastos; PK-C Protefna Kinass C; PLA Fosfolipasa A’; PMUt Protcass Multicatalftica; pNH 32, 37, 39, 99, 128 Proicfna no-Histona de 32, 37, 39, 90, 120 kDs;

do acetiloolina (extrasindptico);

PPA Fosforilass A; RNAP I y I RNA Polimerasas 1y II; 8-AMD S-Adenosilmetionine Descarboxilass; SOD Superéxido Di TAT Tiroxina Ami i TI-R recep
de Transferine; TO Triptéfano Oxigenase; Ub Ubiquitine; UROX Urato Oxidsss; Vi Vimentina.
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1.6.2.1.- Caracteristicas estructurales de las proteinas substrato.

Se ha realizado una gran cantidad de estudios que intentan correlacionar la vida media y las
caracterfsticas estructurales de una protefna. Hoy en dfa sigue sin conocerse qué pardmetros
estructurales determinan la velocidad de degradacién, pero no es probable, a la vista de los
resultados encontrados y que veremos a continuacién, que se puedan asignar a una sola propiedad
fisicoqufmica.

La carga y el tamaiio se encuentran entre las primeras propiedades estudiadas. Se encontré6
que las protefnas citosélicas de hfgado de rata de mayor peso molecular 0 con mayor mimero de
residuos de amino4cidos 4cidos, es decir, de cargas negativas, se recambiaban mds rdpidamente
(135, 199, 675). Posteriores estudios con protefnas mitocondriales (222, 468, 496), o mediante
experimentos de microinyeccién de protefnas en células cultivadas (545, 551), no han confirmado
estas hipdtesis.

Las protefnas de vida media corta suelen presentar mayor mimero de residuos hidrofébicos
expuestos al medio (64, 65) y muestran mayor afinidad por superficies hidrof6bicas y membranas
(113, 589). También se ha comprobado que las protefnas de vida media m4s corta in vivo, son mis
susceptibles al ataque proteolftico in vitro (55, 199), asf como mids sensibles a agentes
desnaturalizantes, tales como temperatura alta o pHs 4cidos (55).

Sin embargo, todas estas correlaciones no llevan a la conclusién de que cada uno de estos
factores sea por separado un determinante de la velocidad de degradacién, sino que la
interdependencia que existe entre ellos no permite discernir o escoger a ninguno como responsable
directo o primario. Veamos algunos ejemplos: las protefnas citosélicas de alto peso molecular de
hfgado de rata son més 4cidas que las de bajo peso molecular; la susceptibilidad proteolftica es una
propiedad que se presenta en mucho mayor grado en las protefnas de alto peso molecular que en las
de pequefio tamaifio; existe una correlacién entre la termolabilidad de una protefna y su
susceptibilidad al ataque proteolftico, 1o que junto con el hecho de que los sitios mds flexibles de
una protefna suelen ser los mds vulnerables, parece indicar que las correlaciones entre vida media y
estabilidad termodindmica son ciertas; en apoyo de esta hipétesis, se conoce que la hidrofobicidad
estd relacionada con la facilidad con que una protefna se puede desplegar y, ademds, se ha
encontrado una buena correlacién entre la hidrofobicidad de una protefna y su susceptibilidad a la
desnaturalizacién por fuerzas mecdnicas provocadas por agitacién (550); sin embargo, los cambios
observados en la hidrofobicidad de una protefna no siempre se han podido relacionar directamente
con un incremento en su susceptibilidad proteolitica (82).
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En relaciébn con la estructura secundaria de las protefnas, no se han encontrado
correlaciones entre vida media y proporcién de hélices a o el enrollamiento al azar (550), pero sf
que parece existir entre la proporcién de conformacién en ldmina 8 y la vida media de algunas
protefnas (550). Por otra parte, experimentos de microinyeccién de protefnas cuyas secuencias y
estructuras eran conocidas, no han encontrado correlacién alguna entre la vida media de dichas
protefnas y una serie de caracterfsticas de las mismas, tales como: peso molecular, punto
isoeléctrico, hidrofobicidad, estabilidad térmica, proporciones de conformacién en hélice a o
ldmina 8, etc. (545, 551). Ahora bien, en este tipo de experimentos las protefnas no se sitian en el
entorno y localizacién celular que realmente poseen, y el mimero de las que se ensayan es muy
limitado en comparacién con el conjunto de las protefnas celulares. No obstante, estos resultados,
junto con las numerosas excepciones a las reglas anteriores, indican que no existe suficiente soporte
experimental que apoye el que las propiedades globales de la estructura de las protefnas determinen
su estabilidad intracelular.

Mayor interés han despertado las correlaciones encontradas m4s recientemente entre vidas
medias y la estructura primaria de una protefna, 0 mds concretamente, con determinadas secuencias
de amino4cidos. El hecho de que las protefnas puedan llevar en su secuencia la informacién
necesaria para determinar su velocidad de recambio o su mecanismo de degradacién, es una idea
que venfa apoyada por una serie de datos ya conocidos desde hace tiempo, como son:

- La propia secuencia de aminodcidos es la responsable de las caracterfsticas globales
anteriormente citadas (hidrofobicidad, punto isoeléctrico, etc.). Ademds, cuando se ve
alterada dicha secuencia por incorporacién de andlogos de aminodcidos o por una
terminacién prematura, la velocidad de degradacién también se ve modificada.

- Los diferentes grupos de proteasas hidrolizan preferentemente cierto tipo de enlaces o
de secuencias de amino4cidos.

- Los estudios sobre secrecién de protefnas y biogénesis mitocondrial, han demostrado
claramente que determinadas partes de 1a cadena polipeptfdica contienen la informacién
suficiente para dirigir a una protefna a su compartimiento celular correcto (469, 658).

Se han postulado tres reglas relacionadas con la secuencia de amino4cidos y que parecen
determinar la degradaci6n intracelular de las protefnas (131):

A) El amino4cido del extremo N-terminal.

Como veremos en el apartado 1.9., las protefnas que no tienen bloqueado el
amino4cido N-terminal, se conjugan mds eficientemente a la ubiquitina, lo que en un
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principio se pensaba que era determinante para la degradacién de dicha protefna
mediante la ruta dependiente de ubiquitina. Sin embargo, estudios posteriores llevados
a cabo por Bachmair et al. (34, 35, 208) han demostrado que, tal y como se pensaba,
el aminodcido N-terminal de wuna protefna resulta de importancia para su
reconocimiento por algin componente del sistema degradativo dependiente de
ubiquitina, pero no necesariamente a causa derqure ésta se una al extremo N-terminal.
Bachmair et al., utilizando técnicas de ingenierfa genética, construyeron fusiones entre
la ubiquitina de levadura y la 8-Galactosidasa de E. coli, variando cada vez, mediante
mutagénesis dirigida, el aminodcido en el punto de unién. En todos los casos, excepto
para la prolina, la ubiquitina era rdpidamente liberada, dejando B-Galactosidasas
intactas, pero con diferentes aminodcidos N-terminales. Se comprobé que la vida
media de estas B-Galactosidasas variaba segin el amino4cido N-terminal, dando origen
a dos grupos:

- Amino4cidos estabilizadores (alanina, cistefna, glicina, metionina, serina,

treonina y valina), los que iban aparejados con aquellas protefnas que
presentaban una vida media larga (t,, > 20 horas).

- Amino4cidos desestabilizadores (arginina, asparragina, aspdrtico, fenilalanina,
glutdmico, glutamina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, tirosina y
triptéfano), aquellos que daban lugar a protefnas de vida media corta
(ty, = 2-30 minutos).

Se concluyé que sélo el residuo aminoterminal era el responsable de la vida media de
la B-Galactosidasa, pues aquellas construcciones cuyo extremo N-terminal era
metionina-arginina eran estables, mientras que arginina-metionina eran r4pidamente
degradadas. También resulta interesante destacar que sélo las B-Galactosidasas que
presentan residuos N-terminales desestabilizadores, son degradadas por una ruta
dependiente de ubiquitina. La diferencia principal entre ambos grupos de aminodcidos
reside en el tamafio de las cadenas laterales: la mayorfa de los residuos estabilizadores
son pequefios, mientras que los desestabilizadores tienden a ser de gran tamafio.

Estos resultados se han visto apoyados al comparar las secuencias de diversas protefnas
de eucariotas y procariotas con sus vidas medias, y observar que aquellas protefnas que
son intracelulares y de vida media larga poseen amino4cidos N-terminales
estabilizadores, mientras que la mayorfa de las protefnas de secrecién presentan
amino4cidos desestabilizadores (34). Estos resultados sugieren nuevos mecanismos por
los que se podrfan regular las vidas medias de las protefnas:
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- Las protefnas serfan de vida media larga o corta dependiendo del residuo de
amino4cido situado en el extremo N-terminal.

- La degradacién de las protefnas de vida media corta portadoras de un
aminodcido desestabilizador, se realizarfa a través del sistema dependiente de
ubiquitina, mientras que para las protefnas de vida media larga, su
degradaci6n deberfa iniciarse mediante la accién de alguna endoproteasa o
amihobepﬁdésé, QUé pfodujérah frargrrient‘os‘ o polipéptidos con amino4cidos
desestabilizadores en su extremo N-terminal.

- En el caso de aquellas protefnas cuyas vidas medias no se corresponden con
sus residuos aminodcidos N-terminales, serfa necesaria la modificacién
postraduccional de las mismas mediante Aminoacil-tRNA Transferasas.
Coincidiendo con esta hipétesis, los aminodcidos que se conoce que estdn
implicados en estas reacciones (arginina, fenilalanina, leucina, lisina y
tirosina) pertenecen al grupo desestabilizador. Ademds, también se ha
comprobado que el sistema degradativo dependiente de ubiquitina necesita la
presencia de aminoacil-tRNA para la degradacién de ciertas protefnas, pero
no para otras (166). Asf, se ha demostrado que sélo las protefnas cuyos
extremos N-terminales poseen 4cido aspdrtico o glutdmico, necesitan la
presencia de aminoacil-tRNA, y que la arginina (y posiblemente también la
histidina, ambas pertenecientes al grupo de los amino4cidos
desestabilizadores) se adiciona antes de la degradacién. Esto parece indicar
que el efecto desestabilizador de algunos amino4cidos puede ser indirecto,
posibilitando que se produzcan las modificaciones que acabamos de describir.

Sin embargo, también existen abundantes datos experimentales que no parecen
concordar con esta " regla del extremo N-terminal ", como se la ha denominado. Por
una parte, estdn las construcciones ubiquitina-8-Galactosidasa con prolina en el punto
de unién que, pese a que el residuo N-terminal es la metionina de la ubiquitina - pues
ya hemos dicho que en esta construccién la ubiquitina no se libera - la vida media
resultante es corta (t,, = 7 minutos). Otra aparente contradiccién se refiere al caso de
la RNAsa A, que presenta una vida media larga a pesar de la lisina de su extremo
amino. Ademds, cuando se oxidan los residuos de metionina internos, 1a RNAsa A se
convierte en un substrato del sistema ubiquitina y es rdpidamente degradada (131).

Por otra parte, existen muchas observaciones experimentales (85, 96, 208) que
sugieren que el residuo N-terminal no s6lo no es la unica sefial de reconocimiento por
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el sistema ubiquitina, sino que probablemente no es la principal. Asf, otros resultados
han demostrado que la degradacién de una protefna por el sistema dependiente de
ubiquitina, necesita la unién de cadenas de multiubiquitina a los residuos internos de
lisina de dicha protefna substrato (85). Finalmente, otras regiones de las protefnas
también pueden modular la respuesta de los sistemas degradativos. Por ejemplo, la
RNAsa A desprovista de una regién de veinte amino4cidos de su extremo N-terminal y
microinyectada en células en cultivo, no es degradada por lisosomas en condiciones de
deprivaci6én de suero, al contrario de lo que sucede con la RNAsa A completa (36).
Ademds, se han identificado también secuencias carboxiterminales que podrfan
determinar la vida media de ciertas protefnas (190).

B) Las regiones PEST.

Rogers et al. (546) realizaron un andlisis por ordenador de 1a estructura primaria de 12
protefnas de vida media corta y de 35 protefnas de vida media larga cuya secuencia era
conocida. Sus resultados revelaron que las protefnas de vida media corta posefan
muiltiples secuencias internas ricas en prolina (P), 4cido glutdmico (E), serina (S) y
treonina (T), que denominaron regiones PEST. Estas suelen estar, aunque no siempre,
flanqueadas por residuos de lisina, arginina o histidina. Dado que tanto la a- y la B-
casefna poseen estas regiones, se marcaron y microinyectaron en células HelLa,
observdndose que su vida media era corta (t,, = 2-5 horas) de acuerdo con la hipétesis
de las secuencias PEST. S6lo 3 de entre las 35 protefnas de vida media larga,
contenfan estas regiones, lo que indica que no siempre su presencia confiere a las
protefnas un rdpida degradacién. Ademds, existen otras cuestiones por aclarar en
relacién con las regiones PEST. En primer lugar, no parece existir una secuencia
consenso 0 tfpica pues varfan mucho, tanto en longitud (entre 12 y 46 residuos) como
en porcentaje de aparicién de cada uno de los 4 amino4cidos (P = 4-27 %; E = 542
%; S = 428 %; T = 0-10 %). Otro aspecto por investigar es el de la ruta de
degradacién para estas protefnas. Al ser de vida media corta, parecen ser un buen
substrato para el sistema dependiente de ubiquitina, pero entonces faltarfa por aclarar
si existe alguna conexién entre la regla del amino4cido N-terminal y las secuencias
PEST. También se ha sugerido que las regiones PEST pueden ser el sitio de corte de
endopeptidasas que reconozcan enlaces donde intervienen prolinas. Finalmente, se ha
propuesto que las serinas y treoninas de determinadas secuencias PEST son lugares de
fosforilacién, que al quedar negativamente cargados pueden atraer iones Ca’* y activar
a las Calpafnas. Estas hidrolizarfan dichas regiones liberando péptidos con extremos
N-terminales desestabilizadores (pues est4dn flanqueadas por residuos de lisina, arginina
o histidina) que serfan degradados por el sistema dependiente de ubiquitina. No
obstante, todas estas especulaciones no han sido demostradas y, si bien en algin caso,
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como el de la Ornitina Descarboxilasa (190, 524), se ha comprobado la importancia de
estas secuencias en la degradaci6n intracelular de protefnas, no hay una evidencia
experimental (524) de que algiin sistema degradativo esté directamente implicado en la
degradacién de las protefnas que contienen secuencias PEST.

C) Las regiones KFERQ.

Estas regiones son secuencias peptfdicas de los amino4cidos lisina (K), fenilalanina
(F), 4cido glutdmico (E), arginina (R) y glutamina (Q), que dirigen a las protefnas
hacia los lisosomas para aumentar su velocidad de degradacién durante condiciones de
carencia nutricional. Estos resultados fueron conseguidos por el grupo de Dice (36,
37, 87, 131, 132, 401) al estudiar la degradacién de la RNAsa A microinyectada en
fibroblastos humanos cultivados. Estos autores encontraron que la degradacién de la
RNAsa A aumentaba en ausencia de suero y que la regién responsable de dicha
degradacién era un fragmento aminoterminal de 20 amino4cidos que per se, también
mostraba una degradacién suero-dependiente. Estudios posteriores demostraron que la
degradacién de 1a RNAsa A se lleva a cabo en los lisosomas y que de entre los 20
amino4cidos N-terminales, el pentapéptido entre las posiciones 7 y 11, de secuencia
KFERQ, era el responsable de dirigir a 1a RNAsa A a los lisosomas durante la
ausencia de suero. Con objeto de conocer si existfan regiones similares en otras
protefnas intracelulares, estos investigadores obtuvieron anticuerpos contra dicho
pentapéptido, que fueron capaces de inmunoprecipitar entre el 25 y el 35 % de las
protefnas citosélicas de los fibroblastos. El total de las protefnas citosSlicas presentaba
una velocidad de recambio tal que su vida media promedio era de 80 horas en
presencia de suero y de 32 horas en su ausencia. Sin embargo, la fraccién de las
protefnas citosdlicas inmunoprecipitables presentaba una t,, de 80 horas en presencia

de suero y de 12 horas durante el primer dfa de deprivacién de suero, mientras que las
protefnas celulares no inmunoreactivas presentaban la misma vida media (t,, = 80
horas) tanto en presencia como en ausencia de suero. Se han encontrado protefnas
inmunoreactivas en varios tejidos de la rata, tales como el hfgado, musculo
esquelético, rifién, testfculos y cerebro. S6lo en los tres primeros se observa una
pérdida de dicha poblacién inmunoprecipitable durante el ayuno, concordando estos
resultados con la capacidad que tienen dichos tejidos de aumentar la proteolisis durante
el ayuno (54, 131).

La secuencia exacta KFERQ sélo se encontraba en la familia de la RNAsa A
pancredtica, aunque se han encontrado secuencias similares en otras protefnas (ver
apartado 5.7. y ref. 132). Un andlisis detallado de secuencias similares presentes en las
protefnas de comportamiento semejante a la RNAsa A, ha permitido identificar
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diversos patrones peptfdicos que podrfan funcionar andlogamente. La primera novedad
que presentan es que estos pentapéptidos parecen ser reconocidos en ambas
direcciones, y podrfan responder a los motivos siguientes:

a) _F_RQ o QR_F_,donde _ = cualquier aminodcido.

b)(+,- [, +[DQ o Q(+,-1[], +/11), siendo: + = amino4cido
bésico (K, R); - = aminodcido 4cido (D, E); [ ] = aminodcido hidrofSbico
F, I, V, L))y +/[ ] = aminodcido bdsico o hidrofébico; y donde el
paréntesis indica que el orden no es importante.

El principal punto para aclarar en relacién con estas secuencias, es el mecanismo por
el cual transcurre esta ruta proteolftica. En este sentido, se ha identificado una protefna
citosélica de 73.000 daltons e inducible por choque térmico, que es capaz de unirse a
estas regiones y que en ausencia de suero, al modificar su conformacién, favorecerfa la
interaccién entre los lisosomas y las protefnas con secuencias KFERQ, promoviendo
su degradacién por macro o microautofagia (88).

1.6.2.2.- Caracteristicas adquiridas por las proteinas substrato.

En relacién con el control de la proteolisis intracelular, aquellos cambios reversibles 0 no
que experimentan las protefnas substrato y que alteran sus propiedades o les inducen cambios
conformacionales, también pueden jugar un papel importante. Este tipo de modificaciones pueden
ser de dos tipos: covalentes y no covalentes. Sobre las modificaciones covalentes (las mds
importantes se resumen en la Tabla 3), es cada vez mayor la evidencia experimental que indica su
trascendencia en la degradacién intracelular, actuando como " sefiales " que marcan a las protefnas
para que sean reconocidas por los sistemas proteolfticos. Las modificaciones no covalentes son
responsables de muchos de los distintos estados conformacionales de una protefna, por lo que varfa
su susceptibilidad a la proteolisis (ver apartado 1.12.). Estas modificaciones no covalentes se
pueden producir:

- Por la localizacidn intracelular de la protefna.

- Por su interaccién con otras macromoléculas (protefnas, 4cidos nucleicos, fosfolfpidos,
polisacdridos, etc.).
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TABLA 3.- MODIFICACIONES COVALENTES QUE AFECTAN A LA
DEGRADACION INTRACELULAR DE PROTEINAS.

Modificacién

Proteinas ( procedencia )

1. Fosforilacién

2. Glicosilacién

3. Metilacién
4. Acetilacién

5. Carbamilacién

6. Arginilacién

7. Deamidacién

8. Oxidacién de residuos de
aminodcidos:

a) Formacién de disulfuros
mixtos

b) Oxidaci6n de residuos
metionina

¢) Oxidacién de centros Fe-S

Glutamato Deshidrogenasa NAD" dependiente ( levadura )
Fructosa 1,6 Bisfosfatasa ( levadura )

Glutaril CoA Reductasa ( higado )

Piruvato Kinasa ( higado ), Troponina ( muisculo )
Proteinas fosforiladas del citosol ( higado )
Proteinas de 70 kDa ( fibroblastos )

Glicoproteinas lisosomales ( higado )

Glicoprotefnas citosSlicas ( higado )

Hemoglobina

Isocitocromo ¢ ( levadura )

Histonas ( imo )

Histonas ( timo ), Glutamato Deshidrogenasa ( higado )
Hemoglobina ( sangre )

Proteinas citosélicas ( higado )

Triosa Fosfato Isomerasa ( higado )
Proteinas de mamifero ( varios tejidos )

Aldolasa ( muisculo ), Tirosina Aminotransferasa ( higado )

Fosfoenol Piruvato Carboxikinasa/GTP ( higado )
Glucosa 6-fosfato Deshidrogenasa ( higado, gldndula
mamaria )

Omitina Decarboxilasa ( higado )

Proteinas de E. coli

Glutamina Fosforibosil pirofosfato Amidotransferasa ( B.
subtilis )

23,
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TABLA 3.- ( continuacion )

Modificacion Proteinas ( procedencia )
d) Oxidaci6én de funcién mixta
y modificacién por
radicales libres Glutamina Sintetasa ( E. coli ), Enolasa (levadura )

- Piruvato Kinasa ( higado ), Fosfoglicerato Kinasa ( levadura )
Creatina Kinasa ( higado ), Coldgeno, Alximina ( suero )
Carbamil Fosfato Sintetasa I ( higado )

Proteinas citosélicas oxidadas ( neutrdfilos, eritrocitos )
Proteinas mitocondriales ( reticulocitos )

Omitina Decarboxilasa ( higado )

Proteina que une plastoquinona ( vegetales )
Gliceraldehido 3-fosfato Deshidrogenasa ( misculo )
Lisozima ( huevo de pollo )

Otras protefnas de mamiferos ( varios tejidos ) |
Hemoglobina y otras proteinas de eritrocitos

9. Conjugacién con ubiquitina Proteinas eucariGticas anormales
Proteinas de reticulocitos
Proteinas con metioninas oxidadas
Albiimina de suero bovino
Lisozima ( huevo de pollo )
Caseina (leche )

10. Conjugacién con lipidos
11. Racemizacién o isomerizacién Protefnas del globo ocular o de los dientes ( hombre )
de residuos de aspdrtico,

asparagina o prolina
Protefnas de la membrana del eritrocito

12. Formacidn de bases de Schiff Lipoprotefnas de baja densidad ( sangre )
Ribonucleasa A

13. Conjugacién con protefnas

En la mayor parte de los casos, los efectos producidos por las diferentes modificaciones conducen a
un incremento de la susceptibilidad proteolitica de las protefnas substrato, aunque también hay
ejemplos de proteccién contra la misma. Para m4s detalles sobre los diferentes efectos, consultar
las referencias siguientes: 9, 63, 110, 245, 259, 264, 356, 362, 390, 395, 517, 534, 588, 609,
613.
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- Por su interaccién con metabolitos con bajo peso molecular (substratos, inhibidores,
cofactores, coenzimas, agentes alostéricos, etc.).

En todos estos tipos de interacciones, la degradacién se puede ver aumentada o disminufda
segin el caso. Ejemplos de este tipo de modificaciones no covalentes son muy abundantes en la
literatura (198, 199, 217, 222, 264, 542, 608).

1.7.- DEPENDENCIA ENERGETICA DE LA PROTEOLISIS INTRACELULAR.

Una caracterfstica muy importante de la degradacién intracelular de protefnas es su absoluta
necesidad de energfa metabdlica en todos los organismos y sistemas celulares estudiados, ya que en
todos ellos 1a proteolisis se puede reducir o bloquear completamente mediante el uso de inhibidores
del metabolismo energético. El primero en descubrir este fenémeno fue Simpson en 1953 (600),
quien observé que la liberacién de amino4cidos, a partir de protefnas previamente marcadaS, en
cortes de hfgado de rata se reducfa o era inhibida en condiciones anaerébicas o por la adicién de
inhibidores de la produccién de energfa celular, tales como el cianuro o el dinitrofenol.
Andlogamente, Rapoport et al. encontraron que la destruccién de protefnas en reticulocitos quedaba
bloqueada por desacopladores o inhibidores de la fosforilacién oxidativa (582).

Hallazgos similares, con estos u otros inhibidores, se han realizado con diversas células de
mamffero, incluyendo hfgado de rata, cortes de rifién, de tiroides, de diafragma, hepatomas de rata,
corazén perfundido, fibroblastos de rata asf como en E. coli y levadura. Asimismo, también se ha
encontrado que tanto la degradacién de protefnas normales como la de 1as anormales, o sea aquellas
que contienen andlogos de amino4cidos, necesita energfa. Esta dependencia energética result6 en un
principio muy curiosa, en gran parte por lo inesperado del fenémeno mediante razonamientos
termodindmicos, ya que la proteolisis, o hidrélisis de los enlaces peptfdicos, es per se una reaccién
exotérmica.

La inhibicion del metabolismo energético no afecta a la proteolisis dafiando
irreversiblemente a la célula. Asf, cuando a hepatomas que han sido tratados con azida y en un
medio carente de nutrientes, se les aflade glucosa, de forma que puedan regenerar ATP, la
proteolisis vuelve rdpidamente a niveles normales. Ademds, estos efectos no se deben a una
necesidad de compuestos energéticos para la sfntesis proteica. Asf, tanto en células bacterianas
como de mamffero, la degradacién de polipéptidos aberrantes y de muchas protefnas celulares tiene
lugar de forma normal, aun cuando la sfntesis de protefnas haya sido bloqueada completamente;
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incluso en tales condiciones, los inhibidores del metabolismo energético todavfa pueden reducir la
proteolisis (199).

No obstante, existen resultados que sugieren que la dependencia energética de la
degradacién no es consecuencia de una dependencia directa entre la concentracién de ATP y la
velocidad de hidrdlisis. Esto fue demostrado claramente por Poole, al estudiar la proteolisis en
cultivos celulares de fibroblastos de rata (507). Poole marcé estas células mediante una variacién de
la técnica del doble isétopo, de tal forma que pudo observar la degradacién de las protefnas de
recambio rdpido y lento. El ion fluoruro y el iodoacetato inhibfan la ruptura de ambas clases de
protefnas, pero la magnitud de dicha inhibicién no se correlacionaba con el efecto que cada
inhibidor ejercfa sobre la concentracién de ATP. Asf, vemos que la fuente de energfa para el
recambio proteico puede implicar a otros compuestos diferentes del ATP y altamente energéticos.
En cualquier caso, este requerimiento energético es diffcil de estudiar in vivo, ya que cuando se
consigue una inhibicién de la produccién de ATP, otros procesos celulares se ven también
afectados en mayor o menor medida. Asf, por ejemplo, un descenso del 20 % en los niveles de
ATP inhibe la sfntesis proteica en un 40 %, mientras que la degradacién casi no se ve afectada
(223). Habrfa que bajar los niveles de ATP en un 80 % para obtener un descenso de un 50 % en la
tasa de proteolisis, e incluso con un descenso del 90 % en el nivel de ATP aiin resta un 20 % de la
proteolisis basal (198, 199, 230, 264). Asf pues, antes de que se detenga la degradacién proteica,
los niveles intracelulares de ATP deben verse enormemente reducidos. Por tanto, las reacciones
ATP-dependientes que actian sobre los mecanismos proteolfticos, parecen presentar una relativa
alta afinidad para este compuesto. En este sentido, existen datos recientes que apuntan hacia
diversas explicaciones de este requerimiento energético:

- Se han identificado procesos proteolfticos ATP-dependientes en los que el ATP no
aporta energfa, sino que actia a nivel de substrato. Una posibilidad serfa que el ATP
se uniera a la protefna que va a ser degradada, alterara su conformacién o su
estabilidad y favoreciera su degradacién (542). Otra vfa de actuacién del ATP a nivel
del substrato, consistirfa en la fosforilacién de determinados residuos de amino4cidos,
lo que marcarfa a la protefna para su degradacién (356).

- La existencia de proteasas ATP-dependientes o activadas por ATP, que trataremos en
los apartados 1.9. a 1.11.

- Los requerimientos energéticos para el mantenimiento funcional del lisosoma, que se
estudian en el epfgrafe siguiente.
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1.8.- REQUERIMIENTOS ENERGETICOS DE LA PROTEOLISIS LISOSOMICA.

En principio, parece razonable pensar que la ruta de degradacién lisosémica también puede
necesitar energfa celular, bien directa o indirectamente. El trabajo de Mego (409) sugiere que el
ATP estd implicado de forma especffica en el mantenimiento de las funciones normales del
lisosoma. Este investigador demostré que, cuando se inyecta por vfa intravenosa a ratas albimina
desnaturalizada y yodurada con ''I, ésta es rdpidamente incorporada por vacuolas del hfgado, rifién
y bazo. Estas partfculas, que él denominé fagolisosomas, al ser incubadas in vitro, presentaban
actividad proteolftica, medida como liberacién de [*'I] monoyodotirosina. Actividad que era mayor
cuando las partfculas se incubaban a pH §, y que se vefa reducida cuando la incubacidn se realizaba
a un pH fisiolégico (alrededor de 7,3), aunque quedaba de nuevo restaurada al afiadir ATP. Otros
nucledtidos capaces de presentar también un cierto efecto, aunque pequeiio, fueron GTP e ITP.

Mego interpret6 estos resultados como la necesidad de mantener un pH 4cido en el interior
de las partfculas, y postul6 para ello la intervencién del ATP a través de una bomba proténica.
También sugiri6 que la generacién de protones durante la hidrélisis de polipéptidos y ésteres
fosféricos o sulfiiricos, junto con un mecanismo dependiente de energfa que evitase la entrada de
iones OH, podrfa ser suficiente para mantener la acidez; no obstante, tal sistema no serfa capaz de
llevar a cabo la hidrdlisis de substancias b4sicas, tales como las histonas. Mego también estudié la
degradaci6n, por cortes hep4ticos, de albimina marcada con '“I, y demostr6 que era inhibida por
desacopladores e inhibidores de la fosforilacién oxidativa, por iones fluoruro y por cloroquina. Por
tanto, 1a necesidad de una fuente de energfa en la proteolisis lisosomal a pH alcalino que él
observaba in vitro, también aparecfa en el tejido intacto. La importancia de 1a cloroquina en estos
estudios proviene de que esta substancia se incorpora en grandes cantidades a partfculas de aspecto
lisosémico pertenecientes a fibroblastos. Probablemente, se debe a que es una base débil y se
acumula en un compartimento 4cido. Sin embargo, el gradiente de concentracién de cloroquina
entre el lisosoma y el resto de la célula solo puede deberse a una continua secrecién de protones
hacia el interior del lisosoma, para lo cual se requiere una bomba protdnica.

Hayashi et al. (250) propusieron un papel para el ATP en la incorporacién de protefnas al
interior de lisosomas. Estos investigadores estudiaron el efecto del ATP en la actividad proteolftica
de lisosomas intactos de higado de rata sobre hemoglobina y protefnas citoplasmdticas de hfgado
marcadas radiactivamente. E1 ATP, particularmente en presencia de Mg”*, estimulaba la proteolisis
en los lisosomas intactos y resuspendidos en sacarosa 0,25 M. Sin embargo, no habfa activacién
por ATP cuando se utilizaban lisosomas rotos o sus extractos de polvo de acetona. Ademis,
demostraron que el ATP no estimulaba la liberacién de Catepsina D al medio de incubacién. A
partir de estos resultados concluyeron, que el ATP aumentaba la velocidad de penetracién de las
prote/nas substrato al interior del lisosoma. Adem4s, después de una incubacién de treinta minutos
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con protefnas marcadas, la cantidad de radiactividad sedimentada junto con los lisosomas era un
33 % mayor que cuando se afiadfa ATP y Mg®* (456).

Todos estos efectos del ATP sélo se observaron a pH 4,5; por tanto, si este efecto se
produjera in vivo, es bastante sorprendente que no se observase a pH neutro, el pH que prevalece
en el exterior del lisosoma.

Un grupo de investigadores holandeses ha discutido y refutado los resultados anteriores
(279-281), y ha presentado evidencia experimental que sugiere que, a pH 4cido, el ATP estimula de
hecho la proteolisis, pero lo hace al facilitar 1a ruptura del lisosoma. La demostracién se llevé a
cabo midiendo la liberacién de Catepsina D a partir de lisosomas intactos. Esta tenfa lugar mucho
m4s rdpidamente cuando se afiadfa ATP a pH 4,48. Muy probablemente, el grupo japonés no pudo
probar la liberacién de Catepsina D de los lisosomas al afiadir ATP, debido al hecho de que, a pHs
bajos, algunas enzimas lisosomales son fuertemente adsorbidas a la membrana del lisosoma (254).
Asf, el aumento aparente de incorporacién en presencia de ATP, es el resultado de un incremento
en la unién de las protefnas marcadas a los lisosomas rotos. Dean ha demostrado que cuando se
incuban lisosomas intactos con protefnas citoplasmdticas en presencia de ATP, y se tiene cuidado
en soltar las protefnas unidas a la membrana, no hay ninguna evidencia que indique la
incorporacién de aquellas, tanto en presencia como en ausencia de ATP (113).

Shelbourne et al. (592, 593) observaron que en el hfgado de ratas tratadas con glucagdn, la
inhibicién de la sfntesis de protefnas no lleva aparejada la del desarrollo de las vacuolas
autofdgicas. Por tanto, éstas tienen que provenir de enzimas y membranas lisosomales
preexistentes. Adem4s, cuando el glucagén era administrado a ratas que habfan sido tratadas con
etionina (que atrapa adenina y provoca una cafda del 90 % en la concentracién de ATP) no se
producfa autofagocitosis. Todo ello sugiere que hay una dependencia energética en el proceso de
formacién de vacuolas autofdgicas, aunque la naturaleza de este requerimiento de ATP no ha sido
aclarada. Shelbourne et al., formularon la hipStesis de que las transformaciones que tienen lugar en
la membrana durante la formacién de lisosomas secundarios necesitan ATP. Una segunda
posibilidad es que el ATP sea preciso para la formacién de cCAMP, del cual es un precursor, ya que
los cambios que provoca el glucagén en lisosomas secundarios transcurren vfa cAMP; éste, no
obstante, no es el unico factor implicado, puesto que se observan cambios en el sistema lisosomal
del hfgado perfundido, acompafiados de un aumento de proteolisis, sin que se vea incrementada la
concentracién de cAMP (capftulo 3 de la ref. 673). Estas hipdtesis vienen apoyadas por el hecho de
que los agentes que afectan a los microtibulos, tales como la colchicina y la vinblastina, afectan la
degradacidn intracelular de protefnas (10, 115, 215, 502), y refuerzan la hipétesis de que el ATP
actie proporcionando energfa para la formacién de las vacuolas y captura del material por autofagia
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1.9.- EL SISTEMA PROTEOLITICO ATP-DEPENDIENTE DE LOS RETICULOCITOS.

El reticulocito es una célula altamente especializada, de estructura celular muy simple pues
carece de micleo, de retfculo endopldsmico y de aparato de Golgi, y que sintetiza, de forma
predominante, una protefna: 1a hemoglobina.

Rapoport et al. (582), observaron que al incubar reticulocitos en suero fisiolégico se
producfa una masiva liberacién de amino4cidos que no tenfa lugar en el eritrocito maduro. Esta
degradacién de las protefnas del reticulocito era, ademds, dependiente de energfa, pues resultaba
bloqueada por anaerobiosis o por el 2,4-dinitrofenol.

El sistema proteolftico del reticulocito es extraordinariamente activo en la degradacién de
cadenas anormales de globina, mientras que la hemoglobiha normal es perfectamente estable; por
otra parte, cuando se marca el reticulocito con un amino4cido radiactivo, apenas se produce
degradacién de las protefnas marcadas, a menos que se hayan sintetizado protefnas anormales
durante el marcaje. Esto indica que, en condiciones normales, muchas de las protefnas degradadas
han sido sintetizadas en una etapa mucho mds temprana de la diferenciacién de la célula eritroidea.

La funcién fisiolégica de este sistema proteolftico tan activo no se conoce con una certeza
absoluta. Puede servir para eliminar moléculas de globina que contengan errores biosintéticos, o
cantidades excesivas de alguna especie de globina que no se ensamble para producir hemoglobina
(aunque la sintesis de las cadenas & y 8 de globina se encuentra normalmente equilibrada).

Rapoport et al. (445) sugieren que la mayor parte de los polipéptidos endégenos objeto de
la degradacién son protefnas del estroma (principalmente mitocondriales), y que este tipo de
degradacién juega un papel en la maduracién del reticulocito, que se caracteriza por la desaparicién
de los ribosomas, las mitocondrias y otras muchas enzimas y protefnas celulares que carecen de
funcién en el eritrocito maduro. Su afirmacién se basa en que las velocidades absolutas de
proteolisis en reticulocitos incubados - medidas por una técnica que se basa en la diluci6n isotépica
de lisina - concuerdan cuantitativamente con la cantidad de protefna que desaparece de la fraccién
mitocondrial a lo largo de igual perfodo de incubacién. Segiin estos autores, el paso inicial en la
destruccién de la mitocondria es la peroxidacién de los 1fpidos de 1a membrana mitocondrial por
una Lipoxigenasa especffica, lo que conduce a 1a lisis mitocondrial. La inhibicién de la degradacién
de las protefnas mitocondriales por el 4cido salicilhidroxdmico, el cual inhibe la Lipoxigenasa,
concuerda con la anterior hipétesis. Sin embargo, queda por aclarar el mecanismo por el cual el
sistema degradativo reconoce de forma especffica a las protefnas de origen mitocondrial. Ademds,
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como la actividad de este sistema proteolftico dependiente de energfa disminuye bruscamente
durante la maduracién del reticulocito, y se encuentra completamente ausente en la célula roja
madura, se ha especulado sobre si es un mecanismo que se autodestruye durante la induccién o bien
existen factores que llevan a cabo su inactivacién.

Etlinger y Goldberg (153) fueron los primeros en demostrar la existencia de un sistema
proteolftico libre de células y ATP-dependiente a partir de lisados de reticulocitos. El sistema no
parecfa de origen lisos6mico, puesto que era soluble 'y posefa un pH de actividad éptima
ligeramente alcalino; ademds no se vefa afectado por inhibidores especfficos de proteasas
lisosomales. No s6lo se necesitaba ATP, sino que éste estuviera en presencia de iones magnesio.
La evidencia de que este sistema libre de células es similar al responsable de 1a degradacién de
protefnas anormales proviene de:

a) El sistema necesita compuestos ricos en energfa, al igual que la degradacién en las
células intactas.

b) Degrada protefnas anormales pero no hemoglobina normal.

¢) Se inhibe por los mismos agentes que inhiben la degradacién de protefnas en el
reticulocito intacto.

d) La bestatina, un inhibidor de las aminopeptidasas que causa la acumulacién de los
productos intermedios de la degradacién de protefnas anormales, provoca el mismo
patrén proteolftico de péptidos acumulados, tanto en extractos libres de células como
en reticulocitos intactos.

Otro grupo de investigadores que ha trabajado intensamente con este sistema proteolftico es
el de Hershko et al. (257-259). Comenzaron analizando la distribucién de tamafios que presentaba
la hidrélisis de polipéptidos marcados y conteniendo andlogos de amino4cidos. Vieron que gran
parte del marcaje se encontraba en las cadenas completas de globina, mientras que no se
encontraban cantidades significativas en fragmentos mds pequefios que ésta a lo largo de un
experimento de pulso y caza. Ademds, cuando la degradaci6n se bloqueaba por carencia de energfa,
no se producfa acumulacién alguna de fragmentos proteolfticos. Concluyeron que las reacciones
iniciales de la degradacién de globina deberfan ser fuertemente limitantes de la velocidad, en
relacién con la rdpida proteolisis que subsiguientemente sufren los fragmentos intermedios, y que la
energfa se requiere para, o antes de, las reacciones iniciales de la proteolisis.
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Para aclarar el papel del ATP y de las reacciones de este mecanismo dependiente de
energfa, separaron los lisados de reticulocitos, una vez desprovistos de ATP, en una columna de
DEAE-celulosa. La fracci6én no adsorbida (o fraccién 1) tenfa como componente activo un
polipéptido estable al calor de peso molecular 8.500, denominado APF-1, que no presentaba
actividad proteolftica por sf mismo, pero que era necesario para la degradaci6n de protefnas junto
con ATP y la fraccién que elufa de 1a columna a una alta concentracién salina (o fraccién 2).

A continuacién se encontr6 que el polipéptido APF-1 marcado con "I forma conjugados
covalentes con las protefnas del reticulocito o con substratos exdgenos, en una reaccién que
requiere ATP, Mg>* y la fraccién 2. También se ha demostrado que varias moléculas de APF-1 se
conjugan por medio de uniones amida entre los grupos e-amino de los residuos de lisina de las
protefnas substrato y el residuo carboxiterminal del polipéptido APF-1. Estos conjugados entre
APF-1 y protefnas, que se forman al afiadir la fraccién 2 y el ATP, se encuentran en un estado
dindmico de continua sfntesis y destruccién. Cuando se elimina el ATP se observa una rdpida
degradacion de los conjugados, que va seguida de una liberacién cuantitativa de APF-1, que puede
volver a conjugarse de nuevo al afiadir ATP y fraccién 2. Basdndose en estos resultados, se
propuso un modelo para este sistema proteolitico ATP-dependiente, segin el cual la unién
covalente entre el polipéptido APF-1 y una protefna iba seguida de una destruccién proteolftica del
substrato modificado.

La composicién en aminodcidos de APF-1 es muy similar a la de la ubiquitina, asf como su
resistencia al calor y punto isoeléctrico. La tnica, pero notable, diferencia estriba en el extremo
carboxiterminal. Mientras que el polipéptido APF-1 contiene dos residuos de glicina, y solo las
especies que contienen esta terminacién son activas, se ha descrito que la ubiquitina presenta una
arginina como amino4cido carboxiterminal.

A partir de la fraccién 2 se ha purificado por cromatograffa de afinidad covalente sobre
ubiquitina-Sepharose, una enzima activadora de la ubiquitina, que no es capaz de catalizar por sf
sola la formacién de los conjugados, sino que requiere la presencia de otras dos enzimas, que
también han sido aisladas a partir de la fraccién 2.

Todos los pasos precedentes sugieren que la conjugacién con APF-1 es un paso intermedio
en la degradacién de la protefna substrato. Parece, por tanto, razonable proponer que la
conjugacién sirve como una sefial de reconocimiento, que proporciona un mecanismo especffico y
selectivo de degradaci6n y que existen también enzimas proteolfticas especfficas que reconocen y
degradan de forma selectiva los conjugados entre protefna y ubiquitina. Es muy probable que la
unién de varias moléculas de APF-1 provoque una gran alteracién en la conformacién de la
protefna substrato, y la convierta en una forma altamente susceptible al ataque por dichas proteasas.
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Se ha propuesto un mecanismo consistente en cuatro etapas secuenciales (ver Figura 1):

1°) La activacién inicial de la glicina carboxiterminal de la ubiquitina (Ub) en forma de
aciladenilato, con posterior transferencia del polipéptido activado a un grupo tiol de la
enzima activadora (E1).

Ub-COOH + ATP + EI-SH ———— E1-S-CO-Ub + AMP + PPi

2°) Una vez activada, la ubiquitina es transferida desde la enzima activadora (E1) a un
grupo tiol de una de las diversas protefnas transportadoras de ubiquitina (E2).

E1-S-CO-Ub + E2-SH —— E2-S-CO-Ub + E1-SH

3°) Transferencia del extremo carboxiterminal activo de la ubiquitina a los grupos e-amino
de los residuos de lisina de la protefna substrato, formando un enlace isopeptfdico.
Esta reaccién tiene una gran preferencia por protefnas ya conjugadas a ubiquitina,
puesto que bajo condiciones en las que existe un gran exceso de protefna substrato,
aparecen conjugados que contienen miiltiples moléculas de ubiquitina, uniéndose cada
cadena adicional de ubiquitina al residuo de lisina de la posicién 48 de la cadena
anterior (85). Esta unién ubiquitina-protefna tiene lugar, en la mayor parte de los
casos, en dos etapas: primero, las protefnas substrato adecuadas se unen a una enzima
ligasa (E3) que es la responsable de catalizar la posterior unién entre la protefna
substrato y la ubiquitina activada, que es transferida desde sus proteinas
transportadoras (E2).

E3 + Protefna—NH2 —) ]53-Protefna-NH2

E3-Protefna-NH2 + E2-S-CO-Ub smmmeme=p Protefna-NH-CO-Ub + E3 + E2-SH

4°) Ruptura de los conjugados mediante un ataque endoproteolitico y ATP-dependiente
sobre la parte de la protefna substrato, lo que producirfa pequefios péptidos todavia
unidos a la ubiquitina. En esta iltima fase, una amidasa romperfa el enlace
isopeptfdico y liberarfa, por un lado pequefios péptidos y por otro ubiquitina en forma
libre y reutilizable.

42-



INTRODUCCION

AMR E1-S-U

PP1,E1-S-Ub-AMP

ATP
E2-S-U
conjugado Ub-proteina
proteina Mproteina
" ‘ N )
n~~/
aminoacidos
. Ut>-lisina
lisina

hidrolasa

FIGURA 1.- MODELO DEL POSIBLE FUNCIONAMIENTO DEL SISTEMA
UBIQUITINA EN LA DEGRADACION INTRACELULAR DE

PROTEINAS.

La ubiquitina (Ub) se une por su extremo carboxiterminal a una enzima activadora
(E1) por un enlace tiol-ester rico en energia. La transferencia de ubiquitina a las
proteinas es catalizada por una enzima ligasa (E3), que ha su vez ha recibido la
ubiquitina de otro intermediario, la proteina transportadora de ubiquitina (E2).
Las proteinas que forman conjugados son degradadas por una o varias proteasas ,
posiblemente ATP-dependientes, hasta originar aminoacidos. La acciéon de una
hidrolasa libera la ubiquitina de los conjugados ubiquitina-lisina (Ub-lisina)

resultantes de la degradacion anterior.
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A pesar de que este modelo concuerda con todos los datos de que se dispone, muchas de las
etapas necesitan una mayor investigacién. Por ejemplo, todavfa no se conoce qué caracterfsticas
debe reunir una protefna para convertirse en substrato de E2, c6mo son y de qué forma actian las
isopeptidasas que permiten reciclar la ubiquitina o por qué no siempre es necesaria la participacién
de E3 para la degradacién de protefnas mediante esta ruta (237) También se ha puesto en evidencia
que la conjugacién de la ubiquitina con la protefna substrato no es esencial para que se produzca
una degradacién ATP-dependiente y que, por tanto, el ATP juega diferentes papeles, aparte de
consumirse para activar la ubiquitina y en la proteolisis de la protefna substrato, en los multiples
pasos del proceso de degradacidn proteica en el reticulocito (154, 636).

Otra hip6tesis alternativa de la funcién de 1a ubiquitina en 1a proteolisis ATP-dependiente
ha sido formulada por Speiser y Etlinger (607), proponiendo que la ubiquitina reprime un inhibidor
de proteasas en el reticulocito. Ademds, también se ha demostrado que moléculas de Lisozima,
cuyos grupos amino han sido bloqueados por guanidinacién, previniendo por tanto la conjugacién
de la ubiquitina, también son degradadas de forma ATP-dependiente y activada por la ubiquitina
(89). Es decir, muy probablemente la ubiquitina desempefia otras funciones en el proceso
degradativo que van mds all4 del marcaje directo del substrato. Asf, se ha descubierto que la propia
ubiquitina tiene una actividad de endoproteasa intrfnseca y dependiente de iones calcio (174).
Ademds de sus muiltiples funciones en la degradaci6n, la ubiquitina desempefia otros papeles en la
célula (422), tales como:

- Regulacién de la expresién génica, tal y como lo demuestra el hecho de que se la
encuentre conjugada especfficamente con las histonas H2A y H2B (290).

- Control del ciclo celular, pues interviene en la degradacién de las ciclinas (protefnas
que impiden la progresién del ciclo celular) (347).

- Respuesta celular al choque térmico; la misma ubiquitina es una protefna cuya sfntesis
es inducida por choque térmico (492).

- Modificacién de la funcién de receptores (85).
- Reparacién del ADN (291).
- Biogénesis de ribosomas (154, 422).

- Regulaci6n de la interaccién entre inhibidores y proteasas (154).
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Recientemente, se ha localizado por técnicas inmunocitoqufmicas, 1a presencia de ubiquitina
en lisosomas, lo que parece sugerir un papel de estos orgdnulos en la degradacién bien de la
ubiquitina o bien de los conjugados ubiquitina-protefna (581). Incluso se la ha encontrado en la
membrana celular externa (598), donde las protefnas substrato son totalmente inaccesibles al
sistema proteolftico, que es de localizacidn citosdlica. Adémés, la posibilidad de que exista una
interrelacién entre la ubiquitina y otros sistemas proteolfticos, se ha visto reforzada por los iltimos
resultados del grupo de Ciechanover (231), que demuestran que la degradacién acelerada de las
protefnas celulares que se produce al someter células cultivadas a altas temperaturas, y que tiene
lugar principalmente en los lisosomas, necesita la presencia de la enzima activadora de
ubiquitina (E1).

La unién de la glicina C-terminal de la ubiquitina al resto N-terminal de la protefna
substrato es importante, aunque no es la unica sefial reconocible por el sistema proteolftico ni la
més esencial (96, 323). Asf, la ubiquitina es capaz de unirse a otros grupos amino libres (lisinas y
argininas) de la protefna substrato, formando incluso cadenas de varias moléculas de ubiquitina,
que parecen ser esenciales para la degradacién de numerosas protefnas de vida media corta a través
de este sistema proteolftico (85). Incluso se ha propuesto que, en aquellos casos en que la
ubiquitina puede tener dificultades para conjugarse con los extremos N-terminales, se afiadirfa a
éste un residuo de arginina en una reaccién catalizada por una Aminoacil-tRNA Transferasa (96).

También existe una considerable evidencia de una ruta proteolftica ATP-independiente en
los reticulocitos (408). La eliminacién del ATP en los lisados de reticulocitos, seguida por una
didlisis y un fraccionamiento con sulfato aménico, conduce a la aparicién de una actividad
proteolftica ATP-independiente. Rechsteiner et al. (273) sugieren que dicho tratamiento separa un
componente que serfa el responsable de la dependencia de ATP de la reaccién proteolftica,
habiendo propuesto que las dos actividades no se presentan simultdneamente, sino que son formas
alternantes del mismo complejo proteolftico. También es posible que las dos formas sean
responsables de la degradacién de diferentes tipos de substratos. Por ejemplo, Hipkiss et al. (408)
han demostrado que fragmentos peptfdicos producidos por tratamiento con puromicina 0 bromuro
de ciandgeno, son degradados en lisados de reticulocitos en ausencia de ATP. Ademds, Goldberg et
al. (160) han encontrado que la degradacién de la hemoglobina modificada mediante agentes
oxidantes se produce, en ausencia de ATP, tanto en reticulocitos como en eritrocitos. Por el
contrario, protefnas anormales de longitud de cadena correcta pero en las que se han substituido las
lisinas con el andlogo aminoetilcistefna, son degradadas por un proceso ATP-dependiente (260).
Por tanto, de los trabajos publicados hasta la fecha s6lo podemos concluir que existe un mecanismo
muy complejo de degradaci6n proteica en el reticulocito, con mds de una ruta ATP y
ubiquitina-dependiente, asf como otros mecanismos ATP-dependientes (y ubiquitina-independientes)
y ATP-independientes.
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Aunque el sistema proteolftico de la ubiquitina est4 claramente descrito en el reticulocito,
operando sobre todo en los iltimos estadios de maduracién de los reticulocitos a eritrocitos y en las
células de eritroleucemia, es menos conocida su presencia en otros tipos celulares. Haas et al. (236)
han encontrado que, en higado de conejo, una cistefnproteinasa rompe el enlace que une las dos
glicinas terminales de la ubiquitina eliminando, por tanto, su conjugacién a los grupos amino. La
inhibicién de esta proteasa produce la aparicién de una proteolisis ATP- y ubiquitina-dependiente.
Adeniés; el sistema de la ﬁbiduiﬁné también se ha Vencrzoritrédo‘ eri cércinbmés de mama de fat(VSn,r en
levadura, mtisculp e hfgado de mamfferos, en fibroblastos cultivados, en células vegetales, etc. (94,
155, 659).

1.10.- SISTEMAS PROTEOLITICOS ATP-DEPENDIENTES EN ESCHERICHIA COLI.

En muchos aspectos, nuestro conocimiento acerca de la degradacién de protefnas estd
mucho mds avanzado en E. coli que en células de mamfferos (205). Este microorganismo ofrece,
ademds de su mayor simplicidad, las ventajas de disponer de una gran cantidad de mutantes y de
permitir m4s ficilmente un andlisis completo, tanto bioqufmico como genético, del proceso
degradativo.

Entre los sistemas proteolfticos mejor caracterizados se encuentra el responsable de la
inactivacién proteolftica del represor del bacteriéfago lambda, estudiada principalmente por Roberts
et al. Se sabfa que este represor, que previene la expresién de los genes vfricos necesarios para el
crecimiento Iftico, era inactivado por tratamientos que afectan al DNA, tales como irradiacién con
luz ultravioleta o la mitomicina C. Roberts et al. encontraron que, en células tratadas con
mitomicina C, el represor es cortado en pequefios fragmentos. Este mecanismo proteolftico para
inactivar al represor difiere fundamentalmente de la forma cl4sica, en la que la induccién ocurre
por una unién reversible de una molécula pequefia a la protefna represora. Su importancia en la
inactivacién del represor se demostré al encontrar que mutaciones que previenen la induccién del
fago (como la mutacién bacteriana rec4™ o la mutacién ind del fago), también evitan la ruptura del
represor (539).

A continuacién, Roberts et al. reprodujeron este mecanismo in vitro. Encontraron que
extractos de una cepa de E. coli, en la que el represor es inactivado de forma constitutiva, son
capaces de llevar a cabo la ruptura in vitro del mismo en presencia de ATP y Mg®* (541). El ATP
no se podfa sustituir por otros nucledtidos y 1a enzima responsable de esta reaccién fue purificada e
identificada como el producto del gen rec4 (540). La protefna recA, una vez purificada, también
era capaz de cortar el represor, pero a una velocidad bastante reducida. Sin embargo, su velocidad
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se podfa restablecer afiadiendo DNA de simple cadena o diversos nucledtidos (107), lo que sugiere
que la formacién de un complejo ternario entre la protefna recA, un polinucledtido y el ATP es
necesaria para la activacién de la funcién proteolftica de la enzima.

El producto del gen rec4 es una protefna multifuncional de considerable importancia
reguladora en E. coli. Es esencial en la recombinacién genética y también en la expresién de las
denominadas respuestas SOS, que son un conjunto de funciones que ayudan a la supervivencia de la
célula en respuesta a agentes que lesionan el DNA, y que incluyen la induccién de la reparacién del
DNA, mutagénesis inducida, inhibicién de la divisién celular e induccién del profago. Ademds de
su accién como proteasa altamente especffica, la protefna recA purificada también es capaz de
promover el apareamiento in vitro de secuencias homélogas de DNA. La funcién como proteasa
parece estar implicada en la induccién de algunas, si no todas, de las respuestas SOS, ya que es
capaz de cortar no sélo al represor del fago lambda y del fago P22 de S. typhimurium, sino también
a la protefna lexA, que parece ser el represor de la formacién de la protefna recA. Su accién
catalftica en el apareamiento de DNA de simple cadena en DNA de doble cadena, probablemente
explica su papel en la recombinacién genética. La activacién in vitro de su funcién proteolfticé por
DNA de simple cadena, puede representar el mecanismo fisioldgico que desencadena la expresién
de las funciones SOS; puede ser que lesiones en el DNA expongan regiones de DNA de simple
cadena, o liberen fragmentos que puedan llevar a cabo la activacién de la enzima. No obstante, el
papel exacto del ATP al promover esta asociacién, y el cambio conformacional en la enzima que
activa su funcién proteolftica, todavfa no se han aclarado.

También se ha descubierto en E. coli una proteasa ATP-dependiente que puede estar
implicada en la degradacién de protefnas anormales. Goldberg et al. (449) demostraron que, en
extractos solubles de E. coli, el ATP estimula la proteolisis de un fragmento sin sentido de la
B-Galactosidasa y la degradacién de [“C] metil-globina. Anteriormente, diversos laboratorios
habfan intentado demostrar una estimulacién por ATP de la degradacién en E. coli, pero todos
fracasaron. El éxito de Goldberg et al. parece deberse al procedimiento de lisis de las bacterias,
que al ser mds suave no inactivaba la proteasa. Ademds, la actividad proteolftica ATP-dependiente
permanecfa asociada con la membrana celular. Sin embargo, esta asociacién con la membrana no
parece ser esencial para la estimulacién por ATP, ya que se obtiene el mismo efecto con
preparaciones m4s purificadas que son completamente solubles. Como este grupo ha logrado
separar, de entre otras enzimas proteolfticas ATP-independientes, una proteasa ATP-dependiente en
forma soluble, puede ocurrir que ésta haya sido liberada de la membrana o bien que ambas
representen dos sistemas enziméticos diferentes, que desempefian funciones fisioldgicas distintas.

La enzima, que se purificé parcialmente, ha sido denominada proteasa La y tiene una
necesidad absoluta de ATP y Mg”* (625); asimismo, también se demostré que era similar al
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producto del gen lon de E. coli (690). La relacién entre la funcién de este gen y la degradacién de
protefnas anormales ya habfa sido descubierta por Zipser et al., al aislar mutantes que presentaban
una deficiencia en la degradacién de los fragmentos sin sentido de la 8-Galactosidasa y demostrar
que dicha mutacién era idéntica a la que ya se conocfa previamente como mutacién lon (259).

Las mutaciones en el gen lon no tienen efecto alguno en la degradacién de la inmensa
mayorfa de las protefnas normales de E. coli, pero disminuyen la velocidad de degradacién de
pohpéptldos sin sentldo protefnas mertes 0 prote[nas contemendo canavanina o puromlcma aunque
en ninguno de estos casos la inhibicién es completa Ademés dicha mutacién también produce una
variedad de efectos pleiotrépicos, incluyendo una superproduccién de polisacdridos de la cdpsula,
un aumento de sensibilidad a la irradiacién y una divisién celular anormal. Sin embargo, quedaba
por explicar si estos efectos eran secundarios y debidos a una lesién principal en la degradacién, o
bien era ésta la que se inhibfa como resultado de otras alteraciones que interferfan con una amplia
gama de procesos.

Este punto fue aclarado por Markovitz et al., quienes identificaron el producto del gen lon
mediante técnicas de clonaje, y que result6 ser un polipéptido con una actividad proteolftica
ATP-dependiente (84). Al comparar sus propiedades con las de la proteasa La, se encontraron
muchas caracterfsticas similares, tales como la especificidad en cuanto a nucleétido y substrato,
susceptibilidad a inhibidores, inactivacién por calor y peso molecular aparente. Hoy se conoce, sin
ninguna duda, que esta enzima tetramérica es el producto del gen lon, que su expresién est4 ligada
a la exposicién de las células a un choque térmico y es inducida por la presencia de grandes
cantidades de protefnas anormales, en cuya degradacién juega un papel clave, asf como en la
degradacién de ciertos polipéptidos normales (90, 642).

Aunque el producto del gen lon es diferente de la protefna recA, también tienen
caracterfsticas comunes. Asf, ambos se unen al DNA y tienen una actividad ATPasa que es
estimulada por DNA y otros polinucle6tidos. Sin embargo, una diferencia notable estriba en el
hecho de que, mientras que la hidrélisis del ATP no resulta esencial para la actividad proteolftica
de la protefna recA, sf que lo es en el caso de la proteasa La. Por otra parte, recA sélo es capaz de
llevar a cabo una proteolisis limitada y sobre protefnas muy especfficas. Para la proteasa La se ha
observado una estimulacién de su actividad ATPasa por medio de la protefna substrato, y sélo la
degradacién de protefnas es la que requiere la hidrélisis del ATP, mientras que la degradacién de
pequeiios péptidos no. Ademds, la adici6n de protefnas desnaturalizadas como substratos es capaz
de estimular la actividad proteolftica contra los péptidos de pequefio tamaiio, y éstos pueden inhibir
la actividad ATPasa de dicha proteasa (200). Asf pues, la proteasa La parece actuar a través de un
mecanismo en el que las protefnas substrato y el ATP se unen a sitios alostéricos, que al ser
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ocupados activan el centro activo responsable de la proteolisis (411, 412). Este complejo
mecanismo parece que pudiera resultar una ayuda para evitar una excesiva o inadecuada proteolisis.

Mids recientemente se ha aislado otra proteinasa ATP-dependiente en E. coli, que ha sido
denominada Clp (o también proteasa Ti, dependiendo del grupo de investigacién) (282). Esta
enzima tiene un tamafio similar al de la proteasa La, est4 formada por dos componentes, CIpA y
CIpP - influyendo la actividad de uno sobre el otro - y ambos se necesitan para la proteolisis
ATP-dependiente. El componente ClpA, cuyo gen ClpA ha sido clonado y secuenciado (206), es la
subunidad reguladora, contiene dos sitios de unién de ATP y es 14bil en su ausencia. Curiosamente,
este componente se degrada a través de un proceso dependiente de CIpP, y presenta una vida media
in vivo alrededor de 1 hora. Esta subunidad forma parte de una familia de protefnas muy
conservadas y ampliamente difundidas en una gran variedad de sistemas celulares, que van desde E.
coli hasta el tomate o los 'tripanosomas (207), y cuya funcién se desconocfa hasta conocer su
homologfa con ClpA. El gen ClpP que codifica el componente ClpP, también ha sido clonado
(396). Esta subunidad es la responsable de la proteolisis y contiene el centro activo con el residuo
de serina. Aunque el tamafio del péptido codificado es de 21.679, su peso molecular nativo se
encuentra alrededor de 240.000 y, al microscopio electrénico presenta una estructura similar a la de
los proteosomas. Ademds, muestra una alta homologfa con una protefna codificada por el DNA
cloropldstico que estd muy conservada en los cloroplastos de distintas especies vegetales, y los
anticuerpos contra ClpP dan reaccién cruzada con protefnas de tamafio similar en bacterias,
eucariotas inferiores, plantas y células animales (397). Por tanto, el hecho de que ambas
subunidades estén muy conservadas y difundidas tanto en organismos procariotas como eucariotas,
indica que proteasas similares a Clp son elementos muy importantes de los procesos proteolfticos
dependientes de energfa.

En el caso de Clp, la actividad ATPasa se ve también estimulada por la presencia de
protefnas substrato, al igual que con la proteasa La, aunque la hidrélisis de pequefios péptidos no
necesita la presencia de ATP, al contrario de lo que ocurre con la proteasa La (689). En el
funcionamiento de estas dos proteasas ATP-dependientes, la hidrélisis de este nucle6tido no parece
ligada termodindmicamente a la ruptura del enlace peptfdico, sino que la reaccién dependiente de
energfa parece permitir, en un caso (proteasa Clp) el acceso al centro activo responsable de la
proteolisis, y en el otro (proteasa La) la formacién del mismo (635). La especificidad en cuanto a
substrato es diferente en ambas proteasas. Pero estas diferencias muy probablemente no residen tan
s6lo en los distintos centros activos de ambas enzimas, sino que al contener éstas lugares de unién
de protefnas, que son los que controlan la hidrélisis del ATP, debe ser la interaccién con dichos
sitios de regulacién los que determinan las velocidades de degradacién.
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1.11.- OTROS SISTEMAS PROTEOLITICOS ATP-DEPENDIENTES.

Todas las proteinasas ATP-dependientes que han sido, al menos parcialmente, purificadas y
caracterizadas hasta la fecha, se citan en la Tabla 4. Segiin se puede observar en la misma, estas
enzimas se pueden dividir en dos gfandes gmpos: el pfiméro estd formado por enzimas de
localizacién citosélica y se compone de cistefnproteinasas; el segundo estd constituido por
serfnproteinasas cuyo origen es bacteriano o mitocondrial. Ambos grupos tienen tres caracterfsticas
en comin, como son el estar integrados por enzimas que son protefnas oligoméricas, de alto peso
molecular y con valores alcalinos para el pH 6ptimo de su actividad enzimitica.

Las principales diferencias entre ambos grupos estriban en el residuo de amino4cido situado
en el centro activo y en el mecanismo de accién del ATP. Las cistefnproteinasas no requieren la
presencia de iones magnesio para su actividad, no se inhiben por el vanadato y son estimuladas
tanto por el ATP, como por los andlogos no hidrolizables del mismo. Todo ello indica que la
hidrélisis del ATP no se necesita para la actividad proteolftica, y que el papel que desempeiia el
ATP es miés bien el de efector alostérico que regula la actividad de la proteinasa. Asf, la funcién
del ATP parece consistir en estimular una actividad proteolftica basal (122, 123, 125), o bien
estabilizar la proteasa contra la desnaturalizacién térmica (109, 285).

Por el contrario, las serfnproteinasas sf que necesitan iones magnesio para su actividad
- con excepcién de la proteasa Clp de E. coli - se inhiben por vanadato y no son activadas por los
andlogos no hidrolizables del ATP. Por tanto, la hidrélisis del ATP es necesaria para la actividad
proteolftica, y son este grupo de enzimas las que verdaderamente son proteasas ATP-dependientes,
cuyo ejemplo mejor caracterizado lo constituye la proteasa La que acabamos de comentar en el
apartado anterior.

Una proteinasa que parece presentar propiedades comunes a ambos grupos, ha sido
purificada a partir de eritrocitos de ratones leucémicos (676). Esta enzima es de localizacién
citosélica, necesita de la hidrélisis del ATP para su actividad y es totalmente inhibida por
N-etilmaleimida, aunque es posible que en realidad se trate de una mezcla de proteasas. Asf, a
partir de la misma fuente, también se ha purificado otra proteinasa ATP-dependiente distinta de la
anterior (533).

También se ha demostrado la existencia de enzimas proteolfticas estimuladas por ATP en

diversas células de mamfferos. Asf, se ha purificado parcialmente una proteasa alcalina ATP-
estimulada a partir de hfgado, rifién, cerebro, misculo estriado y corazén de rata, que degrada
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TABLA 4.- PROTEINASAS ATP-DEPENDIENTES.

Peso
Procedencia Clase a molecular Pt Inhibidores b Ref.
(kDa) optimo
Miuisculo esquelético de rata, Cys 500 7,5 NEM,pHMBS 285
citosol
Musculo esquelético de rata, Cys 750 8-9 IAA, pHMBS 109
citosol
Higado de rata, citosol Cys 550 7,5-9,5 TAA(parcial) 124
Corazon de rata, citosol Cys 500 7-10 NEM, 1AA 123
Higado de ratén, citosol Cys 400 7,5-? NEM, pHMB 67
Cortex adrenal bovino, Ser 650 8,2 PheMeSOjF, NEM, 67
mitocondria vanadato
Higado de rata, matriz Ser 550 7,5-10 DFP, PheMeSOXF, 127
mitocondrial vanadato
Miuisculo esquelético de pollo, Ser 600 8 NEM, DFP 159
citosol
Escherichia coli ( Proteasa La ) Ser 370 9-9,5 DFP, pHMB, 411, 412,
vanadato 635

Escherichia coli ( Proteasa T i) Ser 370 8 DFP, NEM 282, 689
Escherichia coli ( Proteina recA ) Ser () 230 7,5 ? 205
Higado de rata, membrana interna ? ? 7,6 EDTA 520
mitocondrial
Células eritroleucémicas de raton, ? 600 7,8 NEM, hemina, 676
asociada a particulas vanadato
citoplasmaticas
Mamiferos, complejo 20S ? 700 7-10 NEM, pHMB, 138, 536
( Proteasa multicatalitica ) henina
Reticulocitos de conejo,complejo ? ? 7,8 NEM, EDTA, 183, 273,
26S ubiquitina-dependiente, citosol hemina 274

a Cys indica que la proteinasa se ha clasificado como cisteinproteinasa, Ser como serihproteinasa y el signo de
interrogacion que el dato en cuestion se desconoce o, si esta entre paréntesis, que no ha sido confirmado.
bAbreviaturas: DFP, diisopropil fluorofosfato; EDTA, 4cido etilendiaminotetraacético, IAA acido yodoacético;

NEM, N-etilmaleimida, pHMB, p-hidroximercuribenzoato; pHMBS, 4cido p-hidroximercuribencenosulfénico,
PheMeSO02F fenil metil sulfonil fluoruro.
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('cy globina (122). Esta enzima se diferencia de otras proteasas hepdticas ya conocidas, y en
particular de las Catepsinas lisosomales, porque:

1) Se encuentra en la fraccién soluble de los homogeneizados, incluso utilizando métodos
de lisis celular muy suaves.

2) Tiene un pH 6ptimo alcalino y es inactivada por debajo de pH 7.

3) Su peso molecular excede en mucho al de cualquier proteasa lisosomal conocida, pero
es similar al de la proteasa ATP-estimulada de los reticulocitos.

Presenta particular interés el hecho de que la proteasa hepética se estimula tanto por ATP
como por pirofosfato (122). Aunque el significado del efecto del pirofosfato no se ha aclarado,
puede que ambos factores actien alostéricamente sobre la actividad proteolftica. Por otra parte,
existen precedentes en los que la hidrélisis de pirofosfato puede reemplazar la rotura del ATP en
reacciones que necesitan energfa (690). Ademds, hay resultados contradictorios acerca de la

_necesidad de 1a hidrélisis del ATP en la estimulacién de la actividad proteolftica (122, 259).

Rapoport et al., al indagar sobre la posibilidad de que las mitocondrias de otras células
distintas del reticulocito, fueran objeto de degradacién por sistemas ATP-dependientes, han
caracterizado uno en la membrana interna de la mitocondria de hfgado de rata (520). Es capaz de
utilizar el ATP producido intramitocondrialmente, asf como el afiadido exteriormente. El sistema es
dependiente de iones La’* y se le ha atribuido como posible funcién fisiolégica, la ruptura selectiva

de la membrana interna mitocondrial.

Goldberg et al. (127) también han demostrado la existencia de una ruta ATP-dependiente
para la degradacién de protefnas mitocondriales. Han purificado, a partir de mitocondrias de hfgado
de rata, una endoproteasa ATP-dependiente que es activa contra [’H] metil-casefna y ['‘C] metil-
globina, pero no contra [“I} insulina. Esta proteasa se encuentra en la matriz mitocondrial, tiene
un peso molecular aparente de 55.000, y es activa s6lo a valores de pH alcalinos. El ATP, en
concentraciones fisiolégicas, estimula la actividad proteolftica entre 10 y 40 veces, aunque sélo en
presencia de Mg>*. Ademds, se necesita la hidrélisis del ATP en los pasos iniciales del proceso
degradativo. La enzima también contiene una actividad ATPasa, sensible al vanadato (un inhibidor
de ATPasas solubles). Estudios llevados a cabo mediante inhibidores de proteasas demuestran que,
esta endoproteasa ATP-dependiente, contiene probablemente una serina en su centro activo. Todas
estas caracterfsticas parecen diferenciarla claramente, tanto del producto del gen recA de E. coli,
como de la proteasa estimulada por ATP y descrita en el citosol de las células animales. Asimismo,
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también parece diferir considerablemente del sistema degradativo ATP-dependiente del reticulocito
descrito por Hershko et al., puesto que no necesita ubiquitina para su funcionamiento.

Sin embargo, esta endoproteasa sf que parece extraordinariamente similar a la proteasa La
de E. coli, siendo tanta la semejanza que incluso se ha sugerido como una posible evidencia del
origen bacteriano de las mitocondrias de las células eucariotas.

Mi4s recientemente, se ha descubierto una proteasa de alto peso molecular (700.000), de
origen no lisosémico y pricticamente presente en la totalidad de los organismos eucariotas, desde
las arqueobacterias hasta la células de mamfferos (108), que se ha denominado proteasa
multicatalftica. Estd ausente en los organismos procariotas, pero los anticuerpos producidos contra
la proteasa Clp de E. coli reconocen a esta proteasa multicatalftica, lo que sugiere una similitud
estructural entre ambas (635). No sélo estd ampliamente distribuida, sino que es relativamente
abundante y presenta una compleja estructura de miiltiples y distintas subunidades (unas 20, y de
un tamafio que oscila entre 21.000 y 34.000 daltons) dispuestas formando una estructura cilfndrica
hueca (27), y propiedades catalfticas hasta ahora inusuales. Este complejo, de coeficiente de
sedimentacién 20S, es similar, si no idéntico, a las partfculas 19S-20S denominadas prosomas y
presentes en todas la células eucariotas (161), y por ello se ha denominado también proteosoma.
Esta proteinasa posee al menos dos centros catalfticos y puede hidrolizar enlaces peptfdicos en el
extremo carboxilo de residuos de aminodcidos bdsicos, hidrofébicos o 4cidos (535). Los estudios
con inhibidores no han podido aclarar si se trata de una cistefn- o serfnproteinasa y también se
desconoce su mecanismo de catdlisis. EIl ATP no parece tener efecto en la mayorfa de las
preparaciones purificadas, pero recientemente se ha aislado en un forma ATP-dependiente (404,
536). En cuanto a las funciones propuestas para esta proteinasa, cabe sefialar que su vida media es
muy larga (12-15 dfas) (633), lo que parece indicar su importancia en las funciones de
mantenimiento celular.

Existe un segundo tipo de proteasa de alto peso molecular y compuesta de muiltiples
subunidades, que cataliza 1a degradacién ATP-dependiente de los conjugados de protefna-ubiquitina
(274). El funcionamiento y regulacién de ambos complejos de proteinasas en la proteolisis
intracelular es uno de los temas de investigacién mds actuales. Asf, se ha demostrado que este
complejo 26S ATP-dependiente que degrada protefnas unidas a ubiquitina, est4 integrado por tres
componentes distintos denominados CF-1, CF-2 y CF-3 (183). El ensamblaje de estos tres factores
para formar el complejo multienzimdtico 26S activo necesita Mg“-ATP, y también se requiere
ATP para su actividad proteolftica. El factor CF-3 ha sido identificado como el complejo
enzimdtico 20S de la proteasa multicatalftica (139, 156), que ademds parece constituir el micleo
catalftico del complejo 26S (175, 251, 301), aunque es un tema objeto de controversia, puesto que
otros investigadores han encontrado resultados opuestos (324).
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Finalmente, en el muisculo esquelético de pollo se ha descrito una proteasa ATP-
dependiente que hidroliza protefnas no unidas a ubiquitina y que se inhibe por los inhibidores de
serfnproteinasas (159). Sin embargo, hay que resaltar que algunas de las proteinasas descritas en la
Tabla 4 podrfan, bien ser la misma que se ha descrito en diferentes tejidos, o bien ser fragmentos o
subunidades tanto de la proteasa multicalftica como del complejo 26S.

1.12.- LA HIPOTESIS DE LA PLASTICIDAD MOLECULAR.

Un concepto en enzimologfa, hoy en dfa ya cldsico y con abundancia de ejemplos en la
literatura, es el hecho de que una protefna puede ser protegida contra la desnaturalizacién por
substratos o cofactores. Sin embargo, el fenémeno contrario, es decir, el efecto labilizador o
inactivador que pueden tener los distintos ligandos de una enzima, tardé mds en ser aceptado. El
primero en darse cuenta de la importancia de estos resultados, en agruparlos y resaltarlos, fue
Grisolfa en una amplia revisién elaborada hace veinte afios (217) y que proporcioné una vasta
fuente de informaci6n sobre este tema, sorprendentemente inadvertido hasta entonces.

A la hora de comprender la interpretacién que de estos efectos estabilizadores y
desestabilizadores se ha dado, es preciso hacer un poco de historia y observar el contexto en el que
surgen. Para explicar el mecanismo y la especificidad de 1a accién de las enzimas, Fischer (170)
sugirié en 1894 los conceptos de la cerradura y la llave, y de la plantilla; ambos requerfan la
existencia de una complementariedad en las superficies del substrato y de la enzima, y atribufan la
falta de reactividad de moléculas geométricamente diferentes del centro activo de la enzima a
impedimentos estéricos.

“Sesenta afios mds tarde, la teorfa de la " adaptacién inducida ", propuesta por Koshland
(338), supuso la mis clara y definitiva afirmacién del papel que la flexibilidad del centro activo
juega en el funcionamiento de las enzimas. Asf, hoy en dfa estd totalmente aceptada la idea de que
la unién de ligandos especfficos (substratos, cofactores, etc.) va acompaiiada de transiciones
conformacionales en las enzimas. Por tanto, es incorrecto el concepto tedrico de una inica

conformacién " nativa " para una protefna, como también lo es el uso indiscriminado de la
" adaptacién inducida " para indicar y explicar cualquier cambio inducido por un ligando en la
conformacién de una protefna. Sin embargo, el término " adaptabilidad conformacional ", utilizado
por Theorell (639), resume muy claramente el punto de vista actual sobre el significado bioldgico

de la naturaleza flexible de las protefnas.
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No obstante, esta evidencia dio lugar a una amplia gama de expresiones, tales como
flexibilidad, elasticidad, plasticidad, adaptabilidad, etc., que venfan a querer describir, en lugar de
definir, el fenémeno. Todo ello, junto con una abundante documentacién y evidencia experimental
de la importancia biolégica de la respuesta conformacional, condujo a Grisolfa a formular en 1964
su hipdtesis de la plasticidad molecular (217, 223, 224, 228) y que puede resumirse en los
siguientes apartados:

1.- Las enzimas son eldsticas y estdn sujetas a isomerizacién estructural durante la
catdlisis. Por tanto, tras finalizar la conversi6n del substrato en producto, deben de
volver a su conformacién inicial para comenzar un nuevo ciclo enzimdtico.

2.- La conformacién enzimdtica estd influida por el medio catalftico. Las diferencias
conformacionalés que puede adoptar una molécula de protefna, como las de cualquier
otra, deben seguir la distribucién energética predicha por la ecuacién de Boltzman:

N; = ActV/kT

donde N; es la concentracion de conférmeros de un nivel de energfa dado (&j), k la

constante de Boltzman, T la temperatura y A = (Ni)/(esi/kT).

3.- Las distintas conformaciones de la enzima pueden responder de forma diferente a
agentes qufmicos, ffsicos o biolégicos. Consiguientemente, la estabilidad vendrd
determinada por la altura de la barrera energética que separa el cambio reversible
(eldstico) del irreversible (pldstico), y de la distribucién de las moléculas de protefna
entre las diversas conformaciones y sus correspondientes niveles energéticos. El
término pldstico implica, no sélo la capacidad de la protefna de ser moldeada o
alterada por ligandos o factores ambientales, sino también la de retener la forma
después de la modificacidn, puesto que al traspasar el lfmite de elasticidad, el cambio
pldstico que tiene lugar conduce a un menor grado de libertad.

4.- Actividad y estabilidad estdn relacionadas y son, probablemente, muy similares desde
un punto de vista mecanfstico. Todo lo necesario, pues, para explicar los cambios en
estabilidad inducidos por substratos, es que las conformaciones con diferente energfa,
producidas por las uniones con ligandos, conducen a una mayor o menor facilidad en
la desnaturalizacién.

-55-



INTRODUCCION

1.13.- MEDIDA DEL RECAMBIO PROTEICO.

El recambio o " turnover " de una protefna es un término que se utiliza para describir el
proceso global de renovacién que experimenta la masa de una protefna. Por tanto, el concepto de
" velocidad de degradacién proteica ", puede tener distinto significado segin su contexto. Cuando
se refiere al recambio de una protefna especffica, puede expresar la velocidad de pérdida de
actividad enzimdtica, o de antigenicidad de dicha protefna. En cambio, cuando se considera la
degradacién de grupos de protefnas celulares, el término indica la velocidad de produccién de
aminodcidos libres a partir de dicho grupo de protefnas. Este proceso de recambio puede implicar
la produccién de nueva materia, la desaparicién de parte de la presente o0 incluso el intercambio de
la misma entre dos 0 mds compartimientos. Por tanto, el uso de este concepto pretende enfatizar el
hecho, hoy en dfa ya profundamente demostrado y aceptado, de que el nivel intracelular de una
protefna estd controlado, tanto por su velocidad de sfntesis como por su velocidad de degradacién,
y que cualquier cambio en el mismo proviene de un cambio en alguna o en ambas velocidades. En
condiciones de estado estacionario, es decir, cuando la masa total de una protefna no experimenta
ningin cambio, su velocidad de sintesis y de degradacién deben ser iguales. La reaccién de
degradacion se puede describir como:

Kp
E =) p

siendo E la enzima nativa, p el producto del paso irreversible y limitante de la velocidad en la
degradacién de E y K, la constante de velocidad para dicha reaccién. La ecuacién de velocidad

para la reaccién anterior es:

dE(t)/ dt = 'KD . E(t)
puesto que se ha observado que el proceso degradativo sigue cinéticas de primer orden, mientras
que la sfntesis de protefnas se ajusta a cinéticas de orden cero. Al integrar la ecuacién anterior

obtendremos:

_ Kp-t
Ey=Eg €7D

o bien:

In [E(O)/E(t)] = KD -t



INTRODUCCION

siendo E, el mimero inicial de moléculas de protefna presentes, y E, el mimero de las restantes

después de un tiempo t.

La vida media de una protefna (t,;) se define como el tiempo requerido para que la mitad

de las moléculas inicialmente presentes sean degradadas. Por tanto, su relacién con la constante de
welocidad de la degradaci6n es:

t% = 11'1 2/KD

y constituye un pardmetro itil cuando se quieren comparar velocidades de degradacién entre
diferentes protefnas.

Obviamente, tanto la sfntesis como la degradacién de una protefna son procesos celulares
complejos, que implican diferentes pasos, muchas veces todavfa desconocidos, por lo que este
tratamiento matemdtico resulta de una simplificacién. Asf, en experimentos de determinacién de
velocidad de recambio, 1a sfntesis proteica se observa tan s6lo como aparicién de nuevas moléculas,
mientras que la degradacién se mide, usualmente, en forma de pérdida o desaparicién de protefna a
partir de un acervo intracelular de moléculas semejantes.

Esencialmente, todas las aproximaciones a la medida de la degradacién proteica implican
alguno de los métodos siguientes:

1.- Medida de: a) pérdida de protefna, o b) liberacién de amino4cidos, después de la
insercién intracelular de una protefna marcada.

2.- Medida de: a) pérdida de protefna, o b) liberacién de amino4cidos después del marcaje
con precursores radiactivos.

3.- Medida de la velocidad de produccién de un producto no metabolizable y que puede
relacionarse directamente con una protefna en particular.

4.- Célculos indirectos a partir de medidas de 1a velocidad de sfntesis y de cambios en el
contenido intracelular de una determinada protefna.

La eleccién de un método dependerd del sistema sobre el que se vaya a trabajar y de la

protefna sometida a estudio. Los resultados que se obtengan, siempre se aplicarédn al célculo, en la
forma m4s precisa posible, de la constante de velocidad de la degradacién. Por ello, las medidas
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que se deben llevar a cabo descansan, en gran parte, en el uso de los métodos isot6picos. En

nuestro caso, y al haber elegido 1a OTC como modelo para el estudio de los procesos de recambio

de las protefnas mitocondriales hepdticas, dos son las alternativas que se presentan:

A)

ministracién de un precursor mar n_un \ini

Este procedimiento, que es el mds simple para la determinacién de la constante de
velocidad, consiste en seguir 1a pérdida del marcaje que experimenta la protefna o
fraccién celular -en cuesti6n, en funcién del tiempo transcurrido desde una unica
administracién de un amino4cido radiactivo. La representacién del logaritmo de la
cantidad de radiactividad que permanece en la protefna frente al tiempo transcurrido,
debe dar una Ifnea recta cuya pendiente es igual a - Ky, puesto que el proceso de

degradacién proteica intracelular sigue una cinética de primer orden.

Bajo condiciones de estado estacionario se suele medir la pérdida de radiactividad
especffica, mientras que en condiciones no estacionarias, en las que el nivel de
protefna esté cambiando, se determina la pérdida del total de la radiactividad
incorporada. Uno de los principales problemas de esta técnica, es el uso frecuente de
precursores radiactivos que sean susceptibles de sufrir una extensa reutilizacién. Esta
es consecuencia del recambio proteico, que provoca que nuevas moléculas del
amino4cido radiactivo aparezcan de nuevo en el acervo intracelular de amino4cidos,
conduciendo a un aumento en el marcaje de 1a protefna a lo largo del tiempo en el que
las medidas se estdn realizando. El resultado es una sobrestimacién del valor real de la
vida media, tanto mayor cuanto menor es el tiempo de recambio de la protefna.

Existen diversas aproximaciones para minimizar el problema de la reutilizacién. Una
de ellas hace uso de arginina marcada con "“C en el grupo guanidino, como precursor
para el marcaje de las protefnas hepdticas. La alta concentracién de Arginasa en el
hfgado, hidroliza rdpidamente el carbono del grupo guanidino a urea, que desaparece
del acervo intracelular. Una modificacién de este método consiste en utilizar como
precursor radiactivo [‘C] carbonato. Puesto que solamente el hfgado tiene un notorio
ciclo de la urea, s6lo en este tejido se produce una apreciable incorporacién al grupo
guanidino de la arginina. No obstante, el [“C] carbonato también se incorpora al grupo
carboxilo de la arginina y de otros amino4cidos, aunque en estos casos, la posibilidad
de reutilizacién es muy baja (626).
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B) Administracién de dos isétopos.

Arias et al. (25) introdujeron el método denominado del doble isétopo para la
determinacién de K. En esta técnica se administra un amino4cido marcado con un
isétopo (por ejemplo, [‘C]leucina) y se deja que vaya decayendo por un perfodo
determinado de tiempo. Una vez transcurrido éste, se da una segunda forma isotdpica
del mismo amino4cido (por ejemplo, [’H] leucina) - aunque también puede emplearse
otro precursor cualquiera, siempre que esté marcado con un isétopo distinto del
primero - al mismo animal, que es sacrificado tras un breve intervalo de tiempo. La
relacién entre las actividades radiactivas del segundo y el primer is6topo (o sea, el
cociente entre [’H] dpm./[“C] dpm.), incorporadas en cualquier protefna, da una
indicacién relativa de su velocidad de degradacién. Esa relacién es, ademis,
equivalente al cociente E_/E , siendo t el intervalo entre las dos dosis de precursor
radiactivo y, por tanto, constante para cada experimento. Luego la representacién del
In (H] dpm./[“C] dpm.) frente a Ky para varias protefnas debe dar una lfnea recta,
cuyo valor es funcién de las cantidades que se administren de los precursores
radiactivos y del intervalo entre ambos.

La facilidad experimental con que se obtienen los datos de incorporacién de cada is6topo,
proporcionaba un gran valor potencial al método en el estudio de la degradacién proteica. Sin
embargo, era dificil valorar su precisién, asf como establecer comparaciones con otros métodos,
pues éste s6lo da una relacién entre actividades radiactivas y no una constante de velocidad de
degradacién.

Posteriormente, Glass y Doyle (195) mostraron que se podfa construir una curva estdndar
representando los valores conocidos de K, (calculados por otros procedimientos, como el marcaje

con [“C] arginina), frente a los valores experimentales que se obtienen al calcular el logaritmo del
cociente entre la radiactividad incorporada para cada uno de los isétopos. La pendiente de esta recta
es igual al valor de la constante de proporcionalidad y, por tanto, dada una relacién cualquiera

entre actividades radiactivas incorporadas a una protefna, se puede obtener la K, correspondiente a
partir de la mencionada curva estdndar.

La validez de la aplicacién de ésta técnica reside en las siguientes condiciones:

- Las velocidades de sfntesis y degradacién son idénticas entre la primera y la segunda
inyeccién de is6topos.

- Las protefnas bajo estudio siguen una cinética exponencial de degradacidn.
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- En el momento en que se sacrifica el animal, las cinéticas de degradacién de las
protefnas marcadas con H y con “C deben decrecer a la misma velocidad.

Por tanto, en esta técnica es importante la eleccién de un adecuado intervalo de tiempo
entre ambas administraciones de los is6topos, que deberd variar dependiendo del rango de vidas
medias examinado. Para cdlculos precisos de constantes de velocidad de protefnas de recambio muy
rdpido, se necesitard utilizar un intervalo corto. Ademis, en estos casos también es importante
emplear precursores radiactivos que presenten una mfnima reutilizacién, sobre todo en el caso del
primer is6topo.

1.14.- ORNITINA TRANSCARBAMILASA.

1.14.1.- PERSPECTIVA HISTORICA.

La Ornitina Transcarbamilasa fue descubierta en 1948 por Grisolfa y Cohen, cuando
demostraron la fijacién enzimdtica de anhfdrido carbénico y amonio a la ornitina para formar
citrulina (100, 218, 219). Posteriormente, localizaron el proceso en una fraccién particulada del
hfgado y vieron que tenfa lugar en dos pasos catalizados por dos enzimas diferentes, la primera de
ellas daba origen a un compuesto intermedio, fosforilado e inestable, al que denominaron
compuesto X y en el segundo paso se formaba citrulina mediante la transferencia del " grupo
carbamil activo " de dicho compuesto X, al grupo 6-amino de la ornitina. M4s adelante, Jones,
Spector y Lipmann (295) sintetizaron qufmicamente el carbamil fosfato y demostraron su identidad
con el compuesto X, tal y como habfa sido previamente propuesto por Korzehovsky (citado en
172). Ulteriormente, cuando se purificaron y aislaron ambas enzimas, fueron identificadas como la
Carbamil Fosfato Sintetasa I y la Ornitina Transcarbamilasa.

Por tanto, 1a Ornitina Transcarbamilasa cataliza el segundo paso en la biosfntesis de urea
que tiene lugar en el hfgado de los animales ureotélicos. Su primera purificacién parcial fue
realizada también por Grisolfa y Cohen (220) al separarla, mediante inactivacién térmica, de la
CPS 1. Otras purificaciones parciales fueron realizadas en 1957 por Reichard (527), para la enzima
de hfgado de rata, y por Burnett y Cohen (77), para la de hfgado bovino; a partir de las mismas, se
determiné la estequiometrfa de la reaccién que cataliza la Ornitina Transcarbamilasa y que quedé
establecida de 1a siguiente forma:
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H,N(CO)PO,” + H,N(CH,),CH(NH,")CO, wmmmmmmmsp H N(CO)NH(CH,),CH(NH,")CO,” +HPO,”
Carbamil Fosfato Ornitina Citrulina Fosfato Inorgénico

La enzima de hfgado bovino fue purificada totalmente por Marshall y Cohen (380), quienes
proporcionaron un método de purificacién sencillo, ficilmente reproducible y que partfa de una
fuente muy adecuada para obtener suficientes cantidades de enzima y poder estudiar sus
propiedades con detalle. Es por esta raz6n por lo que, hasta la posterior aparicién de métodos de
purificacién para la enzima de rata, ha sido la enzima de hfgado bovino la mds estudiada y de la
que mds datos, en cuanto a propiedades ffsicas, cinéticas y mecanismo de reaccién enzimdtica, se
dispone (379-387). Posteriormente a Marshall y Cohen, se han descrito preparaciones de Ornitina
Transcarbamilasa pura a partir de rifién de pollo (644), de hfgado de conejo (485), de rata (97,
121, 267, 375), de ratén (72), humano (301, 499), asf como de diversos microorganismos - resulta
interesante destacar que, en bacterias, se encuentran dos OTC distintas: una anabdélica, que
participa en la biosfntesis de arginina, y otra catabélica, que estd implicada en la degradacién de
dicho amino4cido - (1, 45, 151, 191, 359, 380, 455, 464, 543, 671), peces (695) y vegetales -
donde se suele presentar como un tetrdmero (2), aunque con subunidades de tamafio similar al del
resto de las otras OTC - (320, 388, 632), e incluso ha sido cristalizada (58). Los diversos métodos
de purificacién que se han descrito en la bibliograffa, y que mejoran considerablemente, en cuanto
a pureza y rendimiento, los resultados iniciales obtenidos por Reichard con la enzima de hfgado de
rata, han utilizado técnicas muy variadas, como por ejemplo: fraccionamientos con sulfato amdénico
(380), cromatograffa de intercambio iénico (375), cromatograffa de interaccién hidrofébica de alto
rendimiento (413) o cromatograffa de afinidad (121, 267). Sin embargo, es esta iiltima estrategia la
mds versdtil, puesto que la enzima proveniente, en principio, de cualquier fuente, se puede
purificar por cromatograffa de afinidad mediante su interaccién con un ligando inmovilizado: el
0-N(Fosfoacetil)-L-Ornitina (6-PALO), que es un potente inhibidor de la Ornitina
Transcarbamilasa, por ser un andlogo del estado de transicién de la reaccién que cataliza esta
enzima (265, 423, 495).

Por otra parte, casi todo cuanto se conoce acerca de su biosfntesis y de la influencia que
sobre ésta ejercen los factores nutritivos y hormonales, proviene de estudios llevados a cabo con
material procedente de hfgado de rata. No obstante, todas las enzimas procedentes de mamfferos se
han mostrado muy semejantes en cuanto a propiedades ffsicas y composicién en amino4cidos,
aunque se han descrito algunas diferencias en los residuos aminoterminales y en la actividad
especffica de las diversas preparaciones, incluso procedentes de una misma fuente (119).
Ultimamente, ha sido posible conocer la estructura primaria de diversas OTC, pues han sido
clonados y secuenciados los cDNA correspondientes a l1a OTC de hfgado humano (269), de rata
(344, 630) y de ratén (657), asf como los genes completos que codifican para la enzima humana
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(247), de rata (631), de rat6n (570), las enzimas anabélica (287) y catabdlica (45) de Pseudomonas
aeruginosa, las dos enzimas anabélicas de E. coli (52, 348, 650) y las pertenecientes a levadura
(106), Aspergillus niger(78) y Pachysolen tannophilus (603). La semejanza bioqufmica observada
entre las enzimas de mamfferos se ha visto confirmada a nivel molecular. Asf, por ejemplo, 1a OTC
humana y la de rata presentan una homologfa del 95 % a nivel de DNA y del 90 % en
amino4cidos, mientras que la homologfa entre las enzimas de rata o humana y de E. coli es del
39 % en amino4cidos.

1.14.2.- CARACTERISTICAS GENERALES.

La OTC se encuentra en la matriz mitocondrial (182) de las células hepdticas de los
animales ureotélicos (80, 225, 515). Esta enzima también se ha encontrado en la mucosa intestinal
( 143, 241, 453, 515), en las células blancas de la sangre (452, 688) y en rifién (21, 604, 645,
646), de los mismos animales ureotélicos, aunque en todos estos casos en niveles muy bajos, pero
metabdlicamente significativos y siempre localizada en la mitocondria. Se postula que el papel de la
presencia extrahepdtica de esta enzima, serfa el de participar en la biosfntesis de arginina. Asf, la
citrulina producida por la accién de la CPS I - que también se encuentra en todos los 6rganos
mencionados para la OTC - y de la OTC, circularfa hacia otros tejidos donde serfa convertida en
arginina. M4s recientemente se ha sugerido, mediante un andlisis bioqufmico e inmunocitoqufmico,
la posibilidad de que la OTC y la CPS I estén formando un complejo enzimdtico parcialmente
asociado a la membrana interna mitocondrial (512), aunque otros estudios no han confirmado esta
hipétesis (241). .

La enzima no tiene otros requerimientos especfficos mds que los substratos, y ni 4cidos
carboxflicos, ni nucleétidos ni otros cofactores se ha visto que tengan efecto sobre su actividad in
vitro (375). Una propiedad comiin a todas las enzimas que se han estudiado, incluyendo las que
proceden de bacterias o de plantas, ha sido su relativa estabilidad térmica, soportando temperaturas
entre 60° y 65° C. La OTC de mamfferos es codificada por genes nucleares situados en el
cromosoma X (120, 532, 597), sintetizada en los ribosomas 80S en forma de un precursor de
39.400 daltons, 32 amino4dcidos mayor que la subunidad madura (36.000 daltons) y transportada,
en asociacién con un procesado proteolftico postranslacional y dependiente de energfa, al interior
de la mitocondria, donde se ensambla en un homotrfmero enzimiticamente activo (ver epfgrafe
1.14.4.).
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1.14.3.- ORNITINA TRANSCARBAMILASA DE HIGADO BOVINO.

Como ya se ha indicado, la primera preparacién totalmente homogénea la consiguieron
Marshall y Cohen a partir de una extraccién, mediante detergente, de toda la fraccién particulada
del hfgado bovino. La enzima era homogénea con respecto a su peso molecular (108.000,
determinado a partir de su posicién de eqhilibrio de sedimentacion en un medio no
desnaturalizante, y 36.000 en hidrocloruro de guanidina 6 M), y daba lugar a una unica banda, de
peso moiecular 37.000, en una electroforesis en presencia de dodecil sulfato sédico (SDS). Sin
embargo, el enfoque isoeléctrico en geles de poliacrilamida demostré que la preparacién de OTC
estaba formada por varias especies, todas ellas con actividad enzimdtica y, muy probablemente,
provenientes de 1a hidrélisis de grupos amida en subunidades que eran en origen idénticas. Esta
poblacién heterogénea estaba presente en cantidades progresivamente decrecientes conforme
aumentaba la carga negativa neta, y tenfan puntos isoeléctricos acordes con la interpretacién dada
(pI del componente principal 6,8). Ademds, cuando se separaron mediante técnicas cromatogréficas
(379) se demostré que todas tenfan la misma actividad especffica. Por otra parte, en todos los casos
se pudo recuperar cuantitativamente a partir de los extremos amino y carboxiterminales,
asparragina y lisina-fenilalanina respectivamente, demostrando que la falta de homogeneidad no era
debida a proteolisis.

La enzima forma complejos binarios muy estables con carbamil fosfato, pero no con
ornitina (K, > 5 mM), ni con su inhibidor competitivo, 1a norvalina. La unién del carbamil fosfato
es un proceso completamente reversible y que no va acompafiado de su hidrélisis o de la
carbamilacién de la enzima, resultados que coinciden con los que ya describiera Reichard para la
enzima de rata, al observar que ésta no catalizaba un intercambio entre carbamil fosfato y
[“C] citrulina (527).

En presencia de norvalina, el carbamil fosfato se une m4s fuertemente que en el complejo
binario, permitiendo por tanto medir la estequiometrfa del enlace directamente. Los resultados que
se obtuvieron - 1 mol de carbamil fosfato unido por cada 38.000 g - indicaban un lugar de enlace
por cada subunidad. Las curvas de valoraci6n para el enlace del carbamil fosfato presentaron, tanto
en presencia como en ausencia de norvalina, mds de un punto de inflexién, y fue necesario hacer
uso de, por lo menos, tres constantes de disociacién para interpretar los resultados, probablemente
debido a una interaccién anticooperativa entre los centros activos. Por otra parte, los resultados de
la unién de norvalina en presencia de carbamil fosfato dan lugar a una sola constante de
disociacién, que a pH 7,9 es de 20 uM. La ornitina, pero no la norvalina, es capaz de unirse al
complejo que forman la enzima y el fosfato inorg4nico.
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Los estudios cinéticos con la enzima bovina se realizaron a 25° C y la determinacién de V,_
y K, orn se realizé a concentraciones saturantes de carbamil fosfato y en funcién del pH. K, opy varfa
con el pH y de forma muy similar a 1a variacién en la concentracién de las formas isoeléctricas de
la ornitina. Snodgrass obtuvo esencialmente los mismos resultados con la enzima humana (605). Si
la forma reactiva de la ornitina es aquella cuya carga neta es 0, ésta debe ser, muy probablemente,
aquella que presenta el grupo d-amino sin ionizar (10 % del total de la forma isoeléctrica), ya que
solamente son efectivos como inhibidores ‘competitivos aquellos andlogos que presentan un grupo
a-amino cargado (381). K, » disminuye conforme lo hace el pH. La variacién de la velocidad

md4xima se ajusta a la de una curva de valoracién para un grupo que posea un pK = 6,65.

El fosfato inorgdnico es un inhibidor competitivo con respecto al carbamil fosfato, bien a
través del complejo binario enzima-fosfato, bien a través del complejo terciario enzima-fosfato-
ornitina, el cual predomina a altas concentraciones de ornitina. El enlace ordenado y secuencial de
los substratos ha dado lugar al mecanismo propuesto en la Figura 2.

La combinacién del efecto inhibidor de la ornitina y del enorme desplazamiento del
equilibrio en la direccién de sfntesis de citrulina (K, = [cit] [HPOf'] / [Orn™] [CP] es 7 mM a
25° Cyy, por tanto, a pH 7,9 tendremos que: K_, = 6 -10%) han hecho muy diffcil el estudio de la
reaccién inversa. Sin embargo, la arsenolisis de la citrulina, que fue descubierta por Grisolfa y

Marshall (226) con la OTC de hfgado de rata, se ha utilizado como método clfnico para ensayar la
enzima (528).

A pH 8 ningiin andlogo de la ornitina de los que se han ensayado, incluyendo el 4cido
L-2,4-diaminobutfrico, L-lisina y D-ornitina, se carbamila. Sin embargo, a pH > 9 se sintetiza,
aunque muy lentamente, homocitrulina a partir de lisina. Grisolfa y Harmon (221) demostraron,
utilizando una preparacién cruda de la enzima de rata, sintesis de 6-N-acetilornitina a partir de
L-ornitina y acetil fosfato. Este es capaz de substituir como substrato al carbamil fosfato, aunque
no es un inhibidor efectiva del mismo a altas concentraciones de ornitina, muy probablemente
debido a que 10 proporciona un lugar adecuado para 1a misma.

La OTC de hfgado bovino contiene tres clases de grupos sulfhidrilo, cuya estequiometrfa
indica la existencia de un grupo de cada clase por subunidad (382). Los residuos SH de la primera
categorfa, denominada " no esencial ", se caracterizan por reaccionar rdpidamente sin afectar a la
actividad enzimidtica y son ficilmente oxidados, dando lugar a la formacién de dfmeros. Los

residuos de la segunda categorfa, denominados " esenciales ", reaccionan de forma mucho mis

lenta y selectiva que los " no esenciales ", dando lugar a una pérdida de la actividad que es
totalmente evitable por la presencia de carbamil fosfato; también se pueden proteger, de manera

reversible, por oxidacién con cistamina. Los residuos de la tercera categorfa, denominados
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CcP orn Cit Pi

Ky ” K2 K3”KA Ks ”Ks K7”K8 .

E E-CP E:CP-Orn<— E .PisCit E«Pi E

FIGURA 2.- MECANISMO DE LA REACCION CATALIZADA POR LA
ORNITINA TRANSCARBAMILASA.

E: Enzima; CP: Carbamil fosfato; Orn: Ornitina; Cit: Citrulina; Pi: Fosfato
indrganico.
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" inmersos ", solo reaccionan en presencia de agentes desnaturalizantes. Ademds, se han
determinado las posiciones aproximadas de los residuos de cistefna en la estructura primaria de la
enzima y se ha identificado la cistefna " esencial " (ver Figura 3).

El fosfato de piridoxal - que origina de forma selectiva bases de Schiff con residuos de
lisinas que se encuentran en los centros activos de las enzimas que utilizan organofosfatos como
substratos (102) - reacciona con un residuo de lisina situado en el fragmento peptfdico
aminoterminal de 76 residuos, dando lugar a un derivado que es totalmente inactivo (383). La
presencia de carbamil fosfato en concentraciones saturantes evita dicha inactivacién, indicando que
esa lisina " esencial ", que se encuentra en un entorno hidrof6bico, es parte del lugar de enlace del
carbamil fosfato o se encuentra junto al sitio de unién del grupo fosforilo que estd constituido,
principalmente, por un residuo de arginina excepcionalmente reactivo. Tanto la lisina - que
reacciona especfficamente con el fosfato de piridoxal - como la arginina - que reacciona con
butanodiona y fenil-glioxal, dando lugar a derivados también inactivos - se encuentran junto al
grupo sulfhidrilo " esencial " en la estructura cuaternaria de la enzima, pues al bloquear éste con
p-hidroximercuribenzoato se evita la formacién de cualquiera de los derivados inactivos, aunque los
grupos lisina y sulfhidrilo se encuentran en los extremos opuestos de la cadena
polipeptfdica (384-387).

1.14.4.- ORNITINA TRANSCARBAMILASA DE HIGADO DE RATA.

Las propiedades ffsicas de esta enzima son muy similares a las de origen humano, bovino o
de ratén. A pesar de que, en un principio, también se describieron para las enzimas bovina y de
rata cinéticas que no corresponden a la simple ecuacién de Michaelis-Menten (265, 380), mids
adelante se comprobd que la enzima de rata sf que respondfa a esta ecuacidn, incluso a muy altas
concentraciones de carbamil fosfato (267, 375). Ademds, se ha postulado la existencia de un factor
en el hfgado de rata responsable de esta falta de correspondencia con la ecuacién de Michaelis-
Menten (267). Andlogamente a lo que sucede con la enzima bovina, no parece estar regulada su
actividad por modificaciones alostéricas, sino por las concentraciones mitocondriales de carbamil
fosfato y ornitina (375). Sin embargo, muy recientemente se ha demostrado que la protefna hep4tica
que une con mayor afinidad cadmio es la OTC (19, 20). El cadmio es un agente citotéxico que se
acumula principalmente en hfgado y rifi6n, e intracelularmente se concentra sobre todo en la
mitocondria (444). Por tanto, aunque su mecanismo de toxicidad no se conoce, parece que la OTC
constituye el blanco de su acci6n, pues inhibe fuertemente su actividad, asf como la produccién de
urea en hepatocitos cultivados (20)
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FIGURA 3.- SITUACION APROXIMADA DE LAS CISTEINAS EN LA
ESTRUCTURA PRIMARIA DE LA ORNITINA

TRANSCARBAMILASA BOVINA.
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En los tltimos doce afios se ha trabajado intensamente en la ruta biosintética de esta
protefna, pues constituye, como vamos a ver a continuacién, un magnffico modelo para el estudio
de las enzimas mitocondriales y de la biogénesis mitocondrial.

Se comenz6 por llevar a cabo la sfntesis de la OTC de hfgado de rata en un sistema libre de
células, o sea in vitro, con objeto de determinar el tamafio del producto primario resultante de la
traduccion del correspondiente mRNA (104, 425). Para ello se tradujo, en un lisado de
reticulocitos de Conejo tratado con nucleasa, el RNA total o poli (A)* H* RNA de hfgado de rata y
en presencia de [’S] metionina. El polipéptido sintetizado se inmunoprecipité utilizando un
anticuerpo especffico contra la enzima madura y células de Staphylococcus aureus portadoras de
protefna A. Los inmunoprecipitados se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida/SDS,
y posterior fluorograffa. Se encontré que el producto de la sfntesis se desplazaba m4s lentamente
que la subunidad de la enzima madura. El tamafio aparente era de 39.400 daltons, es decir, 3.400
daltons mayor que la subunidad madura. Este producto fue identificado como el precursor de la
Ornitina Transcarbamilasa (pOTC) en base a los siguientes resultados:

a) Cuando se substitufa el anticuerpo por IgG control no se detectaba ninguna banda
radiactiva en la posicién esperada,

b) Se obtuvo el mismo producto utilizando el sistema de traduccién del germen de trigo,
¢) La enzima madura competfa, de forma efectiva, con el precursor por el anticuerpo,
d) El precursor producfa fragmentos proteolfticos similares a los de la enzima madura.

Todos estos resultados indican que la Ornitina Transcarbamilasa es inicialmente sintetizada
en forma de un precursor de mayor tamafio, el cual debe ser transportado al interior de la
mitocondria y procesado proteolfticamente para dar lugar a l1a forma madura de la enzima. Estudios
anteriores a la obtencién de estos resultados ya habfan demostrado que muchas de las protefnas
mitocondriales, tanto de la matriz como de l1a membrana interna, del espacio intermembranas y de
la membrana externa, de los animales superiores asf como de levadura y Neurospora, son
sintetizadas en forma de precursores de mayor peso molecular y conteniendo segmentos peptfdicos
extras comprendidos entre 2.000 y 6.000 daltons, que casi siempre son N-terminales (para una
revisién consultar las refs. 469 y 658).

No obstante, las protefnas mitocondriales se distribuyen en cuatro compartimientos
(membranas interna y externa, matriz y espacio intermembranas), para lo cual no sélo es necesaria
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la presencia del péptido sefial, sino probablemente también la existencia de otro(s) dominio(s) de la
protefna, distante(s) del primero, que lleva(n) la informacién necesaria para decidir la distribucién
de 1a protefna en cuestién dentro de 1a mitocondria, y que parece(n) funcionar como sefial(es) de
parada de transferencia, por lo que las protefnas de la matriz carecerfan de ellos (467).

. Polisomas libres y unidos a membranas de hfgado de rata fueron incubados de forma
separada y los productos resultantes ensayados en busca de sfntesis de albiimina y pOTC (432). Los
polisomas unidos a membranas incorporaron el 1,2 % de la radiactividad total Cl,AcOH-insoluble
en la albimina (probablemente prealbimina), mientras que los polisomas libres s6lo incorporaron
el 0,06 %, confirmando la especificidad de los polisomas unidos a membranas para la traduccién de
dicha protefna. Por el contrario, 1a incorporacién de radiactividad de pOTC, fue en promedio 8
veces superior con polisomas libres que con los unidos a membranas. Se obtuvieron resultados
similares utilizando el RNA total de polisomas libres y polisomas unidos a membranas. Todo ello
indica que 1a OTC se sintetiza de forma preferencial, y muy probablemente de forma exclusiva, en
polisomas libres. Estos resultados concuerdan con otros muchos que indican que las protefnas
mitocondriales de los animales superiores se sintetizan en polisomas libres, aunque algunas se
pueden sintetizar en ambas clases de polisomas.

También se pudo detectar el precursor de la enzima utilizando cortes de higado de rata. Un
posterior fraccionamiento subcelular, demostré que dicho precursor se encontraba en la fraccién
citosélica. Por otra parte, la enzima madura marcada se encontraba de forma casi exclusiva en la
fraccién mitocondrial, siendo la radiactividad especffica del pOTC en la fracci6n citosélica mucho
mayor que la de la enzima madura en la fraccién mitocondrial. En experimentos de pulso y caza el
precursor desaparecfa rdpidamente del citosol.

Se llevaron a cabo estudios cinéticos mds detallados acerca de la sfntesis, transporte
intracelular y procesado del pOTC, utilizando hepatocitos de rata (428). Estos se incubaron con
[”S] metionina durante diversos tiempos y fueron, posteriormente, divididos en dos fracciones: la
citosélica y la particulada. El precursor s6lo se encontré en la fraccién citosdlica, y la radiactividad
que incorporaba aumentaba de forma lineal durante los primeros diez minutos, y luego m4s
lentamente hasta alcanzar un mdximo entre los diez y veinte minutos de pulso. Asimismo, la
enzima madura sélo se encontraba en la fraccién cruda mitocondrial, y tardaba algunos minutos en
incorporar radiactividad, 1a cual aumentaba, posteriormente, de forma casi lineal con el tiempo. El
precursor marcado mediante un pulso desaparecfa del citosol, de forma casi completa, tras diez
minutos de la posterior caza, y presentaba una vida media aparente entre uno y dos minutos. Estos
resultados indican que la OTC se sintetiza en forma de un precursor de mayor tamafio que existe en
un " pool " citos6lico, a partir del cual es transportado al interior de la mitocondria, con una vida
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media entre uno y dos minutos, donde es procesado a la forma madura al mismo tiempo que que se
transporta o inmediatamente después.

Se han obtenido resultados similares para la Carbamil Fosfato Sintetasa I (522), la primera
enzima en la sfntesis de urea y que también se encuentra localizada en la matriz. Estos datos
contrastan con los obtenidos para la 8-Aminolevulinato Sintetasa (700), otra enzima de la matriz
mitocondrial para la que, bajo condiciones en las que es enormemente inducida su sfntesis, se
observa ¢6mo una gran cantidad del precursor se acumula en la fraccién citosélica y es
subsiguientemente transferida a 1a mitocondria.

Marcando el precursor en el extremo amino-terminal con N-formil [*°S] metionina, y
proceséndolo por medio de mitocondrias, no se encontr$ radiactividad alguna en la enzima madura.
Esto demuestra que el fragmento peptfdico extra, que es caracterfstico del precursor y que se
elimina durante su procesado mitocondrial, es una extensién del extremo aminoterminal (342).
Ademis, este fragmento juega un papel critico en el transporte del precursor hasta la mitocondria,
asf como en el proceso de su incorporacién al interior de ésta, como veremos mds adelante.

Cuando se estudia la hidrofobicidad, tanto del precursor como de la subunidad madura, por
cromatograffa con Octyl-Sepharose y Phenyl-Sepharose, se encuentra que ambos presentan un
comportamiento muy similar (419). El punto isoeléctrico de la enzima madura, preparada al
incubar el precursor con mitocondrias aisladas de hfgado de rata, es de 7,2 que es un valor
exactamente igual al descrito para la enzima de rata purificada (13, 375), mientras que el pI del
pOTC es de 7,9. Por otra parte, diversas protefnas bdsicas, tales como histonas y protaminas,
inhiben fuertemente la incorporacién y el procesado del pOTC por mitocondrias aisladas.

Todo lo anterior sugiere que la naturaleza bdsica de la secuencia sefial del precursor, es un
requisito indispensable para una correcta interaccién del pOTC con la mitocondria. Sin embargo,
los wltimos resultados sugieren que, aunque la carga positiva neta juega un papel critico - muy
probablemente por una interaccién electrostdtica selectiva con el potencial de la membrana
mitocondrial - no es suficiente para determinar el transporte. M4s bien, la evidencia experimental
apunta hacia la conformacién del precursor como responsable de la traslocacién; dicha
conformacién podrfa estar regulada por protefnas citos6licas (494), o bien ser modulada por la
secuencia seiial (493).

Cuando se someten tanto el precursor como la enzima madura a centrifugacién en
gradientes de sacarosa (418), aquélla sedimenta con un valor de 6,0S, que concuerda con el
descrito anteriormente (97) y corresponde a la forma trimérica. Por otra parte, el precursor, tanto
sintetizado en el sistema de reticulocitos de conejo como en el sistema de germen de trigo,
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sedimenta en forma de un pico ancho con un valor de 14S. Andlogamente, el precursor de la CPS I
también sedimenta con un valor de 13S mayor que el de la enzima madura, 7,88S.

Estos estudios sobre el estado de agregacién del pOTC se complementaron con andlisis por
filtracién sobre gel. Mientras que 1a enzima madura elufa en una columna de Sephacryl S-200 con
un peso molecular aparente de 110.000, alrededor de la mitad del precursor aparecfa en el volumen
vacfo de la columna, y la porci6n restante elufa en forma de un ancho pico cuyo peso molecular
aparente era de 400.000 (169). En los mismos experimentos, 1a CPS I elufa con un peso molecular
de 150.000, mientras que m4s de la mitad de su precursor era elufdo con el volumen vacfo. Todos
estos resultados indican que los precursores sintetizados in vitro forman, bajo las condiciones
empleadas, agregados de un tamafio superior al de sus respectivas enzimas maduras. Es probable
que estos agregados sean homooligémeros m4s que complejos formados con otras protefnas, puesto
que el pOTC sintetizado en dos sistemas libres de células diferentes sedimentaba de forma
semejante. De cualquier forma, los datos presentados nada indican sobre si los precursores existen
en dichos estados de agregaci6n en el interior de la célula. En este sentido, Zimmermann y Neupert
(711) demostraron que, en Neurospora, el transportador de ADP/ATP, protefna de la membrana
interna mitocondrial, se encuentra en forma de un complejo oligomérico, a pesar de que no se
sintetiza en forma de un precursor de mayor peso molecular. En cualquier caso, sf que parece claro
que los precursores tienen conformaciones diferentes de las que poseen sus respectivas enzimas
maduras. Esta conclusién se ve apoyada por algunas diferencias descritas entre el pOTC y su
correspondiente enzima madura. Asf, aquél es mds susceptible al ataque por proteasas que ésta
(424), y se han encontrado diferencias en la antigenicidad de ambos al trabajar con detergentes
i6nicos (342).

El pOTC sintetizado in vitro, es convertido en la forma madura de la enzima por
mitocondrias aisladas de higado de rata (105, 342, 425, 426, 429, 430, 627). Ademds de la forma
madura, se observa la formacién de un producto intermedio de 37.000 daltons (iOTC), que se
produce por un corte entre los residuos de amino4cidos 24 y 25 del péptido sefial. La forma madura
se recupera exclusivamente en las mitocondrias una vez sedimentada, y no se puede extraer con
KCl 1 M, pero sf con digitonina. La concentracién de ésta que se necesita es mayor que la
requerida para extraer la enzima Adelinato Kinasa, perteneciente al espacio intermembranas, pero
menor que para la Ornitina Transcarbamilasa endégena (92, 284, 429). Estos resultados indican
que el precursor de la OTC es transportado al interior de mitocondrias aisladas, aunque no
totalmente hasta la matriz, y en asociacién con un procesado proteolftico que da lugar a la enzima
madura. Este proceso no se ve afectado por la presencia de 1a misma (425). El transporte al interior
de 1a mitocondria se confirma mediante la pérdida de susceptibilidad del producto de la sfntesis,
una vez procesado, a la adicién de proteasas exdgenas (425, 430).
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También se han estudiado los requerimientos energéticos para el transporte del pOTC (424,
429, 430). Desacopladores de la fosforilacién oxidativa, tales como el dinitrofenol y el
carbonilcianuro 4-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) e ionéforos tales como la valinomicina y
nonactina, inhibfan fuertemente el transporte y procesado. La inhibicién por FCCP no era
reversible por adicién de ATP mds oligomicina, en las condiciones en las que el ATP puede entrar
en la mitocondria y ser utilizado. Por otra parte, ni KCN, NaN,, antimicina A ni oligomicina
presentaban efecto inhibidor. Sin embargo, el transporte y procesado se inhibfan fuertemente
cuando, junto con oligomicina, se afiadfa 0 bien KCN o bien antimicina A. Estas condiciones
inhiben la formacién de un potencial de membrana, bien por transporte de electrones, bien por
ATP. Estos resultados sugieren que el potencial de membrana es el que aporta, de forma directa, la
energfa para el transporte y procesado del pOTC. Probablemente, el paso dependiente de energfa
sea el transporte antes que el procesado, puesto que el pOTC se recupera de forma casi exclusiva
en el medio tras la incubacién con mitocondrias y en presencia de desacbpladores o ionéforos.
Existen datos andlogos para las protefnas mitocondriales de Neurospora (577), y contradictorios
para los precursores de las protefnas mitocondriales de levadura, cuyo transporte y/o procesado
parece depender de ATP (462). Asimismo, se ha descrito que la Rodamina 123, un colorante l4ser
fluorescente que tifie de forma selectiva las mitocondrias de células vivas (294), inhibe bien la
unién de los precursores de OTC y CPS I, o bien su transporte al interior de la mitocondria (431).

Aunque vemos que el proceso de biogénesis mitocondrial est4 bastante estudiado, no ocurre
igual con la maquinaria biol6gica responsable de llevarlo a cabo. Ademds de los receptores
mitocondriales, del aparato de traslocacién y de las proteasas responsables del procesado, se ha
encontrado que existen varios componentes pertenecientes a la mezcla que forma el sistema de
traduccién libre de células, para un transporte y procesado éptimo del pOTC. Uno de los factores
es el ion potasio, cuya concentracién 6ptima se encuentra alrededor de 120 mM, y que no puede
ser reemplazado por el ion sodio. Un segundo factor es el ion magnesio, cuya concentracién debe
hallarse alrededor de 1,6 mM, e igualmente otros iones metdlicos divalentes carecen de efectividad.
Otro factor contenido en el lisado de reticulocitos de conejo no es dializable, y se inactiva
totalmente por un tratamiento térmico a 100° C durante dos minutos, o mediante la adicién de
tripsina. También sirve un lisado de eritrocitos de conejo, pero no la hemoglobina. Finalmente, un
cuarto factor parece ser un componente sensible a un tratamiento con RNAsa - en concentraciones
tan altas como las que se necesitan para atacar moléculas de RNA asociado a protefnas - y que se
encuentra unido o como parte integrante del complejo de alto peso molecular que forma el
precursor. Se ha sugerido que este componente puede ser una ribonucleoprotefna citoplasmdtica que
contenga el 7SL RNA (169).

Resultados mds recientes demuestran que existen al menos dos actividades solubles e
independientes, que resultan importantes en el transporte de los precursores de las protefnas
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mitocondriales: un factor denominado HSF (518) que es estable al calor, pero sensible a
N-etilmaleimida (NEM); y otro denominado hsp70 (128) que pertenece a la familia de las protefnas
inducidas por choque térmico, tiene un peso molecular cercano a 70.000 y parece emplear ATP. A
partir del lisado de reticulocitos de conejo, se ha purificado un factor de unién a presecuencias
(447), denominado PBF, y consistente en una protefna oligomérica de peso molecular 390.000
formada por subunidades idénticas de unos 50 kDa. Este factor, que es capaz de formar un
complejo con el pOTC, pero no con OTC maduré, y que estimula en gran medida el transporte,
parece ser el responsable de mantener al pOTC en una conformacién competente para el transporte
y, ademds, ve aumentada su estimulacién por 1a adicién de hsp70. Queda, sin embargo, por aclarar
si los diferentes factores proteicos descritos, HSF, PBF y otro de peso molecular 200.000 (486),
que también se purific a partir de un lisado de reticulocitos de conejo y que se unfa al precursor
de la Ornitina Aminotransferasa, son 0 no la misma protefna. Asimismo, la espermidina y la
espermina, en concentraciones que se encuentran dentro del rango fisiolégico de estas poliaminas,
estimulan el transporte del precursor de la OTC al interior de la mitocondria (203, 415). Este
efecto se ha observado tanto al utilizar lisados de reticulocitos, como sobrenadantes
postmitocondriales de hfgado de rata, que resultan tan efectivos como aquéllos (415).

Mitocondrias procedentes de otros tejidos no hepdticos de la rata, tales como el rifién,
bazo, corazén y células ascfticas, todas la cuales carecen de OTC, son capaces de incorporar y
procesar a la forma madura el pOTC. Incluso la mitocondria hepética de una paloma, animal
uricotélico que también carece de OTC, es capaz de realizar el mismo proceso. Todo ello parece
indicar que el sistema de transporte y procesado es, muy probablemente, comin a mds de un
precursor y que se encuentra altamente conservado en mamfferos, pdjaros y anfibios, puesto que
mitocondrias de hfgado de rana y de rat6n también son capaces de llevar a cabo el proceso (424).
Ademds, en ensayos in vitro se ha demostrado que el apocitocromo ¢, precursor citosélico del
Citocromo ¢, compite con el pOTC por la entrada en la mitocondria (202). Sin embargo, también
existen miiltiples resultados experimentales que demuestran que el sistema de transporte presenta
especificidad en cuanto orgdnulos y también entre diversos organismos (para un revisién consultar
la ref. 309). |

La conversibn a la enzima madura es fuertemente inhibida por quimostatina,
N-p-tosil-L-lisina clorometil cetona (TosLysCH,Cl), L-1-tosilamido-2-feniletilclorometil cetona

(TosPheCH,Cl) y o-fenantrolina, y de forma moderada por leupeptina, 4cido
etilendiaminotetraacético (sal disédica) (EDTA) y globomicina. La inhibicién por EDTA y
o-fenantrolina parece deberse a su efecto quelante sobre los iones magnesio. El transporte queda
totalmente bloqueado cuando se adiciona un péptido sintético que contiene los primeros 27
amino4cidos del pOTC, inhibiéndose también la entrada de otros precursores de protefnas de la
matriz o de la membrana interna mitocondriales (193).
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Es necesario el uso de mitocondrias con un alto grado de integridad para que se produzca el
procesado del precursor. Cuando se someten las mitocondrias hepdticas a una ruptura por
sonicacién, se pierde la capacidad de formar la enzima madura, mientras que se aumenta la
actividad que produce la forma intermedia de 37.000 dalfons. Se obtienen resultados similares
cuando se rompe la mitocondria mediante Triton X-100 o deoxicolato sédico, ambos al 1 %. En
este sentido, se ha demostrado que el péptido sintético que contiene los 27 primeros amino4cidos
del pOTC interacciona especfficamente con un polipéptido, situado en la membrana externa
mitocondrial, que se ha denominado p30 (192).

Al fraccionar la mitocondria, se encuentra que la proteasa responsable de la formacién del
producto intermedio se localiza de forma principal en la matriz y parcialmente en el espacio
intermembranas (426). Esta proteasa se ha purificado 140 veces a partir de la matriz (416, 417). Su
peso molecular se ha calculado en 108.000, y presenta un punto isoeléctrico aparente de 5,5. Tiene
un pH 6ptimo de actividad entre 7,5 y 8,0 al utilizar como substrato el pOTC, y no se ve inhibida
por la presencia de la enzima madura. El patrén de inhibicién que presenta difiere del que se
encuentra para el procesado del precursor por mitocondrias aisladas. Esta proteasa no corta a
ninguna otra protefna o péptido ensayado, incluidos los precursores de las protefnas de secreci6n,
que también contienen un péptido sefial, ni tampoco al precursor de la CPS I. Sin embargo, esta
proteasa es capaz de convertir el precursor de la Serina Piruvato Transaminasa, en una forma
aparentemente madura de la enzima. Bohni et al. (66), también han identificado y purificado
parcialmente una proteasa responsable del procesado de los precursores de las protefnas
mitocondriales de levadura y de hfgado de rata, que es muy similar a la anteriormente descrita.

Conboy et al. (103), han localizado y estudiado una proteasa mitocondrial, diferente de la
descrita por Mori et al. y que acabamos de comentar, que procesa el pOTC y lo convierte en la
subunidad madura. La principal caracterfstica de esta proteasa es su dependencia de iones cinc (se
necesita 0,1 mM de Zn®" para alcanzar la m4xima actividad catalitica) y en concentraciones dentro
del rango fisiolgico descrito para este catién divalente.

Ademds de la diferencia en cuanto a la especificidad para el lugar de corte de ambas
proteasas, sus actividades también se distribuyen de forma diferente entre las distintas
subfracciones mitocondriales, asf como poseen requerimientos marcadamente dispares de iones
metdlicos. Posteriormente, se cuestiond si la forma intermedia del precursor, que se obtiene de
forma constante, y la proteasa responsable del origen de aquella, poseen algin significado o papel
biolégico (24). Se puso en duda la participacién real de la proteasa descrita por Mori et al., en el
transporte y procesado del pOTC debido a que:
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a) La forma intermedia sigue siendo susceptible a proteasas exdgenas, bajo condiciones en
las que la enzima totalmente procesada se encuentra protegida.

b) Esta forma no cosedimenta con las mitocondrias una vez realizados los ensayos in
vitro.

¢) No se detecta en el interior de la mitocondria ninguna " caza " cuando este polipéptido
intermedio se recupera después de un ensayo in vitro y se afiade a una preparacién
fresca de mitocondrias.

Todas estas observaciones, a veces contradictorias, han sido finalmente aclaradas por

Kalousek et al. (302) al purificar parcialmente y caracterizar las dos actividades proteolfticas
‘responsables de la formacién de la forma intermedia y de la forma madura de las subunidades de la
OTC. La principal diferencia entre ambas proteasas 1 y II, estriba en que la segunda es inhibida por
EDTA e inactivada por NEM. Ademds, la proteasa I es capaz de procesar a su forma madura al
precursor de la Propionil-CoA Carboxilasa, mientras que la proteasa II s6lo es capaz de convertir a
la forma madura las dos especies intermedias de las dos tinicas enzimas para las que se ha podido
demostrar la existencia de dicha forma intermedia de sus precursores: la Ornitina Transcarbamilasa
y la Mdlico Deshidrogenasa. También se ha purificado de Neurospora crassa (249) una proteasa
que procesa protefnas de la matriz mitocondrial, y que necesita, ademds, la presencia de otras dos
protefnas, de 52.000 y 57.000 daltons, respectivamente; esta proteasa parece desempefiar las
mismas funciones que la proteasa I de la matriz mitocondrial de hfgado de rata.

El dltimo paso en la biogénesis de la enzima madura consiste en el ensamblaje de las
subunidades para dar origen a la enzima homotrimérica. Se ha demostrado que las formas
oligoméricas del pOTC, una vez procesadas in vitro por una preparacién de mitocondrias intactas,
dan lugar al ensamblaje de las subunidades maduras recién incorporadas, cosa que no ocurre
cuando el procesado se realiza mediante una fraccién de la matriz mitocondrial, ain cuando se
produzcan grandes cantidades de monémero (303). Esto puede significar que la concentracién
critica de las subunidades maduras sélo se alcanza cuando el pOTC se procesa por mitocondrias
intactas, y no en las condiciones mucho mis diluidas que se presentan cuando se utiliza una
fraccién soluble de matriz. También es posible que sea necesaria la estructura tridimensional de la
mitocondria intacta, la cual, a través de sus membranas y espacios, proporcione un andamiaje
adecuado para el reconocimiento y ensamblado de las subunidades maduras; alternativamente, éstas
pueden adoptar una nueva estructura tridimensional, absolutamente esencial para formar el trfmero,
al atravesar las membranas mitocondriales. Por otra parte, a través de la construccién de protefnas
hfbridas entre pOTC o pCPS I y protefnas citosélicas (465), y el andlisis de delecciones y
mutagénesis dirigida del pOTC (270), se ha comprobado que, si bien el péptido sefial es suficiente
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para dirigir una protefna a la mitocondria, también juega un papel la secuencia o la estructura
conformacional del polipéptido maduro a la hora de atravesar las membranas mitocondriales,
probablemente porque la proteasa responsable del procesado posea una éspeciﬁcidad que se
extienda mds all4 del sitio de corte (465).

En relacién con la estructura y conformacién del péptido seiial de la OTC y la informacién
contenida en ambas, se han realizado ltimamente muchos estudios con ayuda de la ingenierfa
genética. Asf, mediante mutaciones de todo tipo (delecciones, sustituciones o construccién de
secuencias artificiales) se ha podido- realizar un ripido‘ andlisisin vitro de los elementos crfticos de
la secuencia sefial. La regién del péptido sefial que contiene los diez primeros residuos es la mds
conservada entre diferentes especies, aunque se ha podido comprobar que no es suficiente para
dirigir al pOTC a la mitocondria (345) Se ha demostrado que la secuencia entre las posiciones
11-15: Ala - Ala - Leu - Arg - Lys, es esencial para la unién del pOTC a la mitocondria (91, 92), y
que la leucina desempeiia un papel crftico (92, 93, 602). No obstante, los residuos de leucina de las
posiciones 2, 5, 8 y 9 también son muy importantes, pues proporcionan una estructura secundaria
en forma de hélice a crucial para la incorporacién del pOTC y su procesado a la forma intermedia
(345). Alternativamente, también se ha sugerido que el péptido sefial puede sufrir cambios
conformacionales durante su interaccién con una protefna que estimula el procesado, y cuya
aparente funcién es la de presentar el precursor a la proteasa (249). De hecho, 1a existencia de una
estructura especffica parece mds importante que la presencia de una determinada secuencia, pues la
sustitucién de la arginina-15 por una glicina bloquea el transporte (270), mientras que una
deleccién del pentapéptido situado entre los residuos 15 a 19, no produce este efecto (369).

El residuo de arginina en la posicién 23 y la regi6n a su alrededor, son trascendentales para
un correcto procesado, pues una deleccién entre los residuos 22 y 30 (466), la sustitucién de dicha
arginina-23 (627) o la sustitucién de la asparragina-24 o de la arginina-26 (271), bloquean la
formacidén de la OTC madura.

Sin embargo, el andlisis in vivo de diversos mutantes del pOTC ha resultado contradictorio
con respecto a algunos resultados de los estudios in vitro, aunque ha permitido aclarar otros
aspectos del proceso de la biogénesis mitocondrial. Asf, se ha demostrado que un mutante del
pOTC de rata, portador de una deleccién de los residuos 20 a 26 de su secuencia sefial, es
procesado in vitro a una forma de peso molecular similar a 1a iOTC (210) - aunque no puede ser la
misma, pues el sitio de corte que origina la verdadera iOTC ha desaparecido - e importado al
interior de la mitocondria. Células humanas de fibrosarcoma, transformadas con un pldsmido
portador de la anterior construccién, presentan actividad enzimdtica de OTC, lo que indica que se
ha producido un ensamblaje de subunidades que da origen a una enzima mutante, pero
catalfticamente activa. Por tanto, una deleccién que produce un procesado incorrecto, no afecta a la
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unién al orgdnulo, a la traslocacién de 1a protefna ni a la constitucién del homotrfmero activo. Sin
embargo, 1a protefna mutante, aunque activa, resulta ser mucho mds susceptible a la degradacién
proteolftica (210).

Por otra parte, se ha estudiado el comportamiento de otro grupo de precursores mutantes en
células HeLa (284). Estos mutantes son: dos con sustituciones de residuos (glicina por la arginina-
23, y glicinas por las argininas 15, 23 y 26), y otros dos portadores de delecciones (uno carente de
los residuos 8 al 22 y otro sin los re51duos 17 al 32). En experimentos in vitro, ninguno de ellos
son transportados por mitocondrias ni procesados proteolrtncamente por preparaciones de matriz
mitocondrial. En concordancia con estos resultados, ninguno de estos mutantes son procesados a
las especies intermedia 0 madura de la OTC en las células en cultivo. Sin embargo, el precursor
mutante con un residuo de glicina en lugar de la arginina-23, sf que es transportado al interior de la
matriz mitocondrial, aunque no produce ningyn trfmero activo y es rdpidamente degradado (t,, < 4
horas). Es decir, in vivo no es preciso el procesado para que se produzca el transporte, aunque sf
que lo es para el ensamblaje de 1a enzima catalfticamente activa. Ademds, también parece deducirse
que los sistemas in vitro son deficientes en algin componente del proceso global, hipétesis que se
ve apoyada por la observacién de que entre el 20 y el 50 % del precursor nativo no se convierte en
la enzima madura utilizando sistemas in vitro, frente al 100 % in vivo (284).

En cualquier caso, sf que se ha demostrado, mediante experimentos de inhibicién in
vitro con péptidos seiial sintéticos, nativos o mutantes, que en ellos reside la informacién necesaria
para la unidn, transporte y procesado de los precursores al interior de la mitocondria (93). Ahora
bien, aunque el precursor contenga la informacién requerida, no es el péptido sefial el unico
elemento que participa en el transporte hasta la mitocondria, por varias razones. En primer lugar,
la presecuencia per se no es capaz de evitar que la porcién madura del pOTC se pliegue y adquiera
su estructura tridimensional, ya que se ha demostrado (448) que se pueden obtener trfmeros
enzimdticamente activos a partir del pOTC desnaturalizado. Por otra parte, estdn los distintos
factores proteicos (128, 169, 447, 486, 518) que estimulan el proceso de transporte de los
precursores y también se postula la existencia de receptores de los precursores que estarfan situados
en la membrana externa mitocondrial (284, 658).

1.15.- NIVEL MITOCONDRIAL DE LA OTC.

El nivel mitocondrial de la OTC depende de las velocidades relativas de sfntesis y
degradacién de dicha enzima. Schimke demostr6 que, en la rata, las actividades de las enzimas
empleadas en la biosfntesis de urea, aumentaban de forma coordinada conforme lo hacfa la cantidad
de protefna incorporada a la dieta (571-573). Por otra parte, una alimentacién exenta de protefna
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conducfa a una disminucién de dichas actividades enzim4ticas, mientras que el ayuno provocaba un
aumento. También se han encontrado cambios similares de adaptacién al contenido de protefna de
la dieta en primates (476). Se ha demostrado que todos estos cambios se deben a variaciones en la
cantidad de protefna por peso de hfgado (405, 427, 446, 574, 643).

Nicoletti et al. (468), utilizando la técnica del doble is6topo, han calculado que la vida
media de 1a CPS I de rata se encuentra alrededor de 7,7 dfas para una dieta normal, 3,3 dfas para
una dieta con un alto contenido de protefna y 4,6 dfas para una dieta totalmente carente de protefna.
Estudios llevados a cabo con preparaciones hepéticas de Rana catesbeiana dan una vida media para
la CPS I alrededor de 3,5 y 2,3 dfas, en ausencia y presencia de tiroxina respectivamente (591).
Utilizando el mismo sistema anfibio, se ha calculado que la vida media de la OTC se encuentra
alrededor de cuatro dfas, aunque en este caso no se han presentado ni documentado tales resultados
99).

Se han determinado los efectos que, sobre los niveles de mRNA traducibles de la CPS 1 y
OTC, tiene el contenido proteico de la dieta (427). Las ratas alimentadas con una dieta de alto
contenido proteico, presentan mayores niveles hepiticos de mRNA traducible de ambas enzimas
que en el caso de los animales sometidos a una dieta de bajo contenido proteico. Las diferencias en
los niveles de mRNA se correlacionan muy bien con los niveles de la actividad enzim4tica y de
cantidad de protefna. Estos resultados indican que los cambios, dependientes del contenido proteico
de la dieta, en los niveles de CPS I y OTC se deben principalmente a cambios en los niveles de
mRNA traducible de estas enzimas. Por el contrario, se ha visto que el incremento en la actividad
de estas enzimas que se observa en animales sometidos a ayuno, va asociado con una disminucién
de su velocidad de degradacién, antes que a un aumento de su velocidad de sfntesis.

También se ha demostrado que los niveles de actividad de la CPS 1y de la OTC, en ratones
portadores de tumores, estdn disminuidos asf como las correspondientes cantidades de protefna
enzimdtica y que dicha disminucién se debe a un descenso en los niveles de sus mRNA traducibles
(28).

Las actividades de OTC en el intestino delgado, se encuentran entre el 10 y el 20 % de las
hepdticas, dependiendo de si la muestra analizada es 1a mucosa intestinal o el intestino delgado en
su conjunto (143, 453, 561, 562 693). Sin embargo, cuando se comparan los niveles de expresién
génica de la OTC en el hfgado y la mucosa intestinal de la rata o del ratén, se encuentra que los
niveles de mRNA del pOTC correspondientes al intestino delgado son aproximadamente el 50 % de
los hepdticos (91, 143). Las razones de esta discrepancia se han atribuido a las siguientes causas:
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- Existe un mayor contenido de protefna mitocondrial en hfgado que en intestino. De
hecho, determinaciones estereoldgicas al microscopio electr6nico, encuentran que el
drea mitocondrial representa el 30 % del drea total de las células hepdticas, mientras
que en el intestino delgado es s6lo del 10 % (241).

- El 90 % del tejido hepdtico estd compuesto por hepatocitos, mientras que menos del
50 % del tejido de la mucosa intestinal est4 formado por células epiteliales (241).

No obstante, en intestino delgado también deben de existir otros factores de regulacién
distintos de los hepéticos, ya que en ratones portadores de la mutacién spfash (ver apartado 1.15.),
los niveles de actividad de OTC en el intestino delgado no se ven tan reducidos como en el caso de
los ratones normales (143).

Asimismo, durante el periodo de gestacién de la rata, se ha podido demostrar la presencia
en el feto del mRNA correspondiente a la OTC, que alcanza un m4ximo alrededor del dfa 20. El
nivel de éste mRNA desciende abruptamente alrededor del momento del nacimiento, y vuelve a
aumentar durante las dos semanas siguientes hasta alcanzar valores iguales o ligeramente superiores
a los que se encuentran en la rata adulta (406). Resultados similares se han descrito en el ratén
(143, 436).

Los estudios sobre la regulacién de la expresién de la OTC han continuado mediante el
andlisis molecular de su ADN genémico. Asf, el gen de rata, y el humano o el de ratén son
altamente homdlogos a aquel, carece de los elementos reguladores tfpicos, como la caja TATA o la
secuencia CCAAT. No obstante, en el caso del gen procedente del hfgado de ratén, primeramente
se identificé una regién de 800 bp junto al extremo 5' del gen, responsable de su expresién
especfficamente hepdtica (656). Con posterioridad, se han obtenido ratones transgénicos (451),
portadores de una construccién que contenta el gen de la OTC de rata y 1,3 Kb de su regién 5'. El
gen introducido se expres6 exclusivamente en hfgado e intestino delgado, lo que indicaba que dicha
regién 5' era capaz de dirigir la transcripcién del gen. Sin embargo, el nivel de expresién del gen
introducido era muy inferior al de 1a OTC enddgena del rat6n. Por tanto, se concluy6 que debfan
existir otros elementos fuera de los 1,3 Kb de la regién 5', que también debfan jugar un papel
regulador. En estudios muy recientes (450), se ha podido comprobar que:

- La regién de 1,3 Kb que flanquea el extremo 5' del gen, produce expresién selectiva de
un gen sonda (se utilizé un gen hfbrido que contenfa parte del gen de la OTC ligado en
fase con el gen de la Cloranfenicol Acetiltransferasa) en lfneas celulares de hepatoma
humano, pero no de ovario de hamster.
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- En dicha regién existen, al menos, dos elementos reguladores positivos y uno negativo
en la zona de 220 bp antes del comienzo de la transcripcién del gen; ademds, se ha
comprobado la presencia de factores nucleares, tanto hepdticos como de cerebro, que
interaccionan con los elementos reguladores negativos, mientras que para los positivos
los factores que se unen parecen ser especfficos del hfgado.

- Existe una region activadora de unas 230 bp situada a 11 Kb del extremo 5' del sitio de
inicio de la transcripcién del gen-de la OTC. Esta regién presenta especificidad en
cuanto al tipo celular, y a la misma parecen unirse muiltiples factores, algunos sélo
existentes en hfgado y otros ubicuos. '

El papel de estos elementos reguladores y factores de unién que actian en cis y trans,
todavfa estd por aclarar. Asf, si bien la presencia de un elemento regulador negativo no es nueva en
genes de expresién especfficamente hepdtica (256, 421), son varias las funciones que podrfa
desempefiar. Una posibilidad serfa que funcionara reprimiendo la transcripcién en tejidos
extrahepdticos, o ser especffico del hfgado y actuar en segin qué etapas del desarrollo, o bien
mediante su interaccién con los elementos reguladores positivos, contribuir a un control muy
preciso de la transcripcién en hfgado e intestino delgado.

1.16.- DEFICIENCIAS ENZIMATICAS Y ASPECTOS PATOLOGICOS DE LA ORNITINA
TRANSCARBAMILASA.

Los casos mids severos de hiperamonemia se deben a deficiencias genéticas en las enzimas
del ciclo de la urea (235, 275, 594). De entre éstas, las lesiones hereditarias m4s frecuentes que
provocan la intoxicacién por amonio, se producen en la Ornitina Transcarbamilasa (73, 266, 595).
Desde que se describi6 el primer caso, en 1962, hasta la fecha, se han descrito diferentes tipos de
mutaciones, que conducen a diversos grados de anomalfas enzimiticas en los varones
homozigéticos y en las hembras heterozigéticas afectadas.

Actualmente se estdn llevando a cabo estudios (246, 475, 554, 677,) que permiten
establecer una mejor correlacién entre las observaciones clfnicas y las caracterfsticas bioqufmicas,
as{ como para comprobar las bases moleculares que subyacen al defecto enzimdtico y provocan la
vasta heterogeneidad de esta enfermedad.

En esta importante tarea, es de gran utilidad el hecho de que existen dos mutantes de OTC,
originados de forma espont4dnea en la descendencia de un ratén irradiado en Oakridge (120, 212,
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513). Las dos mutaciones se denominan " sparse-fur " o spf, y " sparse-fur with abnormal skin
and hair " o spfash. Ambos genes mutantes est4n relacionados con el cromosoma X, son alelos y
producen, al igual que la deficiencia humana de OTC, hiperamonemia, altas concentraciones de
dcido ordtico en orina y bajas concentraciones de citrulina y arginina en suero. Ademds, se
trasmiten de la misma manera como lo hace la deficiencia hereditaria de OTC en humanos, y
presentan unas caracterfsticas bioqufmicas muy similares a las producidas por mutaciones de la
OTC humana. Por tanto, constituyen un modelo animal muy itil para el estudio y comprensién de
las bases moleculares responsables de los cuadros clfnicos que presenta dicha enfermedad en
humanos. ' o

Los ratones portadores de spf presentan una mayor cantidad de enzima (alrededor de un
150 % del control) pero con propiedades cinéticas anormales, pues se ha producido un cambio en
el pH 6ptimo y la afinidad por los substratos estd alterada, lo que conduce a una menor actividad
de OTC. Los ratones portadores del gen spf2sh tienen una menor cantidad de enzima (alrededor del
10 % del contrcl) con propiedades cinéticas aparentemente normales. Los niveles hepéticos de
mRNA traducibles que codifican para la OTC, y su velocidad de sfntesis en cortes hepdticos de
ratones spf son el 58 y 60 % de los controles, respectivamente. En el caso de los ratones spf2sh la
actividad de mRNA traducible es el 10 % de los controles. Estos resultados indican que mientras
que la disminucién de protefna enzimitica en los ratones spfish se debe principalmente a una
disminucién en el nivel de mRNA de la enzima, el incremento en la cantidad de protefna enzimética
en los ratones spf tiene que ser el resultado de una disminucién en la velocidad de degradacién de
la enzima (74, 143).

Se han sintetizado in vitro los precursores de las enzimas presentes en las mutaciones (74,
549). Ambos son transportados y procesados proteolfticamente a una forma aparentemente madura.
En el caso de la enzima procedente de la mutacién spfash, se observan dos precursores
citoplasmdticos; uno que presenta un tamafio normal y el otro que se desplaza mds lento en los
geles de poliacrilamida/SDS y que por tanto presenta una mayor elongacién. Sélo la subunidad
madura procedente del precursor del tamafio normal es capaz de formar el trfmero activo (549).

Las bases moleculares de ambas mutaciones también han sido establecidas (262, 657). En
los ratones spf se ha producido una mutacién puntual por sustitucién de una vnica base, en la
posicién 348 a partir del sitio de inicio de la traduccién. La sustitucién de una C por una A origina
un cambio en el amino4cido 117, que en la protefna normal corresponde a un residuo de histidina y
en la protefna mutante es reemplazado por un residuo de asparragina (657). En el caso de la
mutacién spfash también se ha producido una mutacién puntual, siendo substituida una G por una
A en el ltimo nucledtido del cuarto exén del gen de 1a OTC (262). El efecto de este cambio da
origen a dos alteraciones: primero una deficiencia en los niveles de mRNA traducible, pues el
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nucledtido mutado juega un papel importante en el reconocimiento de uno de los sitios de
maduracién del pre-mRNA. Asf, un 90 % del mismo es degradado, produciéndose s6lo un § % del
mRNA correctamente procesado y un 5 % de un mRNA que ha sido cortado en un sitio incorrecto
y que contiene 48 bases del cuarto intr6n. En segundo lugar, la traducci6n de estos dos mRNA da
lugar a dos pOTC. Uno, en el que el amino4dcido 129 sufre un cambio del residuo de arginina por
uno de histidina, y que es portador de una mutaci6n sin sentido, ya que no se ven inhibidos ni el
transporte ni el procesado del precursor, asf como tampoco el ensamblaje de la subunidad madura,
ni se aprecia ningin efecto sobre la actividad enzimdtica. El segundo precursor contiene una
insercion de 16 amino4cidos que, aunque no afecta al proceso de transporte mitocondrial, evita el
ensamblaje de las subunidades maduras correspondientes, que son rdpidamente degradadas (t,, < 2

horas) en el interior de la mitocondria (262).

La deficiencia provocada por la mutacién spf@sh ha podido ser corregida mediante la
obtencién de ratones transgénicos por microinyeccién del cDNA de la OTC de rata, colocado bajo
el control del promotor temprano del SV40, en 6vulos de ratén fecundados (81). A su vez, la
deficiencia que origina la mutacién spf también ha sido corregida mediante la introduccién del
¢DNA de la OTC humana bajo el control del promotor de la OTC de ratén (296). Recientemente
(596), también se ha podido corregir la deficiencia en OTC de los ratones spf2s? mediante el
cruzamiento de ratones spfsh heterozigéticos, con ratones transgénicos portadores del promotor de
la OTC de rata fusionado con su cDNA, obteniéndose una descendencia spfash hemizigética
portadora del gen transgénico y que presenta un fenotipo normal. Por tanto, se ha demostrado que
la transferencia génica en la lfnea germinal de cDNA heterdlogo, puede ser una terapia eficaz para
la correccidn de estos defectos enzimdticos hereditarios.

En el sfndrome de Reye, - una enfermedad que se manifiesta en nifios y se caracteriza por
un deterioro de las funciones hepdticas, una marcada hiperamonemia, una aguda encefalopatfa y, a
menudo, una fatal evolucién - también se ha demostrado una deficiencia de la actividad de 1a OTC,
en ocasiones transitoria (194, 669).
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El presente trabajo forma parte y se engloba dentro de una de las principales lfneas de
investigacién del Instituto de Investigaciones CitolGgicas que, desde hace ya mds de trece afios,
viene estudiando los procesos proteolfticos intracelulares, y mds concretamente los mecanismos de
degradacién de las protefnas mitocondriales.

El tema estd siendo objeto de un estudio muy intensivo en otros muchos laboratorios,
puesto que la elucidacién de las vfas y mecanismos por los que transcurren estos procesos,
permitirfa podér abordar su regﬁlaéidn en los Serés Vvirvos, abriendo una vfa de innumerables
posibilidades, debido a que las reacciones proteolfticas juegan un papel clave en el control de
muchas funciones fisiol6gicas y patoldgicas, tal y como ya se expuso en la Introduccién. Por lo
tanto, s6lo daremos un breve repaso a los estudios m4s significativos llevados a cabo.

Todavfa no existe un modelo definitivo de la biosfntesis y degradacién de las mitocondrias
de las células eucariotas. Ademds, y al igual que ocurre con el tema general de la degradacién
proteica intracelular, nuestro conocimiento de los fenémenos proteolfticos que sufren las protefnas
mitocondriales es fragmentario.

Por una parte, se han ido caracterizando varias proteasas de origen mitocondrial y
responsables del procesado de los precursores de diversas protefnas mitocondriales. La existencia
de proteasas endégenas de la mitocondria ha sido un tema muy discutido, a pesar de que era, en
alguna forma, previsible, puesto que también tienen su propio sistema de sfntesis proteica.
Numerosos investigadores habfan observado y descrito sistemas proteolfticos y proteasas, tanto
solubles como asociadas a membranas, en preparaciones mitocondriales (7, 18, 41, 146, 148, 167,
187, 242, 252, 374, 376, 378, 619, 681). Sin embargo, era diffcil probar de forma inequfvoca su
identidad y procedencia mitocondrial, puesto que la inevitable contaminacién lisosomal parecfa ser
responsable de 1a proteolisis a pH neutro (555, 556), mientras que las proteasas procedentes de
mastocitos fueron identificadas como las principales implicadas en la proteolisis asociada a
membranas (238).

Todo ello provoca ciertas dudas sobre el verdadero origen de la mencionada actividad
proteolftica. No obstante, otros trabajos demuestran la existencia de sistemas proteolfticos neutros
intramitocondriales (111, 147, 149), asf como otros dependientes de iones calcio (51) o de ATP
(127, 142, 147, 520, 701, 713).

Otro punto objeto de controversia ha sido el de si la mitocondria es degradada como una
dnica unidad o, por el contrario, existen procesos independientes que actian sobre los diferentes
componentes mitocondriales. Asf, estudios previos realizados in vivo (370) ya encontraron que la
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membrana externa mitocondrial se recambiaba mds rdpidamente que el conjunto membrana interna-
matriz, y que algunas enzimas mitocondriales presentaban vidas medias muy diferentes entre sf,
siendo unas m4s cortas y otras m4s largas que la vida media de todo el conjunto de protefnas de la
matriz mitocondrial. Trabajos posteriores llevados a cabo con cultivos en monocapa de hepatomas,
y por tanto in vitro, han estudiado las velocidades de recambio de treinta y tres polipéptidos
pertenecientes a 1a membrana interna mitocondrial (243) y de otros tantos de la matriz (244). Los
resultados obtenidos demuestran una gran heterogeneidad entre las vidas medias de todas las
protefnas que integran la membrana interna mitocondrial, bien sean de sintesis citoplasmitica o
mitocondrial, e incluso esa diversidad se extiende a las distintas subunidades pertenecientes a un
mismo complejo respiratorio. Igualmente, las protefnas de 1a matriz presentan diversas velocidades
de recambio. Sin embargo, no se encontr6 evidencia alguna de correlacién entre el punto
isoeléctrico o el tamafio de los polipéptidos y su velocidad de recambio, al contrario de lo que otros
trabajos han demostrado que sucede con las protefnas de localizacién citosélica (133-135), aunque
ya vimos en la Introduccién que también hay resultados contradictorios sobre este tema (545, 551).

Todo esto evidencia la necesidad de postular la existencia y actuacién de diversos
mecanismos que participen en la degradacién de este orgdnulo, o bien, aunque menos probable, de
uno s6lo que sea capaz de discriminar enormemente entre los diversos componentes de la
mitocondria. En cualquier caso, es seguro que los lisosomas, principales responsables de la
degradaci6n intracelular de protefnas tal y como acabamos de ver, intervienen de una u otra forma.
En este sentido, hay evidencia experimental procedente del laboratorio donde se ha realizado este
trabajo, de que proteasas lisosomales y componentes mitocondriales, actuando simultineamente,
participan en la degradacién de algunas protefnas mitocondriales (228, 606, 651, 653).

La velocidad de degradacién de los polipéptidos que integran la mitocondria puede verse
influida por una diversidad de condiciones, tales como una asociacién con la membrana, una
separacién en compartimientos dentro de la propia mitocondria, 1a unién de diversos cofactores o
agentes alostéricos, el estado de fosforilacién o la interaccién covalente con otras protefnas, por
ejemplo, andlogas a la ubiquitina. Pues bien, a pesar de que se han logrado purificar numerosas
protefnas mitocondriales, se dispone de muy pocos datos acerca de la susceptibilidad que éstas
presentan frente a determinadas proteasas o sistemas proteolfticos, de las variaciones que puede
sufrir su velocidad de recambio por alguna de las situaciones que acabamos de citar, de cémo se
puede alterar su degradacién y por qué las diferentes enzimas presentan distintas velocidades de
recambio, de la importancia que ejercen las diferencias observadas entre el catabolismo de las
diversas protefnas sobre la viabilidad del orgdnulo o de la célula, y de c6mo se podrfa llevar a cabo
un control bioqufmico, endocrinolégico y farmacoldgico sobre estos procesos degradativos.
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Los objetivos que se persiguen mediante el presente trabajo quieren profundizar en el
conocimiento de los procesos de degradaci6bn y recambio intracelular de las protefnas
mitocondriales, precisamente a través del aporte de datos sobre varios de los aspectos que han sido
mencionados en los pdrrafos anteriores. El plan de trabajo previsto, intenta abordar el problema
planteado mediante las aproximaciones m4s importantes que hoy en dfa se emplean:

- Estudios sobre la selectividad del proceso, es decir de los mecanismos que puedan
explicar las diferentes velocidades de recambio de las protefnas y su reconocimiento
por el sistema degradativo.

- Estudios de la maquinaria enzim4tica y de los compartimientos celulares implicados en
el proceso.

Puesto que, probablemente, existen multitud de mecanismos y sistemas proteolfticos
implicados en la selectividad del proceso, se seguird la tendencia actual, que es el estudio de la
degradacién de protefnas especfficas, mds que abordar trabajos sobre las protefnas en su conjunto.
Para todo ello, se pretende:

- Estudiar, mediante procedimientos inmucitoqufmicos, la distribucién de la Ornitina
Transcarbamilasa, una de las enzimas clave de la matriz mitocondrial, en el conjunto
de la poblacién intracelular de mitocondrias.

- Determinar la velocidad de recambio de 1a OTC.

- Establecer la susceptibilidad de 1a OTC a aquellos sistemas proteolfticos que puedan
intervenir en su degradacién.

- Estudiar las reacciones iniciales y pasos limitantes en la secuencia degradativa, y
realizar una buisqueda e identificacién de aquellos factores que regulen o modulen estos
Pprocesos.

Nuestra eleccién de esta enzima se debe a que constituye y representa, como hemos podido
ver en la Introduccién, un magnffico modelo para el estudio de las protefnas mitocondriales
codificadas por genes nucleares y, por tanto, de sfntesis citoplasmdtica. Debido al notable interés
biol6gico y experimental que ha despertado esta enzima, ya se ha utilizado como modelo para el
estudio de la biogénesis mitocondrial, razén por la cual es todavfa mds adecuada su eleccién, pues a
su idoneidad hay que sumar la gran cantidad de informacién y datos de que se dispone acerca de
ella. Ademds, tal y como podemos ver en la Figura 4, la OTC se encuentra en un lugar del mapa
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carboxilato Reductasa. TC: transportador de omitina/citrulina. ( Figura adaptada de la referencia 227).
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ocasiones se requerird eliminar al mdximo la presencia de otras estructuras celulares como
mitocondrias, peroxisomas o retfculo endopldsmico, y se recurrird a la centrifugacién isopfcnica en
gradientes de metrizamida. También se estudiara y comparard, el efecto que puedan tener otros
sistemas proteolfticos, como el dependiente de ubiquitina, en la degradacién de esta protefna
mitocondrial. Mediante este modelo de degradacién in vitro, se establecerdn sus condiciones
6ptimas de funcionamiento, se analizardn los posibles factores reguladores del mismo y los
mecanismos por los que pueda transcurrir. Finalmente, a partir de los datos obtenidos en todos los
estudios que acabamos de exponer, se intentar4 comprobar si la OTC en particular, y las protefnas
mitocondriales en »gernexl'al,; réspbndeh a las wltimas liip&eﬁis fo/rm'ulédavs sobfe 1a regulacién de la
degradacion intracelular por factores intrfnsecos de las propias protefnas.
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3.1.- ANIMALES.

Se han empleado ratas macho de la raza Wistar de 3 a 9 meses de edad y entre 200 y 450 g
de peso. Para la obtencién de lisosomas se tomaban ratas de mds de 5 meses y 300 g, mientras que
para los experimentos de determinacién de la vida media de 1a OTC se han utilizado ratas de unos
3 a 6 meses de edad y 200-250 g de peso. Para la obtencién de anticuerpos se han empleado
conejos macho de la raza New Zealand, de entre 2 y 3 Kg de peso. Todos los animales se
mantuvieron bajo periodos alternativos de luz y oscuridad cuya duracién era de 12 horas, y se
sometieron a una dieta estdndar para animales de laboratorio cuyo contenido en protefna era del
20 %, disponiendo siempre de agua y comida ad libitum.

3.2.- REACTIVOS.

La L-[H] leucina (56 Ci/mmol), la L-[“C] leucina (60 mCi/mmol), el Na[I] (100
mCi/ml), el hidrocloruro de L-[“C] ornitina (50 mCi/mmol) y una mezcla de protefnas ['‘C)
metiladas (30 pCi/mg de protefna) empleadas como marcadores de peso molecular (14.300 -
93.000) para la autoradiograffa de geles de electroforesis, se obtuvieron de The Radiochemical
Centre, Amersham. La metrizamida era de Nyegard & Co. El Lowicryl K4M se obtenfa de
Polysciences, el Parlodion de Mallinckrodt y el glutaraldehfdo de Tousimis. El 4cido
tetraclorodurico, el fésforo blanco y el polietilenglicol de 20 kDa. provenfan de Merck. La Protefna
A, la Sepharose 6B y el Sephadex G-50 Fine eran de Pharmacia Fine Chemicals. La mezcla
acrilamida/bisacrilamida (29:1), la fraccién de inmunoglobulinas G de cabra anti-IgG de conejo y
unidas covalentemente a peroxidasa de rdbano y su correspondiente reactivo de desarrollo de color,
la resina de intercambio idnico AG SOW-X8 y el reactivo de radioyoduracién en fase sélida
Enzymobead se obtuvieron de Bio-Rad Laboratories. La albimina de suero bovino (fraccién V)
(BSA), la tripsina de pancreas de buey (tipo III), la elastasa de pdncreas porcino (tipo II-A), el
reactivo luciferasa-luciferina, el vanadato trisédico, la L-ornitina, la quercetina, la resina quelante
Chelex 100, los inhibidores de proteasas antipafna, L-(1-tosilamido-2-feniletil)clorometil cetona
(TosPheCH,Cl), fluoruro de fenil metil sulfonilo (PhMeSO,F), N-etilmaleimida (NEM), elastatinal
y todos los nucleétidos de guanina eran de Sigma Chemical Co. La leupeptina y la pepstatina A se
obtuvieron de Bachem Biosciences Inc. La ouabafna, oligomicina, carbamil fosfato (sal dilftica) y
todos los nucleStidos de adenina provenfan de Boehringer Mannheim, excepto el
1,N¢etenoadenosina 5'-trifosfato (6-ATP), que se obtuvo de P.L. Biochemicals. El fosfoacetato de
trimetilo, el 4cido trifluoro acético y el anhfdrido trifluoroacético se adquirieron a Aldrich-Chemie.
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3.3.- TAMPONES Y SOLUCIONES.

El tampén fosfato salino (PBS) se preparé disolviendo en un litro de agua 8 g de NaCl, 0,2
g de KCl, 1,25 g de Na,HPO, y 0,2 g de KH,PO,, siendo el pH resultante de 7,3.

La solucién de Ringer se preparaba disolviendo 1,8 g NaCl, 0,084 g de KCl y 0,05 g de
CaCl, en un volumen final de 200 mi de agua bidestilada.

El citrato de plomo alcalino se preparaba disolviendo 3,52 g de citrato trisédico en 60 ml
de agua bidestilada, y luego afiadiendo 2,66 g de nitrato de plomo (II), 16 ml de NaOH 1 N y
completando con agua hasta un volumen final de 100 ml.

El tampdn de muestra para electroforesis contenfa: 12,5 % (v/v) de glicerol, 1,25 % (p/v)
de dodecil sulfato sédico (SDS), 1,25 % (v/v) de 2-mercaptoetanol y 12,5 ug/ml de azul de
bromofenol, todo ello disuelto en tamp6n Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8.

El lfquido de centelleo se preparaba disolviendo,sucesivamente, 10,0 g de 2,5 difeniloxazol
(PPO) y 0,2 g de 1,4 bis (5-feniloxazolil) benceno (POPOP) en 2 1 de Tolueno y afiadiendo,
finalmente, 11 de Triton X-100.

3.4.- APARATOS Y MATERIAL INFORMATICO.

Aparte del material general de uso comin en un laboratorio de Bioqufmica, como
espectrofotémetros, centrffugas de mesa, centrffugas Eppendorf, etc , se han utilizado centrffugas
preparativas Sorvall modelos RC-5 y RC-5B y una ultracentrffuga Beckman modelo L5-65. El
contador de centelleo era de la casa Intertechnique modelo SL-4000. El aparato de
electrotransferencia empleado fue el modelo Trans-blot Cell de Bio-Rad Laboratories. En relacién
con las técnicas de microscopfa electrénica, las secciones ultrafinas se obtenfan con un
ultramicrotomo LKB 4801 A y la pelfcula de carbono de las rejillas con un evaporador Edwards
3AM. La observacién de las muestras se realiz6 con un microscopio electrénico de transmisién
Philips 300 a 60 kvolts y se fotografiaron sobre negativos Scientia de Agfa de 6,5 x 9 cm.

El material informdtico utilizado consistfa en un ordenador personal IBM PS/2 modelo 30
286, conectado a un CD-ROM de la casa Hitachi modelo CDR-1503S, y un ordenador Digital
modelo MicroVAX 3300, conectado a través de la red IBERPAC con el nodo espafiol de 1a red del
European Molecular Biology Network (EMBnet/CNB). Ambas conexiones nos permitfan tener
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acceso a las siguientes bases de datos de secuencias de ADN y protefna: EMBL, actualizada al 15
de Noviembre de 1991, y SWISS-PROT, versién 19.0 de Agosto de 1991 (compiladas ambas por
el European Molecular Biology Laboratory), GenBank, versién 69.0 de Septiembre de 1991
(compilada por National Institutes of Health) y NBRF-PIR, versi6n 29.0 de Junio de 1991
(compilada por la National Biomedical Research Foundation).

Los paquetes informdticos empleados fueron: DNASIS, versién 6.02 y PROSIS, versién

1.09, ambos de Pharmacia LKB Biotechnology; GCG, versién 7.0 de Genetics Computer Group y
PC/Gene, versién 5.1 de l1a Universidad de Ginebra.
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Mietopos

4.1.- PURIFICACION DE LA ENZIMA ORNITINA TRANSCARBAMILASA DE HIGADO
DE TERNERA.

El procedimiento que se ha seguido es el descrito por Marshall y Cohen (380). Todos los
pasos de la purificacién se realizaron entre 0° y 4° C. Las precipitaciones con sulfato aménico se
llevaron a cabo afiadiendo la correspondiente cantidad de éste, en forma sélida, calculada mediante
la siguiente férmula:

533 (M, - M)

g =
4,05-0,3 M,

donde M, es la molaridad inicial, M, la final y g los gramos de sulfato aménico sélido que es
necesario afiadir por litro de disolucién, para llevar ésta desde M, a M,.

La adicién de sulfato amdnico sélido se realiza lentamente y con agitacién constante. Una
vez que se ha logrado su disolucién, se debe de mantener la solucién en agitacién durante treinta
minutos para permitir que alcance el equilibrio. La cantidad de sulfato amdnico presente en los
precipitados se determina resuspendiendo éstos en un volumen conocido  del tampén
correspondiente, y asumiendo que el incremento de volumen que se produce corresponde al de una
solucién de sulfato aménico de concentracién igual a aquella en que se ha efectuado la
precipitacién. Cuando hay que ajustar la concentracién de la enzima a un valor determinado, se
disuelve el precipitado en un volumen del tampén correspondiente menor que el que se prevé
necesario segin el rendimiento esperado; luego se ensaya la actividad enzimdtica de la solucién
resultante y, por iltimo, ésta se diluye hasta la concentracién deseada. La concentracién de
protefna se determiné midiendo la absorbancia a 280 y 260 nm., tal y como ya se ha descrito
anteriormente (457). El tampén A, al que se hace referencia a lo largo de varios pasos, contiene:
0,1 M fosfato sédico, 1 mM EDTA y su pH final es de 6,0. Las fracciones sucesivas que se van
obteniendo se pueden almacenar a - 20° C durante la noche, siempre que se haya llegado al final de
un paso completo, pero no en los estadios intermedios.

A continuacién, se describen los pasos de que consta este procedimiento de purificacién:
1.- El hfgado de ternera se obtiene en el matadero municipal de un animal recién
sacrificado. Es inmediatamente introducido en hielo picado, trasladado al laboratorio y

homogeneizado, tal y como se describe a continuacién, antes de que transcurran tres
horas desde la muerte del animal. El hfgado es troceado en pequefias porciones, y éstas
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homogeneizadas durante cuarenta y cinco segundos en un Waring Blendor a médxima
velocidad, con tres volimenes (3 ml/g) de una solucién tampdn cuyo pH final es de
7,2 y que contiene: 0,15 M cloruro potdsico, 2mM tampdn 4cido
4-morfolinopropanosulfénico/NaOH (MOPS/NaOH), 0,1 mM EDTA.

El homogeneizado se filtra a través de dos gasas, se lleva hasta pH 7,0 con hidréxido
potdsico 1 M y se centrifuga a 13.000 x g durante treinta minutos. El sobrenadante se
deshecha, y el precipitado se resuspende afiadiendo a cada frasco el mismo volumen
del medio de homogeneizacién que tenfa y agitdndolo manualmente. La suspensién
resultante se centrifuga en las mismas condiciones anteriores.

El residuo resultante se resuspende en un volumen de tampén A igual al 55 % del
volumen total del homogeneizado. A esta suspensién se afiade un volumen de bromuro
de N-cetil-N,N,N-trimetilamonio (CTAB) al 1 %, igual al 24 % del volumen total del
homogeneizado. La mezcla se agita mecdnicamente durante quince minutos y se
centrifuga a 13.000 x g durante veinte minutos. En el sobrenadante de la
centrifugacién se mide la actividad de OTC, diluyéndolo con tampén A hasta que
contenga 55 unidades de OTC/ml.

A partir de la solucién procedente del paso anterior, se lleva a cabo el primer
fraccionamiento con sulfato aménico recogiendo, por centrifugacién a 13.000 x g
durante treinta minutos, la fraccién que precipita entre 1,8 y 2,6 M de (NH)), SO,. El
precipitado se disuelve en tampdn A y se ajusta a una concentracién de 250 unidades
de OTC/ml.

.- Se lleva a cabo otro fraccionamiento recogiendo, por centrifugacién en las mismas

condiciones que en el paso anterior, la fraccién que precipita entre 1,7 y 2,2 M de
sulfato aménico. El precipitado se disuelve en tamp6n A hasta obtener una solucién
que contenga 400 unidades de OTC/ml.

.- A la solucién resultante del paso anterior, se adiciona hidrocloruro de ornitina en

forma sélida, hasta llevarla a una concentracién final de 5 mM. A continuacién se
calienta, en porciones de 200 ml y con constante agitacién, hasta 65° C por inmersién
en un bafio que se encuentra a 70° C; se mantiene a 65° C durante un minuto, y
después se introduce en un bafio de hielo fundente. Una vez enfriada la suspensién, se
filtra a través de un embudo con placa filtrante de fibra de vidrio cuyo tamafio de poro
sea del n° 2. El abundante precipitado de protefna que queda retenido, se lava por dos
veces, en cada una de ellas con un volumen de tampén A equivalente a 1a décima parte
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del volumen inicial que se ha calentado. La enzima se precipita afiadiendo al filtrado
sulfato aménico en cantidad suficiente para llevar su concentracién hasta 2,2 M. El
precipitado se recoge por centrifugacién a 13.000 x g durante treinta minutos, y se
disuelve en tamp6n A hasta obtener una concentracién de 3.000 unidades de OTC/ml.

5.- A la soluci6n anterior se le afiade sulfato aménico hasta obtener una concentracién de
1,7 M, y se centrifuga a 34.000 x g durante treinta minutos. El precipitado se disuelve
en tampdn trietanolamina-HCl1 0,1 M, pH 8,24 que contenga 10 mM 2-mercaptoetanol
(MSH), hasta obtener una concentracién de 1.600 unidades de OTC/ml.

6.- La fraccién que precipita entre 2,3 y 2,8 M de sulfato amdnico se recoge por
centrifugacién a 13.000 x g durante treinta minutos y se dispelve en tampén A hasta
obtener una concentracién de 3.000 unidades de OTC/ml.

7.- A la solucién obtenida en el paso anterior, se le afiade sulfato aménico hasta obtener
una concentracién final de 1,7 M y se centrifuga a 34.000 x g durante treinta minutos.
El precipitado se disuelve en tampén A hasta alcanzar una concentracién de 7.000
unidades de OTC/ml. A esta solucién se le afiade sulfato amdnico hasta llevar la
concentracién a 1,8 M, y asf se mantiene la enzima almacenada entre 0° y 4° C sin
que se observe pérdida de actividad durante varios meses.

4.2.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA ORNITINA

TRANSCARBAMILASA.

La actividad catalftica de la OTC se mide por la cantidad de citrulina, en pmoles,
producida por unidad de tiempo a partir de ornitina y carbamil fosfato.

El medio de reaccién para determinar la actividad en homogeneizados de hfgado o
subfracciones celulares contiene, en un volumen final de 1 ml.:

- Tamp6n trietanolamina-HCI pH 7,6 (22° C) 200 mM
- Omitina (Hidrocloruro) 5mM
- Carbamil fosfato (Sal dilftica) 5mM

y la reaccién se detiene mediante la adicién de 1 ml de HCIO, al 14 % (v/v).
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Cuando se trabaja con la enzima parcial o totalmente purificada el medio de reaccién
contiene, en un volumen final de 0,5 ml:

- Tampd6n dietanolamina/acetato, pH 8,5 (22° C) _ 50 mM
- Ornitina (Hidrocloruro) 5mM

- Carbamil fosfato (Sal dilftica) 5mM

y la reaccién se detiene mediante la adicién de 2 ml del reactivo 4cido que se utiliza para el
desarrollo del color en la determinacién de citrulina.

La reaccién es lineal con respecto a la concentracién de enzima siempre que la cantidad de
ésta sea tal que no se consuma, bajo las condiciones que se han descrito anteriormentc, mds del
10 % del carbamil fosfato durante la incubacién que es de 10 minutos a 37° C. M4s all4 de dicho
punto, la velocidad de la reaccién decrece como consecuencia de la acumulacién de fosfato
inorgdnico, que es un buen inhibidor competitivo de la OTC (375, 527) y que puede provenir no
sélo de la reaccién catalizada por la enzima, sino también de la descomposicién espontdnea y no
enzimdtica del carbamil fosfato - que tiene una vida media de 42 minutos entre pH 6,8 y 79 y a
37° C (8) - o de la hidrdlisis enzimdtica y no especffica que pueden llevar a cabo las fosfatasas
presentes en la muestra. Puesto que la constante de equilibrio es mayor que 1 - 10° a pH 7,6 y
25° C (381, 383), la reaccidn inversa no constituye una fuente de error.

Las soluciones de carbamil fosfato se deben de preparar en frfo y en el momento de ser
utilizadas, pues este compuesto se descompone incluso almacenado a bajas temperaturas. Los
blancos contienen exactamente la misma mezcla de reacci6n, pero su muestra enzimdtica ha sido
desnaturalizada previamente por inmersién en un bafio de agua hirviendo durante 10 minutos. La
reaccion se inicia siempre mediante 1a adicién del carbamil fosfato.

La citrulina se mide espeétrofotométricamente, segin el método descrito por Nuzum y
Snodgrass (477). Sobre un volumen de muestra de 0,5 ml se afiaden 2 ml del reactivo 4cido, que
se prepara disolviendo en 450 ml de agua 3,7 g de antipirina y 2,5 g de sulfato férrico-aménico,
afiadiendo 250 ml de H,PO, concentrado y completando con agua hasta un volumen final de 1 litro.
A continuacién, se adiciona 1 ml de una solucién que contiene 0,4 % (p/v) de diacetil monoxima y
7,5 % (p/v) de NaCl y que se conserva a 4° C y en botella 4mbar. El contenido de los tubos se
homogeneiza por agitacién y éstos se introducen en un bafio de agua hirviendo durante 15 minutos
exactamente. Posteriormente se transfieren a un bafio de agua a temperatura ambiente. Cuando se
han enfriado se lee 1a absorbancia a 464 nm. Los tubos deben de protegerse de l1a luz desde que se
hierven hasta que se miden en el espectrofotémetro.

-05-



MéTtopos

Junto con cada determinacién se prepara una curva patrén de citrulina (ver Figura 5). Una
unidad (U) de actividad enzimitica de Ornitina Transcarbamilasa se define como la cantidad de
enzima que cataliza la formacién de 1 pmol de citrulina en 1 minuto y a 37° C.

4.3.- PREPARACION DE LISOSOMAS.

A lo largo del presente trabajo se han obtenido lisosomas por diferentes métodos y de
distintos 6rganos. Asf, los lisosomas de hfgado se han aislado utilizando dos procedimientos: uno
es el descrito por Ragab et al (514), consistente en una modificacién del método de Sawant et al.
(568) y basado en la centrifugacién diferencial en gradientes de sacarosa de un homogeneizado de
hfgado de rata, tal y como ya se ha descrito previamente (457); el segundo purifica los lisosomas
por centrifugacion isopfcnica en un gradiente de metrizamida, y fue disefiado por Wattiaux et al.
(675).

Ademds, también se han obtenido lisosomas de cerebro de rata mediante una combinacién
del método de Koening (334) y del de Wattiaux et al. anteriormente citado. A continuaci6n, se
describen en detalle los dos procedimientos que utilizan la centrifugacién isopfcnica en un gradiente
de metrizamida.

4.3.1.- PREPARACION DE LISOSOMAS DE HIGADO DE RATA POR EL METODO DE
WATTIAUX ET AL.

Se parte de ratas sometidas a un ayuno de 20 horas antes de ser sacrificadas. Los hfgados,
una vez extrafdos y pesados, se lavan con una solucién de sacarosa a 0,25 M mantenida en un bafio
de hielo. A lo largo de todos los pasos siguientes la temperatura se mantuvo entre 0° y 4° C. Se
homogeneiza el hfgado en la misma solucién de sacarosa por medio de un Waring Blendor con tres
intervalos de veinte segundos cada uno a la madxima velocidad y espaciadas entre sf otros veinte
segundos. E! volumen final resultante debe de ser de 7 ml por cada gramo de hfgado. Después de
filtrar el homogeneizado a través de dos gasas, se centrifuga a 4.500 rpm durante 10 minutos en
una centrffuga Sorvall equipada con un rotor GSA. El sobrenadante se separa teniendo cuidado de
no perturbar la parte superior del precipitado, el cual se vuelve a homogeneizar de la misma forma
y centrifugar en las mismas condiciones que acabamos de describir.

Los sobrenadantes resultantes se juntan y se someten de nuevo a una centrifugacién de

12.500 rpm durante 10 minutos y utilizando el rotor GSA. El sobrenadante se elimina junto con la
capa laxa que se encuentra en la superficie del precipitado. Este se resuspende en un volumen igual
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FIGURA §.-
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Milimoles de L-Citrulina

CURVA PATRON DE DETERMINACION DE CITRULINA.

Se prepara por pesada directa una solucién patrén 10 mM de L-citrulina, a
partir de la cual se toman diversas alfcuotas que comprendan el rango de
concentraciones indicado en la grifica, y se completa hasta 0,5 ml mediante el
tampdn de ensayo de actividad de OTC. A continuacién, las muestras se
procesan tal y como se describe en el apartado 4.2. de Métodos.
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al del homogeneizado y se vuelve a centrifugar en las mismas condiciones anteriores. La fraccién
que de esta forma se obtiene correspondé, esencialmente, a la fraccién mitocondrial ligera de
de Duve et al. (119) y es la que se utiliza como material de partida para la centrifugacién en un
gradiente discontinuo de soluciones de metrizamida de diferente densidad.

La preparacién de las soluciones de metrizamida merece especial mencién. Este producto se
comercializa en forma sélida, bajo la cual es estable, siempre y cuando se almacene a temperatura
ambiente y protegido de la luz. Aunque es muy soluble en agua, forma agregados muy pegajosos
en este medio. Por tanto, para su disolucién debe de afiadirse muy lentamente y con constante
agitacién. Es también muy estable en solucién y dentro de un amplio rango de pH, 2,5 - 12,5.
Aunque en medio alcalino se produce la epimerizacién del residuo de glucosamina, sus propiedades
como medio para centrifugacién en gradientes de densidad permanecen intactas. Las soluciones de
metrizamida también son susceptibles a la degradacién bacteriana, de aquf que se deban de
esterilizar por filtracién o almacenar a - 20° C. En ambos casos, se pueden preparar soluciones
hasta del 90 % (p/v), que almacenadas en la oscuridad se conservan durante largos perfodos de
tiempo. Es imposible el uso del autoclave, puesto que, al calentar dichas soluciones por encima de
55° C, se liberan iones yoduro. Todas las soluciones de metrizamida que se utilizan en la
centrifugacién isopfcnica, han sido previamente ajustadas a pH 7,4 con NaOH 0,01 N.

La fraccién mitocondrial ligera, una vez obtenida como acabamos de describir, se
resuspende en sacarosa 0,25 M, de forma que resulte un volumen final de 1 ml por cada 3 g de
hfgado homogeneizado. Un volumen de esta fraccién se aiiade sobre dos volimenes de una solucién
de metrizamida al 85,6 % (p/v). A continuacién, se depositan 10 ml de esta mezcla en cada uno de
los tubos de nitrocelulosa del rotor basculante SW27 de la ultracentrffuga, y se van superponiendo
las siguientes soluciones de metrizamida:

- 6 ml de metrizamida al 32,82 % (p/v), densidad = 1,181 g/ml.
- 6 ml de metrizamida al 26,40 % (p/v), densidad = 1,145 g/ml.
- 6 ml de metrizamida al 24,53 % (p/v), densidad = 1,135 g/ml.
- 9 ml de metrizamida al 19,78 % (p/v), densidad = 1,109 g/ml.

teniendo mucho cuidado para que al afiadirlas no se perturben las capas precedentes. La
centrifugacién se lleva a cabo a 95.000 x g durante dos horas, tras las que se obtienen cuatro
bandas claramente diferenciadas. Aunque las tres superiores contienen lisosomas bastante
purificados, la fraccién que se separa es la mimero dos, es decir, 1a que se encuentra en la interfase
existente entre las dos capas superiores. Una vez recolectada toda la banda, se diluye con sacarosa
0,32 M hasta obtener un volumen final igual al del homogeneizado de partida, y se centrifuga en un
rotor GSA a 13.000 rpm durante 10 minutos. El precipitado se resuspende en un volumen de
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sacarosa 0,32 M que sea la décima parte del anterior, y se centrifuga en un rotor $S34 a 16.000
rpm durante 10 minutos. De esta forma, se obtiene un precipitado constituido por lisosomas
altamente purificados y cuya estructura e integridad se encuentran totalmente respetadas.

Con estas preparaciones lisosomales, al igual que con todas las demds, se sigue el siguiente
procedimiento antes de utilizarlas en los ensayos de degradacién: el sedimento de la dltima
centrifugacién se resuspende en el mfnimo volumen posible de una solucién recién preparada de
1,4-ditioeritritol (DTE) 5 mM. La suspensi6n resultante se congela y descongela diez veces,
utilizando para ello un bafio de acetona y nieve carbénica, y el chorro del agua del grifo,
respectivamente. A continuacién, se determinan el contenido en protefna, la actividad
B-N-Acetilglucosaminidasa (B-NAGASA) mediante el p-nitrofenil 2-acetamida-2-deoxi-B8-D-
glucopirandsido y la actividad de Fosfatasa Acida utilizando como substrato p-nitrofenilfosfato, de
la preparacién, tal y como y.a se describi6 anteriormente (457), se divide en pequefias alfcuotas y se
conserva a - 20° C.

4.3.2.- PREPARACION DE LISOSOMAS DE CEREBRO DE RATA.

Como ya hemos indicado anteriormente, este método combina dos procedimientos. Parte
del método de Koenig para la obtencién del homogeneizado de cerebro y de una fraccién cruda que
contiene principalmente mitocondrias y lisosomas. Sin embargo, este autor purifica finalmente los
lisosomas por centrifugacién en un gradiente discontinuo de soluciones de sacarosa de diferentes
densidades, mientras que en el presente trabajo se ha utilizado la centrifugacién isopfcnica en un
gradiente discontinuo de metrizamida, tal y como Wattiaux et al. emplean en la purificacién de los
lisosomas de rata y que se acaba de describir.

Los cerebros se extraen rdpidamente, se pesan y lavan con sacarosa 0,32 M a 0° - 4° C,
temperatura que se mantiene a lo largo de todo el proceso. A continuacién, se homogeneizan con 9
volhimenes de sacarosa 0,32 M (9 ml por cada gramo de tejido) mediante tres golpes de émbolo en
un homogeneizador Potter Elvehjem que gire a 600 rpm El homogeneizado resultante se centrifuga
a 800 x g durante 10 minutos. El precipitado que estd constituido principalmente por micleos,
células sin romper, eritrocitos, fragmentos vasculares y otros restos celulares, se desecha y el
sobrenadante se vuelve a centrifugar a 16.000 x g durante 20 minutos. El precipitado, constituido
sobre todo por mitocondrias, lisosomas, membranas y nervios terminales, se resuspende en el
mismo volumen del que procede y se vuelve a centrifugar de nuevo en las mismas condiciones. A
partir del precipitado que se obtiene después de esta segunda centrifugacién, se purifican los
lisosomas tal y como si se tratara de la fraccién mitocondrial ligera de de Duve et al., por
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centrifugacién isopfcnica en un gradiente discontinuo de metrizamida y en la forma descrita en el
apartado anterior.

4.4.- SINTESIS DEL 3-N-FOSFOACETIL L-ORNITINA (6-PALO).

Se ha seguido el método descrito por Hoogenraad (121), que estd basado en otro
previamente descrito por el mismo autor (265) y modificado en forma an4loga a la sfntesis del
fosfoacetil L-aspartato (311).

Se prepara dcido fosfoacético a partir de 1a hidrélisis de 20 g de su éster trimetflico por
calentamiento a reflujo en HCl 6 M durante tres horas. El 4cido clorhfdrico se elimina por
evaporacién en un rotavapor, calentando la muestra en un bafio de agua a unos 50° C
aproximadamente y mediante el vacfo producido por una bomba de agua, hasta obtener un lfquido
muy espeso. Este proceso se repite dos veces mds por adicion al residuo obtenido de 200 ml de
agua. El aceite residual que se obtiene se utiliza tal cual, sin permitirle cristalizar. Se disuelve el
dcido fosfoacético asf obtenido en 45 g de 4cido trifluoroacético, seguido de 19 g de anhfdrido
trifluoroacético. El matraz que contiene la mezcla se tapa herméticamente y ésta se agita
suavemente hasta obtener una solucién homogénea. Tras treinta minutos a temperatura ambiente, se
vuelven a afiadir 5 g de anhfdrido trifluoroacético y, después de homogeneizar, se deja 1a mezcla a
temperatura ambiente durante una hora mds. A continuacién, la mezcla se seca rdpidamente
mediante un rotavapor bien seco y bajo las mismas condiciones anteriormente descritas. El aceite
residual obtenido, se seca de forma todavfa mds exhaustiva utilizando una bomba de alto vacfo
hasta conseguir una espuma pegajosa, blanca y de aspecto semicristalino.

Este material se afiade en porciones de aproximadamente 2 g a una solucién acuosa del
complejo ctiprico de la L-ornitina, que contiene 9,6 g del mismo en 50 ml de agua y ajustada a pH
9,5 mediante la adicion de NaOH 10 M. Este complejo se prepara disolviendo 5 g de
monohidrocloruro de L-ornitina en 50 ml de agua hirviendo a la que lentamente, y en pequefias
porciones, se le afiaden 3 g de carbonato ciiprico bdsico. Después de enfriar, se filtra la solucién
resultante y el complejo ciiprico de la L-ornitina se afsla mediante fraccionamiento con etanol. Para
facilitar el seguimiento del producto a lo largo de los siguientes pasos cromatogrificos, es
conveniente afiadir una cierta cantidad de L-ornitina radiactiva, marcada bien con *H o con ““C.

La reaccién se lleva a cabo entre 0° y 4° C, mediante vigorosa agitacién, y cuidando de
mantener el pH entre 9 y 10 por medio de 1a adicién de NaOH 10 M. Cuando se ha afiadido la
wltima porcién del derivado trifluoroacético del 4cido fosfoacético, 1a mezcla se transfiere al matraz
donde éste estaba contenido. A continuacién, se afiade 4cido clorhfdrico concentrado hasta hacer la
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solucién 0,5 M con respecto al mismo. Luego se hace pasar 1a mezcla a través de una columna de
dimensiones 2,5 x 25 cm., empaquetada con 1a resina de intercambio iénico de lecho mixto Chelex
100 (Sigma) de 50-100 mallas y equilibrada con agua. La columna se lava también con agua hasta
que cese de salir radiactividad de 1a misma. El elufdo se concentra mediante un rotavapor hasta un
volumen aproximado de 100 ml y se aplica a una columna de 2,5 x 40 cm. rellenada con la resina
de intercambio i6nico AG S0WX8 (Bio-Rad), 200400 mesh y en forma protdnica. Se eluye con
agua y se recoge el primer pico de radiactividad, que se vuelve a concentrar mediante un rotavapor.
Finalmente, se neutraliza la solucién mediante la adicién de hidréxido sédico y se lleva a sequedad
utilizando de nuevo el rotavapor y la bomba de alto vacfo.

4.5.- PURIFICACION DEL 4PALO POR CROMATOGRAFIA PREPARATIVA SOBRE
PAPEL.

Como el andlisis del producto obtenido en la sfntesis no presentaba la pureza deseada, se
sometié a una cromatograffa preparativa sobre papel Whatman 3MM. Se aplica 1a muestra a lo
largo de una hoja de dimensiones 30 x 25 c¢m., y se utiliza como eluyente una mezcla de butanol:
4cido acético: agua, en las proporciones siguientes: 35: 10: 20.

Una vez el frente del eluyente ha alcanzado una altura de 24 cm., se detiene la
cromatograffa y se seca la hoja. Luego se cortan dos tiras de 1 cm. de ancho en cada uno de los
extremos, que se utilizan para detectar substancias ninhidrina-positivas y substancias que contengan
fésforo. A continuacién, se corta la banda correspondiente al 6-PALO, que es la que da positivas
ambas tinciones y se eluye el mismo mediante cromatograffa descendente. Por este procedimiento
se pueden llegar a purificar hasta 0,2 g de 6-PALO cada vez.

Para 1a tincién con ninhidrina, se disuelve 1 g de esta substancia en 1 1. de alcohol etflico
absoluto y se pulveriza 1a solucién resultante sobre la muestra.

Para tefiir las substancias que contienen fdsforo, se utiliza el procedimiento de Maile et al
(377). Se preparan dos disoluciones: en la primera se afiaden 40,11 g de MoO,, en 1 1. de H,SO,

25 N, y la mezcla se hierve suavemente hasta conseguir una disolucién total del MoO,. No se debe
de utilizar hasta el dfa siguiente, tiempo durante el cual cambiard de color amarillo pdlido a azul.
La segunda disolucién contiene 1,78 g de molibdeno en polvo que se suspende en 500 ml de la
primera disolucién. La mezcla se hierve suavemente durante 15 minutos, se deja enfriar y se
decanta para eliminar cualquier residuo.
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El reactivo final se prepara afiadiendo volimenes iguales de las soluciones uno y dos, mis
4,5 volimenes de agua. Mientras que este reactivo final se debe de preparar en el acto, las
soluciones uno y dos son estables durante varios meses si se almacenan en la oscuridad.

4.6.- INMOVILIZACION DEL 3-PALO A UN ADSORBENTE.

Se ha utilizado como adsorbente Sepharose 6B epoxi-activada. Se toman 25 g del mismo,
que se lavan con agua de forma exhaustiva y se secan mediante filtracién a vacfo sobre un embudo
de placa filtrante para, finalmente, volverlos a lavar con NaOH 1 M. A continuacién, se
resuspenden en 30 ml de NaOH 0,1 M y se mezclan con 0,6 g de 8-PALO disueltos en 10 ml de
NaOH 0,1 M. La suspensién resultante se agita vigorosamente a 27° C durante dos dfas. Tras este
perfodo el adsorbente se lava de forma exhaustiva con agua y se resuspende en 50 ml de
etanolamina 1 M, agitdndose la suspensién resultante durante 24 horas y a 27° C, con objeto de
bloquear los grupos que no hayan reaccionado. La cantidad de 8-PALO unida al adsorbente fue de
54 pmoles/g de adsorbente seco.

4.7.- PURIFICACION DE OTC POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.

El procedimiento seguido consiste en una adaptacién del método descrito originalmente
(121, 267). Una parte de una fraccién mitocondrial obtenida como se describe en el apartado
correspondiente, se diluye con tampén Tris-HCl 10 mM, pH 7,4, y que contiene EDTA 1 mM,
Trit6n X-100 0,5 % y DTE 1 mM, hasta una concentracién de protefna pr6xima a los 10 mg/ml. A
continuacién la suspensién resultante se homogeneiza con un Potter Elvehjem y es sonicada a la
mdxima intensidad durante tres perfodos de 5 segundos cada uno en un sonicador MSE. Después de
10 minutos de centrifugacién a 15.000 x g y 4° C, el sobrenadante se mezcla con 10 g de
Sepharose 6B que ya lleva acoplado el 8-PALO, incub4ndose la mezcla durante treinta minutos en
un bafio con agitacién y mantenido a 27° C. Luego, esta mezcla se filtra mediante vacfo sobre un
embudo de placa filtrante y el filtrado se desecha. El adsorbente se lava primero con 100 ml de
tampén Tris-HCl 10 mM, pH 7,4, que contenga DTE 1 mM, y luego con otros 100 ml del mismo
tampén, pero que ademds es 0,1 M en KCl. Se desconecta el vacfo y se afiaden 10 ml de carbamil
fosfato 10 mM, recién preparados en agua a 0° C, y se deja equilibrar con el adsorbente durante
cinco minutos a temperatura ambiente. Se vuelve a aplicar el vacfo y se recoge el filtrado. El
proceso anterior se repite una segunda vez y los filtrados se juntan y precipitan mediante la adicién
de 463 g/l de sulfato amdnico. El precipitado, que contiene la enzima purificada, se recoge por
centrifugacién y se disuelve en tampén fosfato sédico 0,1 M, pH 7,8, conteniendo 1 mM EDTA y
1 mM DTE.
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4.8.- ADMINISTRACION DE ISOTOPOS Y PREPARACION DE LAS DIVERSAS
FRACCIONES HEPATICAS UTILIZADAS EN LA DETERMINACION DE LA VIDA
MEDIA DE LA OTC POR EL METODO DEL DOBLE ISOTOPO.

Grupos de dos o tres ratas, sometidas a ayuno durante la noche anterior, son inyectadas por
vfa intraperitoneal, en lo que se considera como tiempo 0, con 25 uCi y 83 nanomoles de
L-["'C] leucina. En los intervalos de tiempo apropiados (1, 3, 6 y 10 dfas) se llevan a cabo las
inyecciones de L-[’H] leucina, administrando 75 uCi y 83 nanomoles de la misma. Los animales se
sacrificaban por decapitacién, 4 horas después de la inyeccién de L-[’H] leucina. Se realizé un
control inyectando ambos isGtopos a tiempo cero, para comprobar que se obtiene una relacién
correcta entre ambos, es decir, 1:3.

El hfgado proveniente de cada uno de los animales marcados, es homogeneizado y su
correspondiente fraccién mitocondrial obtenida por el método de Kun et al., segin se describi6é
anteriormente (457). Las fracciones microsomal y citosélica se preparan a partir del sobrenadante
mitocondrial, por centrifugacién del mismo a 100.000 x g durante 60 minutos. La concentracién de
protefna se determina por el procedimiento del biuret-deoxicolato (457) en todas las fracciones, que
son almacenadas a - 20° C.

Para su contaje, tanto las diferentes fracciones hepdticas, como la OTC purificada por
cromatograffa de afinidad, se precipitan mediante la adici6én de un volumen igual al suyo de
CLACOH al 10 % (p/v). Los precipitados son lavados tres veces con CLACOH al 5§ % (p/v). A
continuacidn, se redisuelven en NaOH 0,2 N, y se toman alfcuotas que se transfieren a los viales
del contador de centelleo. Luego se completa con agua hasta un volumen final de 1 ml, se
neutraliza con HCI 1 N y se afiaden 8 ml de lfquido de centelleo.

La determinacién de la cantidad de radiactividad incorporada en forma de *H y "“C a las
distintas fracciones y a 1a OTC purificada, se efectuaba del modo siguiente: para cada muestra se
determinan las cpm. detectadas en dos ventanas o canales, cuyos niveles de energfa se han
seleccionado de forma que en uno de ellos s6lo se registren las cpm. correspondientes al *“C, y en
el otro las de *H, principalmente, y la menor cantidad posible de las cpm. de "“C que sea
compatible con una aceptable eficiencia de contaje para el *H. A continuacién, y por medio de una
curva estdndar construida al efecto, se calcula en funcién de las cpm. de "C presentes en la
muestra, el porcentaje de cpm. registradas en el canal para *H que corresponden al "“C. Finalmente,
los valores de cpm. calculados para cada isétopo son transformados en dpm. corrigiendo los datos
de cpm. de acuerdo con la eficacia de contaje para cada is6topo en su ventana y segin el grado de
inhibicién de contaje o " quenching " de la muestra en cuestién.
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4.9- PROCEDIMIENTO DE INMUNIZACION.

Por el procedimiento que se describe a continuacién se han obtenido anticuerpos especfficos
de conejo contra la OTC de hfgado bovino. Se parte de la enzima purificada, que se inyecta a
conejos blances de la raza New Zeland. En una primera inyecci6n, subcutdnea y en la regién
cérvico-dorsal, se inocula cada animal con 1 mg de la enzima disuelta en 1 ml de una emulsién que
contiene a partes iguales suero fisiol6gico y adyuvante de Freund completo (aceite mineral que
lleva en suspensién micobacterias muertas). A las tres semanas se repite el tratamiento, pero
utilizando esta vez adyuvante de Freund incompleto. Una semana después de la segunda inyeccién
de recuerdo, se toma una muestra de sangre del animal para comprobar la presencia y el nivel de
anticuerpos en el suero. Si este no presentase una buena reactividad frente a la enzima pura, se
esperan dos semanas mds y se vuelve a repetir la segunda inyeccién y la toma de muestra. La
identificacién y valoraci6én de los antisueros se lleva a cabo mediante las técnicas de
inmunodifusién de Ouchterlony (490) y ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) (152).

Cuando el nivel de anticuerpos en suero es tal que éste da lugar a reacciones de
inmunoprecipitacién ficilmente observables y da reaccién positiva mediante 1a técnica ELISA tras
una dilucién 1:10.000 del antisuero, se extraen de cada conejo aproximadamente 50 ml de sangre
por puncién intracardfaca. Tras un descanso de unos diez a quince dfas, estos conejos pueden ser
inoculados con otra inyeccién de recuerdo como la anterior y as{ seguir obteniendo mis
anticuerpos.

4.10.- PREPARACION DE SUERO.

Cuando se trata de una pequefia muestra de sangre (hasta 2 ml), el suero se extrae por
centrifugacién en tubos B-D Microtainer durante 10 minutos a 600 x g.

En el caso de volimenes mayores, se deja coagular a temperatura ambiente la sangre
durante unas dos horas, tras las que se separan la células coaguladas de las paredes del Erlenmeyer
con una espédtula, y se almacena en la nevera a 4° C entre doce y veinticuatro horas, para que la
contraccién del codgulo provoque la expulsién del suero. El sobrenadante resultante se decanta
cuidadosamente y se centrifuga a 10.000 x g durante treinta minutos y a 4° C. En el caso de que el
suero presentase un aspecto turbio, que se deberfa a la presencia de lfpidos en el mismo, se volverd
a centrifugar a 25.000 x g durante treinta minutos y a 4° C. El suero se divide en porciones y se
conserva en el congelador a - 20° C.
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4.11.- PURIFICACION DE LA FRACCION DE INMUNOGLOBULINAS G.

A partir del suero, se purifican las inmunoglobulinas G (IgG) mediante fraccionamiento con
sulfato aménico al 40 %. Para ello, se afiaden, por cada 50 ml de suero, 25 ml de una solucién
saturada de sulfato aménico que ha sido, previa e inmediatamente a su uso, ajustada a temperatura
ambiente a pH 7,8 con NaOH 2N. La adicién se realiza lentamente y con agitacién constante,
esperando a que el precipitado que se forma se disuelva o distribuya completamente. Una vez que
todo el volumen de la solucién de sulfato aménico ha sido afiadida, se coatimia agitando la
suspensién durante dos horas mds, tras las que se centrifuga a 1.400 x g durante treinta minutos y a
temperatura ambiente.

El precipitado se resuspende y disuelve en NaCl 0,15 M hasta un volumen final de 50 ml y
se repite este mismo proceso de fraccionamiento con sulfato aménico por dos veces consecutivas.
El «ltimo precipitado se resuspende en 25 ml de tampdn borato salino y se dializa exhaustivamente
frente al mismo tampén, manteniendo la temperatura a 4° C, hasta que no se observe la presencia
de iones en dicho tampdn. La solucién dializada se clarifica por centrifugacién a 1.400 x g durante
treinta minutos y a 4° C. El sobrenadante obtenido contiene la fraccién IgG, cuya concentracién de
protefna se determina por su absorcién a 280 nm., utilizando el coeficiente de extincién de la
fraccién IgG de conejo que, para una cubeta de 1 cm. y una concentracién de 1 mg/ml, es de 13,5
unidades de densidad 6ptica. La monoespecificidad de los anticuerpos obtenidos se comprueba
mediante la técnica de inmunodeteccién de protefnas transferidas electroforéticamente e
inmovilizadas sobre un soporte sélido, conocida como Western blotting (ver apartado 4.16.2.).

4.12.- MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Para el andlisis morfolégico de las distintas preparaciones de lisosomas, se tomaron
alfcuotas correspondientes a los diversos métodos de obtencién empleados, que se sedimentaban
por centrifugacién a 35.000 x g durante 60 minutos. Los sedimentos se fijaron durante 15 minutos
a 4° C en tamp6n cacodilato sédico 0,1 M pH 7,2, conteniendo 0,1 M sacarosa y glutaraldehfdo al
2 %; posteriormente, el sedimento se fraccionaba con una cuchilla en bloques de 1 mm’
aproximadamente, y tras otros 45 minutos de fijacién en la solucién anterior, los lisosomas se
lavaban durante 2 horas en tampén cacodilato sédico 0,1 M pH 7,2, conteniendo 0,1 M sacarosa.
Se fijaban de nuevo durante 4 horas, en oscuridad y a temperatura ambiente, con tetréxido de
osmio al 2 % en agua conteniendo 1 % K,Fe(CN),. Las muestras sé lavaban durante 5 minutos en
solucién de Ringer, y se tefifan en oscuridad con acetato de uranilo al 0,5 % en agua durante 1
hora a 4° C. Seguidamente, las piezas se deshidrataban mediante inmersién en una serie de mezclas
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de acetona:agua, que finalizaba con dos inmersiones en acetona pura. Finalmente, las piezas se
inclufan en Epon 812 por procedimientos estdndar (326). Una vez polimerizada la resina de
inclusién, se procedfa a la obtenci6én de secciones ultrafinas que se montaban sobre rejillas de cobre
de 200 mallas cubiertas por una pelfcula de carbono. Por iltimo, se efectuaba una tincién con
citrato de plomo alcalino (531) de 30 segundos a 1 minuto a temperatura ambiente en una placa
Petri cubierta y que contenfa partfculas de NaOH.

4.13.- PREPARACION DE LAS | SUSPENSIONES DE ORO COLOIDAL Y DE LOS
COMPLEJOS PROTEINA A-ORO COLOIDAL.

Las soluciones coloidales de partfculas metdlicas se preparan por condensacién de unidades
micromoleculares en partfculas coloidales mucho mayores que aquellas. La forma m4s usual de
lograrlo es por condensacién mediante procedimientos qufmicos, para formar una substancia
insoluble que permanezca dispersa en pequefias partfculas. El oro coloidal es un sol hidrofébico,
con una carga superficial neta negativa, cuya estabilidad se mantiene por repulsiones
electrostiticas. El coloide es sensible a los electrolitos, y la adicién de éstos altera el entorno
electroqufmico de las partfculas de oro, produciendo su cohesién y floculacién, asf como un cambio
de color del rojo al violeta 0 azul y la formacién de un precipitado. Frente a esta floculacién
inducida por los electrdlitos, el oro coloidal se puede estabilizar mediante substancias hidrofflicas
cargadas eléctricamente como, por ejemplo, las protefnas. Asf, los grupos de la protefna A,
cargados positivamente, interaccionan, mediante fuerzas de van der Waals, con los de carga
negativa situados en la superficie de las partfculas de oro, y forman complejos no covalentes y
estables.

El método qufmico m4s frecuentemente empleado en la preparacién de las suspensiones de
oro coloidal, consiste en la reduccién del 4cido tetraclorodurico con un agente adecuado. El mimero
de éstos que es posible utilizar es bastante extenso, y los coloides resultantes presentan variacién en
cuanto a color y tamafio de partfcula.

Puesto que las propiedades de la superficie del vidrio son factores importantes en la
iniciacién del proceso de reduccién y en la reproductividad del método, se ha de tener especial
cuidado en la preparacién del material de vidrio y pldstico que se va a utilizar. Asf, éste debe de
estar escrupulosamente limpio y se debe siliconizar. El procedimiento de siliconizacién seguido
consiste en enjuagar el material de vidrio y pldstico con una solucién de diclorodimetilsilano al 5 %
en cloroformo, dejar que se evaporen los restos del disolvente y, antes de su uso, colocarlo en una
estufa a 180° C durante 2 horas (material de vidrio), o lavarlo con abundante cantidad de agua
(material de pldstico). La presencia de pequefios contaminantes, tales como partfculas de polvo,
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provocan la aparicién de sombras o nebulosas en el oro coloidal. Por tanto, se debe de utilizar agua
bidestilada en la preparacién de todas las soluciones que, ademds, deben filtrarse antes de su uso, a
través de una membrana filtrante de 0,45 um. de tamafio de poro.

Dos son los métodos que se han utilizado en este trabajo para la obtencién de oro coloidal.
El primero es el de Zsigmondy (712), tal y como ha sido modificado posteriormente (552). El
tamafio de partfcula que se obtiene varfa entre 5 y 12 nm. Sobre 60 ml de agua bidestilada se
afiaden 2,5 ml de una solucién acuosa al 0,6 % de H (AuCl) 4 -H,0, y 0,5 m! de una solucién
etérea de fésforo blanco (ésta constituye el reactivo reductor, y se brepara mezclando una parte de
fésforo blanco saturado con éter y cuatro partes de éter dietflico). La mezcla anterior se agita y se
deja reposar durante quince minutos a temperatura ambiente, desarrolldndose durante este tiempo
un color marrén rojizo. A continuacién, la solucién se calienta suavemente con un mechero hasta
que aparece el tfpico color rojo vinoso del oro coloidal. Finalmente, se ajusta a pH 5,6 mediante la
adicién de carbonato potdsico 0,2 M.

El segundo procedimiento es el de Frens (173), que utiliza citrato tris6dico para reducir el
4cido tetraclorodurico, y que produce coloides en un tamafio de partfcula que oscila entre 15 y 150
nm., dependiendo de la cantidad de citrato que se afiada. Para 1a preparacién de oro coloidal con un
didmetro de partfcula alrededor de 15 nm. se calientan cien mililitros de una solucién acuosa de
4dcido clorodurico al 0,01 %, y cuando comienzan a hervir se afiaden rdpidamente 4 ml de una
solucién acuosa de citrato trisédico al 1 %. Inmediatamente aparece un ligero tono azul. Tras cinco
minutos de ebullicién, la reduccién se ha completado, tal y como indica el color rojizo de la
solucién. Se deja enfriar hasta temperatura ambiente y se ajusta el pH a 5,6 con carbonato potdsico
0,2 M.

El ajuste del pH se lleva a cabo tomando alfcuotas de unos 3 ml y afiadiendo cinco gotas de
una solucién acuosa al 1 % de polietilenglicol (peso molecular 20.000) (PEG-20.000) antes de
sumergir el electrodo del pHmetro. La adicién del polietilenglicol es esencial, ya que las soluciones
no estabilizadas de oro coloidal pueden obturar los poros del electrodo.

Para la preparacién de los complejos protefna A-oro, se disuelve la cantidad necesaria de
protefna A altamente purificada en 0,1-0,2 ml de agua y en el interior de un tubo de
ultracentrffuga. Previamente hay que calcular cudl es la cantidad de protefna A necesaria para
estabilizar 1a solucién de oro coloidal que se va a emplear. Este cdlculo se efectia por valoracién
de un volumen de Ia soluci6én de oro coloidal con diferentes cantidades de protefna A, e induccién
de la floculacién mediante la adicién de NaCl (concentracién final 5 %). A continuacién, la
disolucién de protefna A se mezcla, en la proporcién calculada, con 10 ml de la suspensién de oro
coloidal, se deja reposar tres minutos y se afiade 1 ml de una solucién acuosa al 1 % de
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PEG-20.000. Luego se centrifuga todo, en un rotor angular 50Ti durante una horay a 4° C, a
100.000 x g para las partfculas de oro coloidal con un tamafio aproximado de 5 nm., o bien a
15.000 x g para las partfculas de oro coloidal alrededor de 15 nm. El sobrenadante se desecha y el
sedimento, que es de un color rojo oscuro y estd constituido por los complejos protefna A-oro, se
resuspende en 6 ml de agua que contienen 0,5 mg/ml de PEG-20.000 y se vuelve a centrifugar en
las mismas condiciones anteriores. De nuevo el precipitado se resuspende en 0,6 m! de agua que
contengan 0,5 mg/ml de PEG-20.000, y se almacena, durante no m4s de dos semanas, y a 4° C,
hasta su uso.

4.14.- PROCEDIMIENTOS INMUNOCITOQUIMICOS.
4.14.1.- TECNICA DEL MARCAJE SIMPLE.

Pequeiios fragmentos de hfgado de rata se fijan por inmersién en una solucién de
glutaraldehfdo al 0,5 % en PBS durante dos horas a 4° C, y se incluyen en Lowicryl K4M por
procedimientos estdndar (330). Los cortes (600-800 A) se montan sobre rejillas de nfquel (200
mallas) ya recubiertas de Parlodién y una pelfcula de carbén. Inmediatamente después, la rejilla se
deja flotar, con la cara que contiene los cortes hacia abajo, en gotas de unos 50 ul de las siguientes
soluciones mantenidas a 20° C y en una cdmara humeda:

1.- 1 % ovoalbimina en PBS durante quince minutos, para bloquear los sitios de unién
inespecffica.

2.- Fraccién IgG (del antisuero contra la enzima en cuestién o del suero control) disuelta
en PBS a una concentracién de 0,15 mg de protefna/ml (concentracién 6ptima deducida
empfricamente en experimentos previos y que proporcionaba la mejor relacién entre
intensidades de marcaje especffico e inespecifico) durante dos horas.

3.- Las rejillas se lavan abundantemente con PBS y se vuelven a dejar flotar, durante una
hora, en una solucién del complejo protefna A-oro diluida en PBS de forma que su
densidad dptica a 520 nm. sea de: 0,04 .para los complejos formados con un tamaiio
de oro coloidal alrededor de 15 nm., o de 0,002 para los que contienen partfculas de
oro coloidal alrededor de 5 nm. Ambos valores de densidad dptica se deducen
empfricamente en experimentos previos con objeto de obtener un bajo nivel de marcaje
inespecffico.
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4.- Las rejillas se vuelven a lavar abundantemente con PBS y luego con agua bidestilada,
sin dejar nunca que por ningin motivo se queden secas.

Finalmente, las secciones se tifien durante cinco minutos con una solucién acuosa al 5 % de
acetato de uranilo y durante 1 minuto con citrato de plomo alcalino.

Todas las muestras se procesan simultdneamente, incluidos los distintos tipos de controles
citoqufmicos efectuados, que son:

a) Incubacion con la fraccién IgG del conejo antes de ser inmunizado.
b) Omisién de la incubacién con la fraccién IgG.

c) Incubacién con el antisuero especffico contra la enzima en cuestién, seguido de una
hora de incubacién con protefna A no marcada (0,15 mg/ml en PBS), y seguido del
paso de incubacién con el complejo protefna A-oro coloidal. ‘

d) Incubacién con el antisuero tratado previamente con un exceso del antfgeno
correspondiente durante 2 horas a 20° C, seguido de la incubacién con el complejo
protefna A-oro coloidal.

4.14.2.- TECNICA DEL DOBLE MARCAJE.

El tejido se fija e incluye tal y como se ha descrito en el epfgrafe anterior. Sin embargo, los
cortes no se montan sobre las rejillas, sino que se dejan flotar en las mismas soluciones descritas en
el apartado anterior, teniendo especial cuidado de que no se moje la otra cara de la seccién y
utilizando uno de los anticuerpos y el complejo protefna A-oro formado con las partfculas de oro
coloidal de uno de los dos tamafios indistintamente. La transferencia de las secciones entre las
distintas soluciones se efectiia mediante un aro de platino y, finalmente, se dejan flotar en un vaso
de precipitados grande lleno de agua bidestilada. A continuacién, se recuperan los cortes
tom4ndolos desde abajo con las rejillas de niquel recubiertas de la pelfcula de carb6n. De esta
forma, la seccién del tejido tiene dos superficies o caras: 1a expuesta, o cara A, que corresponde a
la que estd en contacto con la malla, y 1a B, que no lo est4.

Luego se invierte la rejilla de forma que la seccién de tejido quede en la parte inferior, y se
repiten todas las operaciones con la cara B del corte, empleando esta vez el otro anticuerpo y
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complejo protefna A-oro de tamafio diferente al anterior. Por iltimo, se lleva a cabo la tincién con
acetato de uranilo y citrato de plomo alcalino sobre la cara B.

Tanto para las muestras como para los controles, se tomaron treinta fotograffas al azar a
25.000 (para partfculas de oro de 15 nm.) 6 50.000 aumentos (para particulas de oro de 5§ nm.). El
drea (S, de las mitocondrias y de la porcién restante de la célula hepética se determina con un
analizador de imagen semiautomitico. Leitz A.S.M. A continuacién, se cuenta el mimero de
partfculas de oro (N,) sobre cada uno de los compartimientos celulares y se calcula la densidad de
marczje (N/S).

4.15.- RADIOYODURACION DE LA ORNITINA TRANSCARBAMILASA.

Entre los distintos métodos existentes para marcar protefnas, la yoduracién es un método
rdpido y que proporciona muestras con elevada actividad radiactiva especffica. Asimismo, hay
diversos procedimientos para llevar a cabo una yoduracién eficiente de protefnas. En este trabajo se
ha utilizado el método de radioyoduracién en fase sélida, empleando el reactivo de la casa Bio-Rad
denominado " Enzymobead ", y que proporciona las condiciones de marcaje mds suaves que se
pueden conseguir actualmente. Este procedimiento se basa en una yoduracién enzimética, lo que lo
diferencia de los métodos cldsicos de sustitucién oxidativa. Consiste en preparaciones inmovilizadas
de Lactoperoxidasa y Glucosa Oxidasa, cuidadosamente mezcladas para proporcionar un sistema de
actividad enzimdtica Optima. La fase sélida que actia de soporte para ambas enzimas estd
constituida por esferas hidrofflicas de varias micras de didmetro.

El mecanismo por el que transcurre la yoduracién es el siguiente: al afadir glucosa, Na
(1) y protefna a una suspensién del reactivo, 1a Glucosa Oxidasa inmovilizada genera de forma
continua una pequefia, pero estacionaria, cantidad de per6xido de hidrégeno. A su vez, la
Lactoperoxidasa cataliza la oxidacién del yoduro marcado a yodo, el cual reacciona con la protefna
provocando su radioyoduracién,

Este sistema presenta varias ventajas sobre el método de la cloramina T, ya utilizado
anteriormente (457), y otros métodos enzimdticos solubles. La reaccién con la cloramina T es
diffcil de controlar, puesto que grupos l4biles, tales como metioninas y cistefnas, son oxidados por
el reactivo y provocan diversos grados de desnaturalizacién de la muestra, lo que exige tiempos de
reaccién extremadamente cortos. Sin embargo, el per6xido de hidrégeno generado de forma
constante conforme procede la yoduracién, evita condiciones fuertemente oxidantes y la necesidad
de un control exacto del tiempo de reaccién. Este deja de ser un pardmetro critico al utilizar el
reactivo " Enzymobead ", y se convierte en una variable susceptible de ser modificada a voluntad
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hasta alcanzar el nivel de actividad especffica requerido. Ademds, este sistema enzimdtico es activo
en un amplio rango de pH, desde 5 a 8,5. permitiendo variaciones en el pH del medio de reaccién.
Asf, se puede lograr una optimizacién de las condiciones del proceso para nuestro caso particular,
tanto en lo que se refiere a la estabilidad de la protefna que va a ser yodurada, como en la
disponibilidad de los residuos de tiroxina de aquella.

Por otro lado, esta presentacién en fase sélida elimina la introduccién de contaminantes en
¢l medio de reaccidn, lo que tiene lugar cuando se utilizan preparaciones comerciales de enzimas
solubles. Aquf la simple centrifugacién, la filtracién sobre membrana o en gel, permiten una
eliminacién cuantitativa del reactivo, al mismo tiempo que detiene la reacci6n, evitando la
necesidad de afiadir un agente con este fin. El tamaiio y la densidad de las microesferas es tal que,
tras una mezcla inicial, se crea una suspensién estable a lo largo del tiempo de reaccidn,
eliminando la necesidad de una agitacién constante y aproximando la cinética de la reaccién a la
que se consigue con enzimas solubles.

El procedimiento que se ha seguido es el siguiente:

1.- Se rehidrata el reactivo en 0,5 ml de agua al menos una hora antes de su uso y se
almacena a 4° C.

2.- Se introducen dentro de un tubo desechable:

- 300 pl. de tampdn fosfato potdsico 0,2 M, pH 7,5, conteniendo 1 mg de OTC.
- 10 pl. de Na ['*I] conteniendo 0,25 mCi.

- 100 pl. de una solucidén acuosa al 1 % de B8-D-glucosa.

- 200 ul del reactivo Enzymobead.

3.- Se mezclan todos los reactivos y se deja que la radioyoduracién transcurra durante una
hora a 22° C.

4.- La reaccién se detiene centrifugando el tubo a 1000 x g durante 10 minutos y
sometiendo el sobrenadante a un proceso de filtracién sobre gel, tal y como se procede
para el desalado de las preparaciones purificadas de OTC, y que ya ha sido
anteriormente descrito (457).

Debe tenerse muy presente que la azida sédica, de uso muy comin en el laboratorio como

agente bacteriostdtico, es un potente inhibidor de la Lactoperoxidasa, y, por tanto, todos los
tampones y soluciones de protefna deben de estar absolutamente exentos de aquella. También se
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debe evitar la presencia de agentes reductores, tales como los mercaptanos, que compiten con el
mantenimiento de un bajo nivel de peréxido de hidrégeno.

4.16.- TECNICAS ELECTROFORETICAS.

4.16.1.- ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA/DODECIL SULFATO SODICO
(PAGE/SDS).

Se ha seguido el procedimiento descrito por Laemmli (351). Las muestras se preparaban
mezcldndolas con un volumen igual al de ellas de tampén de muestra para electroforesis, y
colocando 1a mezcla resultante en un bafio de agua hirviendo durante cuatro minutos. El tamafio de
los geles era de 14 x 16 x 0,15 cm. (longitud x anchura x espesor), y constaban de dos zonas: una
superior de mayor tamafio de poro (3 % de acrilamida y 2 cm. de longitud) cuyo efecto es el de
concentrar la muestra, y otra inferior cuyo menor tamaifio de poro (10 % de acrilamida y 10-12 cm.
de longitud) produce el efecto de separacién de las subunidades de las protefnas en funcién de su
peso molecular. La electroforesis se realizé bajo condiciones de corriente continua, aplicando 10
mA por gel y durante 16-20 horas. El tampén de electroforesis contenfa 28,8 g/l de glicina y 1 g/l
de SDS, ambos disueltos en Tris-HCl 50 mM, pH 8,4. Cuando se requerfa, la tincién de los geles
se realiz6 con azul de Coomassie R-250 al 0,1 % (p/v) en una solucién de agua, metanol y 4cido
acético en una proporcién volumétrica de 60:30:10.

4.16.2.- INMUNODETECCION DE PROTEINAS TRANSFERIDAS ELECTROFORETICAMENTE
E INMOVILIZADAS SOBRE UN SOPORTE SOLIDO (WESTERN BLOTTING).

La transferencia de las muestras (mitocondrias y enzimas purificadas) desde el gel de
PAGE/SDS en el que han sido separadas, hasta la hoja de nitrocelulosa que se utiliza como soporte
s6lido, se realizé siguiendo el procedimiento descrito por el fabricante del aparato de
electrotransferencia empleado (Trans-blot Cell, de Bio-Rad Laboratories). Se comienza por incubar
durante 30 minutos, tanto el gel de PAGE/SDS como la hoja de nitrocelulosa, en el mismo tampén
en el que se efectiia la transferencia electroforética, y que contiene:

- 200 mM Tris-Base.

- 150 mM glicina.
-20 % (v/v) metanol.
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Seguidamente, se colocan encima del cdtodo y por este orden: una hoja de polietileno
poroso (Scotch-Brite) de 1,6 mm de espesor, una hoja de papel de filtro (Whatman 3MM), el gel,
la hoja de nitrocelulosa y, por ultimo, otra hoja de polietileno poroso, cuidando siempre de
eliminar cualquier burbuja atrapada entre las distintas hojas. La transferencia se lleva a cabo a
90-100 voltios durante 120-150 minutos.

Para la inmunodeteccién de las enzimas contra las que se habfan preparado los diversos
anticuerpos, primero se incubaba la hoja de nitrocelulosa, durante 30 minutos y a 37° C, en el
medio de bloqueo de sitios de unién inespecffica, que contiene:

-5 % (p/v) leche descremada en polvo.
- 0,02 % (p/v) azida sédica.

Posteriomente, se volvfa a incubar la hoja de nitrocelulosa, durante 2 horas y a temperatura
ambiente, en una nueva solucién del medio de bloqueo que, ademds, contenfa el anticuerpo cuya
especificidad se querfa ensayar, y diluido de acuerdo con los resultados de su ensayo previo
mediante la técnica ELISA. Inmediatamente después, 1a hoja de nitrocelulosa se lavaba, dos veces y
durante 10 minutos, en la solucién de lavado: tampén 50 mM Tris-HCl, pH 7,5 que contiene
150 mM NaCl, y se volvfa a incubar en una solucién del medio de bloqueo, durante 2 horas a
temperatura ambiente, con el segundo reactivo inmunolégico que, en este caso, era una fraccién de
inmunoglobulinas G de cabra anti-IgG de conejo y unidas covalentemente a peroxidasa de rdbano,
que se dilufa segun las instrucciones del proveedor (Bio-Rad Laboratories). Tras la incubacién, se
lavaba de nuevo la hoja de nitrocelulosa con la solucién de lavado, y se afiadfa el reactivo de
desarrollo de color, de acuerdo con las instrucciones del proveedor (Bio-Rad Laboratories).

4.17.- FLUOROGRAFIA.

La autorradiograffa es una técnica que ha sido ampliamente utilizada en la deteccién de
compuestos marcados radiactivamente. Sin embargo, su uso se ha visto restringido por la necesidad
de utilizar, bien isétopos de una energfa de emisi6n relativamente alta, o bien tiempos de

exposicién considerablemente largos.

Bonner y Laskey (68) han desarrollado un método para la deteccion en geles de
poliacrilamida de protefnas y 4cidos nucleicos marcados con tritio, denominado autorradiograffa de
centelleo o fluorograffa. Esta técnica consiste en deshidratar el gel en dimetil sulféxido, empaparlo
en una solucién de PPO en el mismo solvente (puesto que el PPO es insoluble en agua), secarlo y
exponerlo a placas de rayos X. Estas no se impresionan por las partfculas emitidas por el isétopo
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radiactivo, sino por la luz que se genera al interaccionar aquellas con el PPO. El método es diez
veces mds sensible que la autorradiograffa convencional cuando se aplica a la deteccién de
protefnas marcadas con *S o “C.

El procedimiento es el siguiente: después de la electroforesis, los geles, que se pueden tefiir
o no segun se desee, deben de fijarse por el procedimiento normalmente utilizado. A continuacién
se sumerge el gel en DMSO (200 ml para un gel de dimensiones 14 x 16 x 0,15 cm.) durante
treinta minutos. En este primer bafio se puede utilizar el DMSO que ya haya sido previamente
usado en el siguiente paso. Este consiste en sumergir de nuevo el gel en DMSO que no haya sido
utilizado, durante otros treinta minutos; el DMSO utilizado en este paso se recupera para ser usado
en el paso anterior en posteriores experimentos. Después el gel se empapa completamente con una
solucién de PPO al 22,2 % (p/v) en DMSO y durante tres horas. Se saca el gel de la solucién
anterior y se sumerge durante una hora en un volumen de agua veinte veces superior al suyo.

El paso siguiente consiste en secar el gel. Para ello se puede utilizar cualquiera de los
aparatos existentes en el mercado. La técnica que se ha utilizado, aunque menos sofisticada,
también da excelentes resultados. Consiste en extender sobre un cristal de 16,5 x 24 x 0,2 cm. dos
hojas de papel de celofdn, cuyas dimensiones sean ligeramente superiores a las del cristal que se va
a utilizar como soporte, y que han sido previamente empapadas por inmersién, en una solucién que
contenga:

- 10 % (v/v) 4cido acético glacial.
-2,5 % (v/v) glicerol.
- 10 % (v/v) isopropanol.

Se extiende una de las hojas sobre el cristal, evitando la formacién de arrugas y burbujas
de aire entre ambos y plegando los extremos sobrantes por debajo del cristal. A continuacién, se
deposita el gel, y sobre él se extiende la segunda hoja de celofdn procurando igualmente que
desaparezcan las burbujas de aire, las arrugas y la mayor cantidad posible de agua que haya
retenido el gel. Al igual que con la primera hoja, se pliegan los extremos que sobresalen por debajo
del cristal.

En esta forma se deja secar al aire el gel durante por lo menos veinticuatro horas. Una vez
seco, se separa el cristal cortando el celofin mediante una cuchilla. Después, y trabajando en
completa oscuridad, se coloca el gel ya perfectamente seco entre dos placas de rayos X (Kodak X-
Omat X S5) de 18 x 24 cm. El conjunto se introduce dentro de una caja con placas reflectantes y
que se comercializa especialmente para estos usos (Kodak X-Omatic Regular). Esta caja, una vez
sellada, se guarda a - 80° C, hasta que se vayan a visualizar los resultados mediante el revelado de
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las placas. Con este fin, se deja que la caja que las contiene alcance la temperatura ambiente, para
evitar que el gel quede adherido a las placas. En oscuridad completa, y teniendo mucho cuidado en
no mover mds que la placa que va a ser retirada, se procede a revelarla por inmersién durante cinco
minutos en la solucién de revelado que contiene: 1,1 g de Elon (Kodak), 36,0 g de sulfito sédico
anhidro, 4,4 g de hidroquinona, 65,0 g de carbonato sédico cristalino, 2,0 g de bromuro potdsico y
agua bidestilada hasta 500 ml. Al mismo tiempo que se retira una placa para ser revelada es posible
colocar otra en su lugar con objeto de, una vez vistos los resultados obtenidos con la primera,
poder elegir un tiempo de exposicién mds adecuado. La placa revelada se enjuaga con agua y se
sumerge en una solucién ﬁjédora comercial (Agfa) durante otros cinco minutos. Por iltimo se lava
con abundante agua y se deja secar a temperatura ambiente.

4.18.- PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE VANADATO.

Las soluciones de ion vanadato se prepararon de acuerdo con el procedimiento descrito por
Goodno (201). Como material de partida se utiliz6 Na,VO, (aunque también puede emplearse V,0,)
que se disuelve en agua a una concentracién aproximada de 0,2 M. Se afiade HCI 6 M hasta llevar
el pH a 10. A continuacién, es necesario hervir la solucién anterior para destruir las especies
poliméricas de color amarillo, tales como el ion V,;0,” (508).

La determinacién de la concentracién resultante se lleva a cabo espectrofotométricamente,
tras una dilucién volumétrica de 1a solucién concentrada, utilizando la longitud de onda de méxima
absorcién, 265 nm., y el correspondiente coeficiente de extincién molar, que, segin Goodno (201),
vale £ = 2.925 M cm.”.

Una vez conocida la concentracién real de ion vanadato, se prepara una dilucién
volumétrica en tampén MES-NaOH 0,2 M pH 5,5 cuya concentracién final sea 10 mM, y a partir
de la que se toman alfcuotas para el medio de incubacién. No obstante, esta dilucién se realiza
inmediatamente antes de llevar a cabo el ensayo, para evitar al mdximo la polimerizacién del ion
vanadato, que es dependiente del pH.

4.19.- DETERMINACION DE ATP POR BIOLUMINISCENCIA.
El primero en descubrir que era posible inducir emisién de luz a partir de un extracto de
luciérnagas por adicién de ATP fue McElroy (402) en 1947 quien, adem4s, observé que la emisién

de luz era proporcional a la cantidad de ATP afiadido. La primera aplicacién in vitro de las
reacciones de bioluminiscencia para determinar ATP y un cierto mimero de substratos y enzimas
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metabdlicamente relacionadas con aquel, la realizaron Strehler & Totter (616) cinco afios mis
tarde. Desde entonces, estos tres investigadores han contribuido notablemente al conocimiento del
mecanismo y aplicacién de 1a bioluminiscencia.

El ensayo de ATP por bioluminiscencia se basa en las siguientes reacciones catalizadas por

1a luciferasa:

Mg2+
E +LH, + ATP ==—mmmmmmp E:LH,-AMP + PPi (1)

E:LH, ‘AMP + O, =y E + CO, + AMP + Oxiluciferina + LUZ (2)

La reaccién (1) constituye el paso inicial de activacién, que transcurre a través de la
formacidén del complejo E-luciferina (LH,) y ATP. Esta reacci6n es reversible, aunque el equilibrio
se encuentra bastante desplazado hacia la derecha, y necesita la presencia de iones divalentes, tales
como el magnesio. A continuacién, el complejo E-luciferil adenilato reacciona irreversiblemente
con el oxfgeno molecular, reaccién (2), para producir un quanto de luz, AMP, CO, y oxiluciferina,
que es un potente inhibidor no competitivo de 1a reaccién de luminiscencia. La constante de
Michaelis para el ATP es 50 pM a pH 7,4. A concentraciones mucho menores, 1a velocidad de la
reaccién total es proporcional a la concentracién de ATP, en cuya presencia se alcanza la velocidad
mixima de forma casi inmediata y luego disminuye, esencialmente, siguiendo una cinética de
primer orden con respecto al tiempo. Por tanto, la determinacién de ATP implica la medida de una
intensidad de luz emitida por una solucién de luciferasa unos pocos segundos después de la adicién
de la disolucién que contiene el ATP. La intensidad inicial de la luz emitida es proporcional a la
concentracién de ATP en unas muy precisas y definidas condiciones. Las que se han empleado en
el presente trabajo han sido descritas por Kimmich et al. (314), quienes utilizan como instrumento
de medida un contador de centelleo l{quido.

Las alfcuotas procedentes de los tubos de incubacién de las muestras cuyo contenido en
ATP se quiere determinar, se precipitan al diluirlas 1:4 con 4cido perclérico 0,1 N. Tras
centrifugar, alfcuotas provenientes del sobrenadante se diluyen con tampdén 4cido
4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulf6nico/NaOH (Hepes-NaOH) 0,2 M, pH 9,0. De la solucién
resultante es de donde se toman las muestras para determinar ATP.
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FIGURA 6.- CURVA PATRON DE DETERMINACION DE ATP POR
BIOLUMINISCENCIA.

Se prepara por pesada directa una solucién patrén 0,1 M de ATP, que se ha
llevado hasta pH 7,0 mediante la adicién de hidréxido sédico, se distribuye en
alfcuotas y se conserva a -20° C. Inmediatamente antes de su uso se descongela,
se diluye en tampén Hepes/NaOH 0,2 M, pH 9,0 y a partir de esta dilucién se
toman alfcuotas para la determinacién de la intensidad de luminiscencia, segiin
se detalla en el apartado 4.19 de Métodos.
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La intensidad de la luminiscencia se mide, como ya hemos dicho, utilizando un contador de
centelleo lfquido. La determinacién se lleva a cabo en viales de centelleo de pldstico trashicido de 4
ml. El medio de ensayo contiene:

- Tampén arseniato sédico pH 8,0 5 pM.
- MgSO, 4 uM.
- Tampdn glicil-glicina pH 8,0 20 uM.

Se colocan en el vial entre 945 y 900 ul. del medio de ensayo y entre 5 y 50 ul. de la
muestra cuyo contenido en ATP se quiere determinar. Seguidamente se afiaden 50 ul. del reactivo
luciferasa-luciferina. El vial se tapa, se agita suavemente, se introduce en la plataforma de muestra
del contador y se hace descender a la cdmara de detecci6n. Exactamente a los veinte segundos de la
adicién del reactivo luciferasa-luciferina se inicia el ciclo de contaje, con la ventana del detector
totalmente abierta, que dura veinticuatro segundos. El reactivo luciferasa-luciferina utilizado es el
que comercializa en viales prepesados la casa Sigma y que contiene, previamente mezcladas,
luciferasa de luciérnaga purificada, luciferina sintética, albimina de suero bovino, MgSO,, EDTA
y tampén Tris-succinato, todo ello en forma de polvo liofilizado. Se reconstituye en el medio de
ensayo hasta una concentracién final de 8 mg/ml y se conserva entre 0° y 4° C. En cada
experimento se construfa una curva patrén para determinar la relacién entre el mimero de cuentas
por minuto y la concentracién de ATP (ver Fig. 6). Para verificar 1a validez de las medidas en las
muestras, se utilizaban patrones internos, afiadiendo cantidades conocidas de ATP a dichas
muestras.

4.20.- CONDICIONES DE INCUBACION.

En los experimentos de inactivacién y proteolisis de 1a OTC, las condiciones particulares
de cada ensayo se describen en las correspondientes Tablas y Figuras. No obstante, y de forma
general, el procedimiento estdndar utilizado ha sido el siguiente: todas las incubaciones se realizan
en tubos cénicos Eppendorf de 1,5 ml y a 37° C. El volumen final fue siempre de 0,1 ml. Se
adicioné albimina de suero bovino (BSA) en cantidad suficiente para igualar el contenido en
protefna hasta una concentracién final de 10 mg/ml. A los intervalos de tiempo indicados, se
tomaban alfcuotas para ensayar la actividad enzimitica residual, que se dilufan en el tampén de
ensayo de actividad enzimdtica de OTC enfriado en un bafio de hielo. Todos los valores
representan, por lo menos, la media de dos a tres experiencias distintas, realizadas cada una de
ellas en doble. Las determinaciones de actividad enzimdtica de OTC presentan coeficientes de
variacién dentro del intervalo comprendido entre el 2 y el 8 %.
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RESULTADOS

5.1.- PURIFICACION DE LA ORNITINA TRANSCARBAMILASA DE HIGADO DE
TERNERA.

En la Tabla 5, se presentan los resultados tfpicos de una purificacién. El procedimiento, tal
y como se aprecia, resulta muy sencillo en tanto en cuanto sélo hace uso de fraccionamientos
mediante sulfato aménico y una etapa de calentamiento, no requiere ningin paso cromatogréafico y
puede ser abordado incluso por personal -poco- familiarizado con las técnicas de purificacién de
enzimas. No obstante, y en sus primeras etapas, el método puede parecer algo enojoso debido al
gran volumen que hay que manipular. Es preciso llegar a un compromiso entre la cantidad de
enzima que se necesita y los medios materiales y humanos de que se disponga. En nuestro caso,
hemos partido de 750 g de hfgado, lo cual ya arroja un primer volumen a centrifugar de
aproximadamente tres litros, que es el miximo que dos personas pueden manejar trabajando al
unfsono con tres centrffugas Sorvall dotadas de rotores GSA, que son los que mayor volumen
admiten de entre los que disponfamos. Una semana de trabajo es el tiempo que se invierte en
completar la purificacién.

Tanto el rendimiento global de las purificaciones, como 1a actividad especffica de la enzima
que se obtiene, son menores que las originalmente descritas por Marshall y Cohen (380). La
diferencia en el rendimiento se origina en las tres primeras etapas. Asf, nuestra referencia o punto
de partida es muy superior al de estos autores, puesto que nuestra homogeneizacién rinde unas 0,41
unidades de OTC/mg de hfgado fresco, mientras que Marshall y Cohen obtienen 0,22 unidades de
OTC/mg de hfgado fresco. Sin embargo, nuestra extraccién con CTAB resulta ser un 30 % menos
eficiente. Se ha comprobado que, en ningin caso, estas diferencias se deben a una rotura de las
mitocondrias durante el proceso de homogeneizacidn; en realidad el procedimiento utilizado respeta
al mdximo todos los orgénulos celulares y, asf, en el sobrenadante de la primera centrifugacién del
homogeneizado apenas existe actividad enzimdtica de OTC o CPS I. La razén de esta discrepancia
podrfa radicar en el hecho de que no sea adecuado, a pesar de lo que se indica en el artfculo
original, congelar la muestra una vez finalizado el paso mimero 1, puesto que en ella la OTC est4
muy diluida y en presencia de un detergente, condiciones bajo las cuales es probable que se pueda
producir una parcial desnaturalizaci6n de la enzima. Ademds, da lugar a perfodos de
descongelacién muy largos, durante los cuales pueden actuar las proteasas lisosomales, puesto que
el pH del tampén de diluci6n es 6,0.

El resto de los pasos arrojan resultados similares para, finalmente, llegar a obtener 100 mg

de OTC/Kg de hfgado fresco, mientras que Marshall y Cohen obtienen 155 mg de OTC/Kg de
hfgado fresco.

-119-



-0z1-

TABLA 5.- RESUMEN DE LA PURIFICACION DE OTC DE HIGADO DE TERNERA.

VOLUMEN PROTEINA ACTIVIDAD PROTEINA ACTIVIDAD ACTIVIDAD RENDIMIENTO
FRACCION TOTAL (mg/ml) (U/ml) TOTAL TOTAL  ESPECIFICA (%)
(ml) | @® (U-10%) (U/mg)
HOMOGENEIZADO 3.000 58 103 174 3,09 1,8 100
EXTRACTO DE CTAB 2.500 11 81 21,5 2,03 7,4 66
1,8-2,2 M (NH,),SO, pH 6,0 525 13 248 6,9 1,30 19 42
1,7-2,2 M (NH,),SO,, pH 6,0 368 12 426 4.4 1,40 32 45
CALENTAMIENTO, 65° C, 1' 52 10,2 1.600 0,51 0,83 163 27
1,7 M (NH,),S0,, pH 6,0 45 6,5 1.622 0,29 0,73 248 24
2,3-2,8 M (NH,),S0,, pH 8,24 12 9,2 3.100 0,11 0,37 338 12
1,7 M (NH,),SO,, pH 6,0 5 15 6.200 0,075 0,31 410 10

Se parti6 de 750 g. de hfgado. La protefna se determiné midiendo la absorbancia a 280 nm. y 260 nm. (457). El volumen total se refiere al obtenido al
final de cada paso. La medida de la actividad enzimdtica se efectud tal y como se describe en el apartado 4.2. de Métodos.
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En cuanto a las diferencias observadas en las actividades especfficas, estas no pueden
deberse a una falta de homogeneidad de la fraccién final obtenida, puesto que al someterla a
electroforesis en geles de poliacrilamida/SDS, aparece una wnica banda, tanto si el sistema de
visualizacién es por tincién con Coomassie Blue, como si se utilizan procedimientos mucho mds
sensibles, como el marcaje con Na ['”l] y poéterior ﬂuorograffa (ver Figura 24). Ademds, esta
discrepancia es semejante a la observada y descrita por otros autores para la enzima de rata (99),
sin que, por el momento, exista ninguna explicacién plausible para la misma.

5.2.- PURIFICACION DE LA ORNITINA TRANSCARBAMILASA DE HIGADO DE RATA
POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.

Una vez efectuada la sfntesis del 6-PALO, se ensayé la preparacién en relacién con su
poder de inhibicién sobre la actividad de la OTC. Tal y como muestra la Figura 7, bajo
condiciones idénticas a las descritas por Mori et al. (423), el producto de la sfntesis no alcanzaba
los valores de inhibicién descritos por estos autores. Tras la posterior purificacién del 8-PALO por
cromatograffa preparativa sobre papel, se puede apreciar la coincidencia entre los datos de la
bibliograffa y los obtenidos con el 8-PALO utilizado en este trabajo.

El andlisis por cromatograffa analftica en capa fina de la preparacién sin purificar (datos no
presentados), revel6 la presencia de dos substancias con distintos R, cuando se efectuaba una
tincién especffica para compuestos que contienen fésforo, mientras que s6lo una de ellas se podfa
visualizar cuando la tincién se realizaba con ninhidrina. Es probable que esta contaminacién sea
debida al -PALO, que responderfa a las caracterfsticas descritas y que ademds no es capaz de
inhibir a la OTC.

La caracterizacién electroforética de 1a OTC purificada por cromatograffa de afinidad, tal y
como ilustra la Figura 8, demuestra el alto grado de purificacién que se alcanza con este
procedimiento, confirmando su idoneidad para ser empleado como técnica de purificacién de OTC,
especialmente cuando se haya marcado radiactivamente in vivo. Asf, partiendo de homogeneizados
de higado de rata, se recupera entre el 70 y el 80 % de la actividad de OTC en los elufdos de
carbamil fosfato y la actividad especffica de la enzima purificada oscila alrededor de 280 U/mg.
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FIGURA 7.-
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INHIBICION DE LA ORNITINA TRANSCARBAMILASA POR
6-N-FOSFOACETIL L-ORNITINA.

OTC purificada de vaca (43 pU) se incubg, durante 10 minutos y a 37° C, en un
medio que contenfa: S0 mM tampén Hepes/NaOH pH 7,2, S mM L-ornitina, §
mM carbamil fosfato y las cantidades indicadas de 8-N-fosfoacetil L-ornitina (3-
PALO). A continuacién, se tomaron alfcuotas para determinar la actividad
enzimdtica residual, segun se describe en el apartado 4.2. de Métodos.

— O — OTC + 8-PALO sin purificar
— @ — OTC + 8-PALO purificado por cromatograffa preparativa sobre papel

— A — Datos descritos por Mori et al. (423)

-122-



N° de pocilio

FIGURA 8.-
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ELECTROFORESIS DE LA OTC DE HIGADO DE RATA

PURIFICADA POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.

La electroforesis se efectué segin se describe en el apartado 4.16. de Métodos.
El pocilio 1 contiene los patrones de peso molecular (BSA 66.000, Ovoalbimina
45.000, Gliceraldehido-3-fosfato Deshidrogenasa 36.000, Anhidrasa Carbénica
29.000 y Tripsinégeno 24.000), el pocilio 2 OTC de rata purificada segin Lusty
et al (375), y los pocilios 3 y 4 OTC de rata, 20 y 15 ng respectivamente,

purificada a partir de una fraccién mitocondrial por cromatografia de afinidad

mediante 5-PALO inmobilizado sobre Sepharose 6B.
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5.3.- PREPARACION DE LISOSOMAS.

Los métodos mds utilizados para el aislamiento de lisosomas se basan en procedimientos de
fraccionamiento celular ampliamente utilizados, como son la centrifugacién diferencial y la
centrifugacién isopfcnica en gradiente de densidad. Sin embargo, la preparacién de fracciones
lisosomales puras es una tarea dificil, puesto que su rango de densidades de equilibrio es
ligeramente superior al de las mitocondrias, pero se solapa con él de forma sustancial, y
pricticamente igual al de los peroxisomas (48, 101).

Los lisosomas presentan 1a mayor movilidad anddica de cuantos orgdnulos se encuentran en
el hfgado, por Io que la electroforesis continua sin transportador, que separa las partfculas de
acuerdo con sus propiedades electrocinéticas, es la wnica vfa alternativa a las técnicas anteriormente
citadas y que ha sido utilizada con éxito (49, 612). No obstante, el equipo necesario es complejo y
el método engorroso, ademds de producir un rendimiento muy bajo y preparaciones con una
considerable heterogeneidad enzimdtica.

Otros métodos de purificaci6bn de lisosomas se fundamentan en las técnicas de
centrifugacién citadas, pero alterando in vivo la densidad de aquellos mediante la administracién e
incorporacién al lisosoma de substancias de baja densidad (como por ejemplo el Triton WR-1339,
dando origen a los asf llamados " tritosomas "), o de alta densidad (como por ejemplo el Dextran
500, oro, hidréxido coloidal de torio o de hierro). Obviamente, 1a principal desventaja de estos
métodos es que requieren un tratamiento previo del animal y que los lisosomas asf obtenidos son
distintos a los que proceden de animales no tratados; asf, por ejemplo, su estabilidad in vitro es
muy diferente de la de los lisosomas normales (674).

Teniendo siempre presente el grado de purificacién que se requerfa, el rendimiento de cada
uno de los procedimientos y, por iltimo, la simpiicidad y coste de los mismos, se han empleado
dos métodos de purificacién de lisosomas, utilizando cada una de las preparaciones obtenidas de
acuerdo con las exigencias de los experimentos en cuestién. En cualquier caso, siempre hemos
utilizado ratas macho de no menos de tres meses de edad y 350 g de peso, puesto que tanto el
rendimiento como las actividades especfficas de la fraccién resultante son superiores a las
observadas cuando se utilizan ratas m4s jévenes 0 m4s pequefias. También, se ha sometido siempre
a las ratas a un ayuno de unas 20 horas antes de su sacrificio, puesto que es un hecho muy
conocido que, en hfgado de rata, el ayuno induce un aumento del tamafio del compartimiento
lisosomal (663).

-
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La primera de las preparaciones lisosomales que hemos manejado, fue descrita por Ragab
et al. (514), sigue un esquema de purificacién muy semejante al método de Sawant et al. (568) y ha
sido muy ampliamente utilizada desde su aparicién. Aunque este autor contemplaba la composicién
de sus preparaciones como una precisa medida de la composicién del lisosoma de hfgado de rata,
posteriores estudios (49) han puesto de manifiesto que estd lejos de conseguir una purificacién tan
alta.

Nuestras preparaciones presentan altas actividades especfficas de 8-NAGASA, que oscilan
generalmente alrededor de 0,34 U/mg, y de Fosfatasa Acida (0,30 U/mg), es decir, unas treinta y
doce veces superior, respectivamente, al valor de las actividades especfficas en el homogeneizado
de hfgado. Al microscopio electrénico muestran (ver Figura 9), junto a lisosomas claramente
identificables restos celulares de vacuolas autofigicas, de membranas mitocondriales muy
deterioradas y, en ocasiones, algiin peroxisoma aislado. Es decir, hay una considerable cantidad de
protefna que no pertenece al lisosoma; por tanto, las caracterfsticas y contenido de estas
preparaciones no se pueden atribuir especfficamente a los lisosomas, tal y como han hecho diversos
autores (48). De hecho, la actividad especffica de OTC en estas preparaciones de lisosomas es,
aproximadamente de 0,5 U/mg, lo que representa un 10 % de la actividad especffica de 1a OTC en
mitocondrias, y la mitad del valor que se obtiene en el homogeneizado de hfgado. No obstante,
para el tipo de estudio que nos habfamos fijado a priori, tal y como ya expusimos en el apartado de
Planteamiento y Objetivos, asf como para la clase de experimentos que hemos llevado a cabo, no es
en ningin momento esencial el trabajar con preparaciones totalmente purificadas, cosa por otra
parte casi imposible. Por el contrario, basta con disponer de fracciones subcelulares suficientemente
enriquecidas en el orgdnulo que se quiere utilizar, y con aplicar las técnicas analfticas adecuadas
para poder caracterizar el material obtenido y evaluar los procedimientos empleados.

También hemos aplicado para la preparacién de lisosomas de hfgado de rata el método de
Wattiaux et al. (675), que resulta ser hasta la fecha superior a cualquier otro método publicado en
cuanto a la relacién entre el grado de purificacién y el rendimiento que llega a alcanzar. Asf, por
un lado tenemos que las actividades especfficas de nuestros marcadores lisosomales, 1a B-NAGASA
y la Fosfatasa Acida, se ven casi cuadruplicadas (1,2 U/mg) y triplicadas (0,8 U/mg),
respectivamente, aunque el rendimiento que se consigue se encuentra alrededor del 10 %,
aproximadamente la mitad que con el método de Ragab et al. Ademds, la actividad especffica de
OTC se ve notablemente reducida (0,1 U/mg) en comparacién con los lisosomas que se obtienen
por centrifugacién diferencial. Por otra parte, tenemos que los principales constituyentes de la
fraccién ‘mimero 2, tal y como vemos en la Figura 10, resultan ser los tfpicos cuerpos densos,
redondos o alargados, y que contienen frecuentemente una vacuola que a veces les da forma de
anillo. También se aprecian cuerpos residuales y restos membranosos.
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wf

FIGURA 9.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DE LA APARIENCIA
MORFOLOGICA QUE PRESENTAN LOS LISOSOMAS DE

HIGADO DE RATA OBTENIDOS SEGUN EL METODO DE

RAGAB ET AL.(X 41.000)

La muestra se prepard y se proces6 para microscopia electréonica, segin se

detalla en los apartados 4.3. y 4.12., respectivamente, de Métodos. La barra

indica 0,5 /;m.
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FIGURA 10.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DE LA APARIENCIA
MORFOLOGICA QUE PRESENTAN LOS LISOSOMAS DE

HIGADO DE RATA OBTENIDOS SEGUN EL METODO DE

WATTIAUX ET AL.(X 40.000)

La muestra se preparé y se procesé para microscopia electrénica, segin se

detalla en los apartados 4.3. y 4.12., respectivamente, de Métodos. La barra
indica 0,5 ;un.
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En ninguna otra parte son tan patentes las dificultades en la obtencién de lisosomas como
en el cerebro. Ello se debe, ademds de por los problemas que acabamos de comentar, a un mimero
de peculiaridades que presenta este tejido, y que son las siguientes:

1) La diversidad de tipos celulares existente.

2) La distribucién en diversos compartimientos de los lisosomas, que aparecen incluso en
los axones y en los nervios terminales.

3) La existencia de estructuras del tejido nervioso, aparentemente anormales, en la
fraccién mitocondrial de los homogeneizados de cerebro y que cosedimentan con los
lisosomas.

4) Una parte sustancial de las enzimas lisosomales se encuentra asociada a la fraccién
microsomal, al retfculo endopldsmico y al aparato de Golgi.

A pesar de todo, se pueden obtener fracciones mds o menos enriquecidas en lisosomas
combinando centrifugaciones diferenciales e isopfcnicas. En la Figura 11 vemos la imagen en el
microscopio electrénico de la apariencia morfolGgica de una preparacién de lisosomas de cerebro
segin el método aplicado en este trabajo. En esta preparacién, que presenta un granulado debido a
la precipitacién del citrato de plomo durante la tincién, se observan lisosomas junto con bastantes
mitocondrias, lo que confirma los datos de otros autores sobre la dificultad de separar ambos
orgdnulos en este tipo de tejido. Las actividades especfficas de 8-NAGASA y de Fosfatasa Acida
son de 0,032 y 0,015 U/mg, respectivamente. Es decir, los valores de actividades especfficas son
muy inferiores a los obtenidos con las preparaciones procedentes de hfgado, debido
fundamentalmente a que no se consigue una buena purificacién, y también a que los valores de
partida son unas veinte veces inferiores a los de las actividades especfficas que se encuentran en
hfgado.

5.4.- INMUNOCITOQUIMICA CUANTITATIVA DE PROTEINAS MITOCONDRIALES.

La inmunocitoqufmica es una herramienta muy itil para la localizacién in situ de las
macromoléculas intracelulares. Se han empleado diferentes aproximaciones experimentales en la
visualizacién por microscopfa electrénica de los lugares antigénicos. En un principio, se permitfa a
los reactivos inmunolGgicos penetrar en los fragmentos de los tejidos una vez fijados, pero antes de
ser incluidos. El principal problema de esta técnica consiste en la impermeabilidad de las
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MICROGRAFIA ELECTRONICA DE LA APARIENCIA
MORFOLOGICA QUE PRESENTAN LOS LISOSOMAS DE

CEREBRO DE RATA.(X 32.000)

La muestra se preparé y se procesé para microscopia electréonica, segin se
detalla en los apartados 4.3. y 4.12., respectivamente, de Métodos. La barra

indica 0,5 /xm.
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membranas celulares a los anticuerpos y demds reactivos. Aunque este inconveniente se puede
soslayar mediante un tratamiento con detergentes o solventes, congelacién y descongelacién, o
seccionamiento mecdnico, todos estos procedimientos alteran 1a estructura fina celular y presentan
el inconveniente de la falta de uniformidad en la penetracién del reactivo inmunolégico. Como
alternativa, se han desarrollado técnicas de marcaje sobre secciones de material ya incluido en
diversas matrices (pldsticos o resinas). Asf, se han venido utilizando, principalmente, anticuerpos
conjugados con ferritina o unidos a peroxidasa.

En 1971, Faulk y Taylor presentaron un método inmunocoloidal para microscopfa
electr6nica que gané popularidad cuando, mds recientemente, Roth et al. (553) elaboraron una
técnica de localizacién de antfgenos sobre secciones muy finas de tejido incluidas en matrices de
pldstico, mediante el uso de los complejos protefna A-oro coloidal, que es la que se ha seguido en
el presente trabajo y que proporciona tanto una especificidad como una resolucién altas.

La protefna A es producida por muchas cepas de Staphylococcus aureus y se encuentra
covalentemente unida a la parte glicanopeptfdica de su pared celular. La excepcién la constituyen
ciertas cepas mutantes que secretan al exterior toda su protefna A siendo ésta la que,
posteriormente, se purifica y comercializa, ademds de la que ya se obtiene también por ingenierfa
genética. La protefna A estd formada por una sola cadena polipeptfdica con un peso molecular de
42.000 y es muy estable al calor y a los agentes desnaturalizantes. Su caracterfstica principal es su
capacidad para interaccionar con las inmunoglobulinas, especialmente con las IgG, de diversas
especies de mamiferos. Esta interaccién es una reaccién pseudoinmune, ya que implica a los
dominios C,,, y C,;, de la regién Fc de las IgG. Una molécula de protefna A es capaz de unir dos de
IgG, y en ningiin caso se ve afectada la regién de unién de la molécula de inmunoglobulina con el
antfgeno, por tanto, no influye en la reaccién antfgeno-anticuerpo (552).

Si se quiere obtener una adecuada localizacién inmunocitoqufmica de un antigeno, es
necesario que tanto los procedimientos de fijacién como de inclusién del tejido o material
biol6gico, preserven, a la vez, la estructura fina celular y Ia antigenicidad de las protefnas. Entre
los fijadores que mejor cumplen estos dos requisitos se encuentra el glutaraldehfdo, y entre las
resinas de inclusién, el Lowicryl K4M, que permite efectuar la polimerizacién a bajas
temperaturas.

En este trabajo, se ha hecho uso de estos reactivos y hemos aplicado la técnica de los
complejos de protefna A-oro coloidal para la detecci6n y cuantificacién de tres enzimas de la matriz
mitocondrial: la Ornitina Transcarbamilasa, 1a Glutamato Deshidrogenasa y la Carbamil Fosl;ato
Sintetasa I. Los resultados obtenidos revelan la precisién y fiabilidad de estos procedimientos, tal y
como se puede comprobar en las Figuras 12, 13 y 14 donde se aprecia la alta calidad y
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FIGURA 12.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DEL MARCAIJE
INMUNOCITOQUIMICO DE LA OTC MEDIANTE LA
TECNICA DEL COMPLEJO PROTEINA A-ORO COLOIDAL
SOBRE UNA SECCION ULTRAFINA DE HIGADO DE

RATA. (X 46.000)

La muestra se preparé y se procesé segun se detalla en los apartados
4.13. y 4.14. de Métodos. El valor promedio del tamafio de las particulas

de oro coloidal empleado fue de unos 17 nm. La barra indica 0,5 /;m
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FIGURA 13.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DEL MARCAIJE
INMUNOCITOQUIMICO DE LA GDH MEDIANTE LA
TECNICA DEL COMPLEJO PROTEINA A-ORO COLOIDAL
SOBRE UNA SECCION ULTRAFINA DE HIGADO DE

RATA. (X 45.000)

La muestra se prepard y se procesd segun se detalla en los apartados
4.13. y 4.14. de Métodos. El valor promedio del tamaiio de las particulas

de oro coloidal empleado fué de unos 17 nm. La barra indica 0,5 jan.
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FIGURA 14.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DEL MARCAIJE
INMUNOCITOQUIMICO DE LA CPS I MEDIANTE LA
TECNICA DEL COMPLEJO PROTEINA A-ORO COLOIDAL

SOBRE UNA SECCION ULTRAFINA DE HIGADO DE

RATA. (X 22.000)

La muestra se preparé y se procesé segiin se detalla en los apartados
4.13. y 4.14. de Métodos. El valor promedio del tamafio de las particulas

de oro coloidal empleado fue de unos 17 nm. La barra indica 1/;m
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resolucién de la inmunotincién, 1a preservacién de estructuras y el escaso marcaje inespecffico.
Tras el tratamiento con los correspondientes anticuerpos seguidos de los complejos protefna A-oro,
se puede observar la distribucién homogénea de las marcas que producen las partfculas de oro
sobre la matriz mitocondrial de células de hfgado de rata.

En la Tabla 6, vemos las densidades de marcaje en la mitocondria para las tres enzimas
citadas anteriormente. También se demuestra que el marcaje no especffico es bajo y permanece
constante en todo el hepatocito, tal y como ya han sefialado otros autores (53, 327). Asf, se
observan pocas'pa'ttfculas de oro éobre rotr'osr cdmbariiniiehtoé c'elu'lares‘diétintos dela ﬁnitocondria,
Y que no representan mds que adsorciones de tipo inespecifico de los reactivos inmunocitoqufmicos
sobre las secciones celulares.

La mitocondria de flfgado de rata resulta ser un buen modelo para la inmunocitoqufmica
cuantitativa, debido a la gran cantidad de datos bioqufmicos que sobre ella disponemos. La
localizacién inmunocitoqufmica de las protefnas mitocondriales, complementa las observaciones y
determinaciones bioqufmicas y contribuye, como una herramienta mds, al estudio de los procesos
de su sfntesis y degradacién. En este sentido, la cuantificacién del mimero de moléculas de una
protefna mitocondrial mediante procedimientos inmunocitoqufmicos altamente sensibles y
especfficos, podrfa aportar datos acerca de su concentracién intramitocondrial y, por consiguiente,
sobre su recambio.

Por otra parte, estas técnicas inmunocitoqufmicas de microscopfa electrénica podrfan
correlacionarse con los datos bioqufmicos de localizacién y concentracién de macromoléculas. Asf,
en el caso de la localizacién subcelular, aquf se demuestra claramente que las tres enzimas se
encuentran situadas en la matriz mitocondrial, tal y como ya se habfa deducido previamente (99)
utilizando los métodos de fraccionamiento celular y medida de la actividad enzimdtica.

En relacién con las respectivas concentraciones intramitocondriales de las tres enzimas
sometidas a estudio vemos que, a partir de los cdlculos indicados en las Tablas 7, 8 y 9, éstas
varfan dentro de un intervalo de valores bastante amplio, dependiendo de la fuente de la que se
tomen los datos. No obstante, las concentraciones relativas entre estas enzimas calculadas por este
método inmunocitoqufmico se aproximan a las obtenidas a partir de datos morfométricos y
bioqufmicos. Asf, 1a relacién entre la CPS I y la OTC obtenida por métodos inmunocitoqufmicos es
de 1,63, mientras que de los datos morfométricos y bioqufmicos podemos llegar a establecer una
relacién de 1,74. En el caso del cociente GDH/OTC, la inmunocitoqufmica proporciona un valor
de 0,90, frente al 0,86 calculado a partir de los datos de las Tablas 8 y 9.
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TABLA 6.- DENSIDADES DE MARCAJE EN MITOCONDRIAS Y EN EL RESTO DEL
HEPATOCITO DE RATA PARA DIFERENTES ENZIMAS

MITOCONDRIALES.
Anticuerpo Densidad de marcaje (particulas de oro/um?
Total Corregido
Mitocondria Resto célula Mitocondria
Anti-OTC 11,5 £ 2,9 23+0,6 8,8
Anti-CPS 1 17,0 + 1,2 2,4 +£0,4 14,3
Anti-GDH 10,6 + 1,2 2,8 +£0,6 7,9
IgG Control 2,7+ 0,4 26+0,3 -

En cada una de las determinaciones, que constituyen experiencias individuales, se han medido, tanto en el
caso del anticuerpo como en el del suero control, superficies mitocondriales superiores a 200 ym’ y
superficies del resto del hepatocito superiores a 1000 um’. Los valores presentados corresponden a la
media aritmética de tres determinaciones + la desviacién estandar.
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TABLA 7.-

MITOCONDRIAS DE CELULAS DE HIGADO DE RATA.

2)

1) Actividad de CPS I en homogeneizados de hfgado de rata: 9,3 U/g de higado (516).

Actividad especffica de la CPS I purificada: 3,0 U/mg de protefna (516).

Peso molecular de la CPS I: 150.000 daltons (99).

Por tanto, tendremos: 3,1 mg de CPS I /g de hfgado, que equivalen a 20 nmoles/g
de hfgado.

Asumiendo que 1 g de higado equivale a un mililitro, que el volumen ocupado por
las mitocondrias en el hepatocito normal es del 20 % y que la matriz mitocondrial
representa la cuarta parte del volumen total mitocondrial (329), o bien teniendo en
cuenta que un gramo de hfgado rinde 60 mg de protefna mitocondrial (685) y que
el contenido de agua de la mitocondria es de 0,66 ml/g de protefna (678), llegamos
a la conclusién de que la CPS I se encuentra en la matriz mitocondrial del hfgado
de rata en una concentracién entre 0,4 y 0,5 mM, lo que equivale a 157.000 -
196.000 moléculas de CPS I por mitocondria.

Actividad especffica de CPS I en mitocondrias: 0,63 U/mg (515).

Actividad especifica de CPS I purificada: 4 U/mg (515).

Luego, l1a CPS I representa el 15 % de la protefna mitocondrial.

El contenido de agua de la mitocondria es de: 0,66 ml/g de protefna mitocondrial
(678).

Peso molecular de 1a CPS I: 158.000 (515).

Por tanto, la concentracién intramitocondrial de CPS I es de 1,4 mM, lo que
equivale a 548.000 moléculas de CPS I por mitocondria.
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TABLA 8.- CALCULO DEL NUMERO DE MOLECULAS DE OTC EN
MITOCONDRIAS DE CELULAS DE HIGADO DE RATA.

1) Actividad de OTC en homogeneizados de hfgado de rata: 200-290 U/g de hfgado
477).
Actividad especffica de 1a OTC purificada: 249 U/mg (97).
Peso molecular de 1a OTC: 112.000 daltons (375).
Por tanto, tendremos aproximadamente 1 mg de OTC por gramo de hfgado, lo que
equivale a 9 nmoles de OTC/g de hfgado.
Consideraciones andlogas a las del apartado 1 de 1a Tabla 7, nos llevan a concluir
que la OTC se encuentra en la matriz mitocondrial en una concentracién entre 0,18
y 0,23 mM, es decir, que tendremos entre 70.500 y 90.000 moléculas de OTC por
mitocondria.

2) Actividad especffica de la OTC en mitocondrias: 4,3-6,1 U/mg de protefna
mitocondrial (375).
Actividad especffica de la OTC purificada: 985-1000 U/mg (375).
Luego la OTC constituye el 0,5-0,6 % de la protefna mitocondrial.
El contenido de agua de la mitocondria es de: 0,66 ml/g de protefna mitocondrial
(678).
El peso molecular de 1a OTC es de: 112.000 daltons (375).
Por tanto, la concentracién intramitocondrial de la OTC es de 0,07 mM
Dado que el volumen mitocondrial medio es de 0,65 um’ (224), el mimero de
moléculas de OTC por mitocondria serfa, aproximadamente, de 27.500.
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TABLA 9.- CALCULO DEL NUMERO DE MOLECULAS DE GDH EN
MITOCONDRIAS DE CELULAS DE HIGADO DE RATA.

1) Actividad de 1a GDH en homogeneizados de hfgado de rata: 0,78 U/mg de protefna
hepética (315).
Actividad especffica de la GDH purificada: 185 U/mg (315).
Peso molecular de 1a GDH: 350.000 daltons (315).
Por tanto, por cada gramo de protefna hepdtica hay 4,2 mg de GDH.
Asumiendo que 1 g de hfgado equivale a 1 ml y que el volumen ocupado por las
mitocondrias de un hepatocito normal es el 20 % del total, obtenemos que la
concentracién mitocondrial de la GDH es de 0,06 mM.
Dado que el volumen mitocondrial medio es de 0,65 p.m3 (224), tendremos que el
mimero de moléculas de GDH por mitocondria es de 23.500.

2) Partiendo de los mismos datos que en el apartado 1, y considerando que 1 g de
protefna hepdtica rinde 60 mg de protefna mitocondrial (685), tendremos 0,07 g de
GDH/g de protefna mitocondrial.

Si el contenido de agua de la mitocondria es de 0,66 ml/g de protefna mitocondrial
(678), la concentracién intramitocondrial de GDH serd de 0,303 mM, lo que
equivale aproximadamente a 119.000 moléculas de GDH por mitocondria.
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Esta técnica descubre los antfgenos que se encuentran exi la superficie de las secciones
celulares. Por tanto, el cdlculo de las concentraciones absolutas para una enzima dada, requerirfa
estimar la profundidad a la que los complejos protefna A-oro penetran dentro de la secci6n, y la
pérdida de antigenicidad producida por el tratamiento del tejido para microscopfa electrénica, asf
como conocer la estequiometrfa de la reaccién inmunolégica. No obstante, puesto que se observa
que, en una misma seccién, el mimero de marcas por célula permanece aproximadamente constante,
cualquier inhibicién de 1a inmunorreactividad se produce por igual en todas ellas.

Por tanto, esta técnica no proporciona informacién alguna concerniente a la cantidad total
de una determinada enzima en la mitocondria, ni sobre la relacién de masas entre diversas protefnas
mitocondriales. Sin embargo, las concentraciones intramitocondriales relativas detectadas por
medio de estos procedimientos inmunocitoqufmicos son vélidas para cualquier estudio comparativo
en el que se quieran observar las variaciones de concentracién producidas bajo diversas condiciones
experimentales. Asf, los valores del nimero de marcas por micra cuadrada para cada enzima,
obtenidos con un mismo antisuero, un determinado tamafio de partfcula de oro, un lote de solucién
del complejo protefna A-oro dado y en secciones procesadas al unfsono, pueden servir como
marcadores de una situacién control y como sondas para visualizar cualquier alteracién producida
bajo distintas situaciones fisioldgicas o diversos tratamientos.

Por otra parte, esta técnica también permite comparar las concentraciones relativas de una
determinada enzima en diversos tejidos, dentro de un mismo tejido en los distintos tipos de células
y dentro de una determinada estirpe celular en funcién de su situacién anatémica en el 6rgano,
aportando, de esta manera, informacién sobre la homogeneidad o heterogeneidad de las poblaciones
celulares.

Razonamientos andlogos sirven igualmente para los orgdnulos subcelulares, como es el caso
de las mitocondrias hepdticas que nos ocupan. Asf, y de acuerdo con la Figura 15, la distribucién
de las mitocondrias de hfgado de rata, de acuerdo con el mimero de partfculas de oro por micra
cuadrada para cada una de las tres enzimas, se ajusta estadfsticamente a una distribucién normal o
distribucién de Poisson. De esta forma, se proporciona una evidencia, basada en determinaciones
inmunocitoqufmicas, en favor de la homogeneidad de la poblacién intracelular de mitocondrias.

No obstante, las conclusiones pueden todavfa extenderse mds lejos, puesto que todas estas
enzimas tienen vidas medias distintas y, sin embargo, presentan la misma localizacién
intramitocondrial. De ahf que no se pueda pensar en un unico mecanismo de degradacién de las
protefnas mitocondriales a través de una autofagia incontrolada tras su englobamiento en lisosomas,
que sélo podrfa explicarse postulando la existencia de una heterogeneidad mitocondrial en relacién
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FIGURA 15.-

HISTOGRAMA DE FRECUENCIAS DE LAS DENSIDADES DE
MARCAJE DE DIFERENTES ENZIMAS MITOCONDRIALES EN
MITOCONDRIAS INDIVIDUALES.

Cada histograma representa una experiencia distinta. Las muestras se
procesaron tal y como se describe en el apartado 4.14.1 de Métodos, y fueron
incubadas con los siguientes anticuerpos: A) anti-CPS I; B) anti-OTC; C) anti-
GDH y D) IgG control. S6lo se contabilizaron las mitocondrias cuyas 4reas
fueron superiores a 0,25 um’.
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con los niveles de estas enzimas. Los resultados que aquf se presentan son incompatibles con esta
hipétesis y apuntan a que, en el estado basal, el principal mecanismo de degradacién que regula,
junto con la sfntesis proteica, el recambio de las enzimas mitocondriales no puede ser meramente
autofdgico, sino que deben de operar en el hepatocito otros sistemas, lisosémicos 0 no, capaces de
discernir entre protefnas.

Otra ventaja adicional de este procedimiento, consiste en el hecho de que se pueden utilizar
complejos protefna A-oro preparados a partir de oro coloidal de diferente tamafio de partfcula. Por
tanto; esta técnica también permite la localizacién ﬁltréeétrucniral de los lugares antigénicos
correspondientes a dos protefnas diferentes sobre un mismo corte o seccién. Para ello se aprovecha
la circunstancia de que en funcién del agente reductor que se utilice y la cantidad de éste que se
emplee, es decir, segin sea la velocidad de la reaccién de reduccién, se puede ir variando el
tamafio de partfcula del oro coloidal que se va a obtener. Asf, se pueden preparar dos complejos de
protefna A-oro que difieran sustancialmente en cuanto al tamafio de partfcula de oro utilizado y, por
tanto, que produzcan imdgenes de marcas claramente diferenciables al microscopio electrénico.
Como ejemplo, en las Figuras 16 A y 16 B se muestran los resultados obtenidos en una
determinacién simultdnea de OTC y CPS 1.

Es necesario, con el procedimiento seguido aquf, llevar a cabo el marcaje primero sobre
una superficie de la seccién del tejido y luego sobre la otra. La transparencia de la seccién al haz
de electrones permite la visualizacién simultdinea de las partfculas de oro presentes en ambas
superficies, que son equivalentes para el marcaje, tal y como lo demuestra el hecho de que los
resultados son iguales cuando se cambian los anticuerpos con los que se tratan cada una de las
superficies.

El tamaiio tiene implicaciones importantes: las partfculas grandes se pueden visualizar muy
bien a bajos aumentos, obteniéndose ficilmente una impresién general del marcaje global. También
se distingue muy bien sobre estructuras que resulten ser mds opacas a los electrones. Una
desventaja radica en el hecho de que las partfculas de oro con mayor tamafio son inferiores en
relacién con la sensibilidad y resolucién que alcanzan.

Las partfculas m4s pequefias son mejores en cuanto al rendimiento en el marcaje y, por
tanto, dan una imagen m4s sensible de la inmunorreaccién. Ademds, la resolucién de la técnica
mejora conforme disminuye el tamafio de partfcula, y también es menor la posibilidad de que
pequefias estructuras no se puedan llegar a observar por sobreposicién de grdnulos de oro. La
eleccion del tamaifio de partfcula depende, pues, de la informacién requerida.
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FIGURA 16A.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DE UN DOBLE MARCAIJE
INMUNOCITOQUEMICO DE OTC Y CPS I MEDIANTE LA
TECNICA DEL COMPLEJO PROTEINA A-ORO COLOIDAL
SOBRE UNA SECCION ULTRAFINA DE HIGADO DE RATA:

ASPECTO GENERAL. (X 39.000)

La muestra se preparé y procesé segun se detalla en los apartados 4.13. y
4.14.2. de Métodos. El valor promedio del tamafio de las particulas de oro
coloidal empleado fue de unos 17 y 5 nm, respectivamente. La barra indica

0,5 /un.
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FIGURA 16 B.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DE UN DOBLE MARCAIJE
INMUNOCITOQUEMICO DE OTC Y CPS I MEDIANTE LA
TECNICA DEL COMPLEJO PROTEINA A-ORO COLOIDAL
SOBRE UNA SECCION ULTRAFINA DE HIGADO DE RATA:
DETALLE DE LAS MARCAS PRODUCIDAS POR LAS
PARTICULAS DE ORO COLOIDAL DE DIFERENTE

TAMANO. (X 118.000)

La muestra se preparé y proceso segun se detalla en el apartado y 4.14.2. de
Métodos. El valor promedio del tamaifio de las particulas de oro coloidal

empleado fue de unos 17 y 5 nm, respectivamente. La barra indica 0,2 fim.
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La dificultad en la penetracién, no al interior del tejido (circunstancia que no se da) sino en
las irregularidades y huecos de la superficie de la seccién, es, probablemente, otro factor que
provoca una menor sensibilidad de las partfculas de mayor tamafio. Las partfculas mds pequefias
producen un marcaje més intenso y denso, lo que da origen a zonas en las que los impedimentos
estéricos y las repulsiones entre las partfculas de oro son los factores limitantes de la sensibilidad.
Estos factores, junto con las caracterfsticas de penetracién de las partfculas y de las estructuras
celulares en estudio, deben de ser consideradas cuando se interpretan cuantitativamente patrones de
marcado.

5.5.- DETERMINACIONES CUANTITATIVAS DEL RECAMBIO PROTEICO EN HIGADO
DE RATA.

Los términos, conceptos y métodos de andlisis utilizados en los estudios sobre el proceso
metabdlico del recambio, se pueden encontrar en numerosos libros y revisiones. Sin embargo, no
todos los autores han definido estos pardmetros de la misma forma, por lo que se ha crefdo
oportuno clarificarlos con objeto de lograr una mejor comprensién del alcance de los resultados del
trabajo que aquf se presenta.

La palabra recambio es un término general que se utiliza para describir el proceso global de
renovacién o sustitucién de una determinada protefna durante la vida de una célula. Sfntesis,
degradacién, proteolisis, etc, son, sin embargo, términos que se refieren a aspectos especfficos de
este proceso general.

Se ha evitado especialmente el uso de la palabra catabolismo, puesto que por norma se
entiende que hace referencia a un proceso oxidativo y, de esta forma, se distinguen m4s claramente
conceptos tan diferenciados entre sf como el catabolismo de los aminodcidos a urea y la
degradacién de una protefna hasta sus amino4cidos constituyentes.

Un tejido como el hfgado, contiene un gran nimero de enzimas en cantidades muchas veces
desconocidas, y que presentan un amplio espectro de velocidades de sfntesis y degradacién. Per
tanto, la velocidad de recambio global ser4 la suma de todos los procesos individuales de cada una
de las protefnas, desde la mds rdpida a la m4s lenta. Aunque este hecho plantea una serie de
cuestiones importantes, tales como las relativas al significado metabdlico de este gran intervalo de
velocidades de recambio - en el que'existen diferencias de hasta 2.000 veces -, y sobre los factores
que regulan las velocidades de degradacién de las protefnas individuales, estos aspectos se tratardn
detalladamente en otros apartados. Por tanto, este proceso de recambio puede implicar la
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produccién o sfntesis de nuevo material proteico, la desaparicién o degradaci6n del ya existente o
puede representar el intercambio del mismo entre dos 0 mds compartimientos celulares.

Bi4sicamente, cualquier intento de medida de la degradacién intracelular de protefnas
implica el uso de alguno de los métodos que ya describimos en la Introduccién (ver apartado 1.13).
No obstante, estos métodos difieren mucho en cuanto a su fiabilidad y, siempre que se pueda, se
deben confirmar los resultados por dos o mds métodos. Ademds, también se debe tener muy
presente que, incluso con dos procedimientos relativamente fidedignos, es muy diffcil obtener
resultados que concuerden perfectamente, pues entran en juego factores muy diversos. Entre los
mds importantes se encuentran las caracterfsticas del sistema que se va a estudiar, puesto que de
este depender4, fundamentalmente, la eleccién del método que se empleard.

El hfgado ha sido el 6rgano que mids se ha utilizado para los estudios de recambio
intracelular de protefnas. Las razones son muy numerosas, pero destacaremos las siguientes:

- Es el mayor 6rgano visceral del organismo y representa el 3-5 % del peso del cuerpo.
- Es capaz de regular su propia masa.

- Presenta la mayor capacidad de regeneracién de todos los 6rganos corporales.

- Es el wnico tejido capaz de deaminar los amino4cidos.

- Es extremadamente activo en el metabolismo proteico y casi todas la protefnas del
plasma son de origen hepitico.

- Posee una anatomfa muy singular que le permite un contacto ffsico directo entre el
torrente sangufneo sinusoidal y las células hepdticas.

- Estd compuesto por diversos tipos celulares que incorporan en sus membranas
receptores u otras funciones especializadas en conseguir una adecuada eliminacién del
material circulante.

De esta forma, el hfgado resulta ser, hoy en dfa, el tejido del que mayor documentacién se
dispone. No en vano, el hfgado, el rifién y el misculo son los principales tejidos donde mayores

son las tasas de proteolisis. Ademds, cuando se comparan las vidas medias de las protefnas solubles
de hfgado, rifién y misculo, las t,, correspondientes a las protefnas hep4ticas son las mds cortas

Esta gran capacidad de recambio proteico por parte del hfgado, se ha visto confirmada por
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numerosas evidencias experimentales, por ejemplo, el hfgado de rata o de rat6n después de 48
horas de ayuno, pierde alrededor del 40 % de su contenido proteico, y vuelve rdpidamente a su
nivel normal (439). Asf, se han determinado las vidas medias de unas 60 protefnas hepdticas, que
van desde unos quince minutos hasta casi un mes. En relacién con las diversas enzimas
mitocondriales que ya han sido estudiadas, resulta especialmente relevante el hecho de que se
dispone de medidas cuantitativas sobre la vida media de la Carbamil Fosfato Sintetasa I, que
cataliza el primer paso en la biosfntesis de arginina y urea, es decir, la formacién de carbamil
fosfato - uno de los substratos de la Ornitina Transcarbamilasa -. Ademds, la CPS I presenta otras
caracterfsticas de gran interés, como son:

- Constituye alrededor del 20 % de las protefnas de la matriz mitocondrial.
- Se encuentra uniformemente distribuida en la matriz mitocondrial.

- Es la unica enzima en la biosfntesis de urea que tiene un activador alostérico: el
N-acetil-L-glutamato.

- Se ha postulado que constituye el punto principal de control del ciclo de la urea.

Nicoletti et al. (468), utilizando 1a técnica del doble is6topo, encontraron que la vida media
de la CPS I de hfgado de rata era de 7,7 dfas para una dieta normal, de 3,3 dfas en una dieta con
alto contenido en protefna, de 4,6 dfas en el caso de una dieta carente de protefna y de 7,8 dfas en
animales tiroidectomizados. Otros estudios llevados a cabo con preparaciones hepéticas de Rana
catesbeiana, daban una vida media alrededor de 3,5 dfas para la CPS I, que se acortaba hasta 2,3
dfas en presencia de tiroxina (182).

El hecho de disponer de todos estos datos, acrecentaba ain mds el interés por determinar la
constante de degradacién de la OTC. La técnica elegida ha sido también la del doble isStopo,
puesto que es la mis adecuada para el cdlculo de constantes de degradacién relativas vy,
especialmente, para comparar velocidades de degradacién entre protefnas diferentes de un mismo
orgénulo o entre conjuntos de protefnas dispuestas en distintos orgdnulos intracelulares.

Este método no presenta excesivas dificultades experimentales, es bastante reproducible y
resulta relativamente rdpido en proporcionar resultados, puesto que para cada intervalo de tiempo
que se ensaye, la protefna en cuestién s6lo necesita ser purificada una vez.

Sin embargo, este procedimiento no proporciona datos sobre las constantes de degradacién
verdaderas o sobre las velocidades de recambio absolutas, sino una relacién sobre la cantidad de
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incorporacién a una protefna de dos isétopos radiactivos. No obstante, se comprueba que esta
relacién es un fiel reflejo de la constante de velocidad de degradacién, y mds que suficiente para
responder a las cuestiones relacionadas con los estudios sobre el recambio intracelular, como por
ejemplo: ¢ cual es el grado de heterogeneidad en las velocidades de sfntesis y degradacién de
determinados grupos de protefnas intracelulares ?, ¢ se ha producido, y en que cuantfa, un cambio
en la velocidad de degradacién de una protefna por un efecto concreto, o por una hormona, por un
cambio en la dieta, o por una mutacién genética, etc, ?.

Una de las grandes ventajas del método del doble is6topo es que permite corregir el
problema derivado de la reutilizacién de los precursores radiactivos administrados, al menos en la
misma extensién en que lo consigue la [guanidino-"'C] arginina, ya que las constantes de velocidad
de degradacién que se utilizan son las que se obtienen mediante el empleo de este amino4cido
radiactivo.

En la Tabla 10 se muestran, para cada una de las fracciones hepdticas estudiadas, los
valores experimentales de incorporacién de ambos isStopos de L-leucina en funcién del tiempo
transcurrido entre la administracién de uno y otro. A partir exclusivamente de estos datos, se
pueden calcular las constantes aparentes de degradacién que presentan las diferentes fracciones,
mediante la determinacién de la pendiente de la recta resultante de representar el
In (CH/“C}/’H/"“C]) frente al tiempo. De esta forma, lo que en realidad medimos no son m4s que
las vidas medias, tal como se hubieran obtenido a través del cdlculo de la pérdida de radiactividad
especffica con el tiempo tras el marcaje con un s6lo precursor radiactivo, la L-['‘C] leucina en este
caso. Por tanto, serdn valores que estardn sujetos a un considerable error de sobrestimacién, puesto
que este amino4cido es extensamente reutilizado para la sfntesis proteica en el tejido hep4tico. Asf,
otros autores (505, 574) ya han demostrado que, incluso 9 dfas después de la administracién de
L-[’H] leucina, existen niveles intracelulares de este amino4dcido en forma libre, es decir, no unido
a protefna. Esto conduce a que el precursor empleado en el marcaje no se administre en forma de
un breve " pulso ", sino que continde incorpordndose durante todo el tiempo de duracién de las
medidas, lo que da lugar a que se obtengan constantes aparentes de velocidad de degradacién mds
pequefias y mayores valores para las correspondientes vidas medias.

Estos inconvenientes venfan a ser subsanados por una modificacién introducida por Arias et
al. (25) que se conoce con el nombre del doble isétopo. En este trabajo se ha utilizado esta técnica
con los cambios introducidos por Glass y Doyle (195) para que proporcione valores de las
constantes de velocidad de degradacién. Los resultados obtenidos aparecen en la Tabla 11 para un
intervalo de tres dfas entre la administracién del primer y segundo is6topo, y en la Tabla 12 para el
caso de un intervalo de diez dfas.
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TABLA 10.- DATOS EXPERIMENTALES DE LA RELACION DE INCORPORACION DE [“C]- Y [3H]-LEUCINA EN FUNCION

DEL TIEMPO. CALCULO DE LAS CONSTANTES APARENTES DE DEGRADACION QUE PRESENTAN LAS
DISTINTAS FRACCIONES HEPATICAS A PARTIR DE LA VELOCIDAD DE PERDIDA DEL MARCAJE.

Relacién de incorporacién de H y "C en las diferentes fracciones hepiticas estudiadas.
Valor medio + Desviaci6n estdndar ( Coeficiente de variacién, % )

Tiempo ( dfas ) Homogeneizado Mitocondria Microsomas Citosol OTC
1 3,65 £ 0,50 (13,7) 2,88 + 0,35 (12,2) 3,70 £ 0,59 ( 15,7) 3,90 + 0,63 (16,2) 3,68 +£ 0,79 (21,5)
3 5,02 + 0,90 (17,9) 3,86 + 0,86 (22,3) 5,66 + 1,07 (18,9) 4,82 + 1,06 (22,0) 4,04 + 0,29 (7,2)
6 5,85 + 0,35 (6,0) 4,35 + 0,21 (4,8) 7,45 + 0,07 (0,9) 5,60 + 0,42(7,5) 4,10 + 0,08 (1,9)
10 7,05 + 0,35 (5,0) 5,10 + 0,42 (8,2) 9,10 + 0,0(0,0) 6,80 + 0,28 (4,1) 4,75 +£ 0,39(8,2)

Valores correspondientes al ajuste por mfnimos cuadrados de la representacién del In [JHIMC]0 / [3H/“C]‘ frente al tiempo

y = -0,136-0,1093 x y = -0,139-0,0742 x y = -0,105-0,0374 x

Ecuacién y = -0,122-0,0812 x y = 0,0075-0,0757 x
Coeficiente de 0,950 0,960 0,954 0,949 0,899
correlacién
KD ( dfas'l ) 0,081 0,058 0, 109 0,074 0,037
t% (dfas) 8,6 12,0 6,4 9,4 18,7
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TABLA 11.- RELACION DE INCORPORACION DE ISOTOPOS, CONSTANTES DE DEGRADACION Y VIDAS MEDIAS
OBTENIDAS APLICANDO EL METODO DEL DOBLE ISOTOPO DURANTE UN INTERVALO ENTRE

INYECCIONES DE 3 DIAS.
Fraccién H /C Kp ty, Ecuacién
X+SD(CV) ( dfas™) ( dias) ( Coeficiente de correlacién )
Homogeneizado 5,02 +£0,90(17,9) 0,195 3,55
Mitocondria 3,86 + 0,86 (22,3) 0,135 5,10
In PH /“C] = 1,05 + 2,55 K,
Microsomas 5,66 + 1,07 (18,9) 0,280 2,48
(r=0,951)
Citosol 4,82 + 1,06(22,0) 0,200 3,47
OTC 4,04 +£0,29(7,2) 0,135 5,12

Las fracciones se obtuvieron tal y como se describe en el apartado 4.8. de Métodos. El valor de K, para 1a OTC se obtiene a partir de la ecuacién

indicada, que representa el ajuste por m{nimos cuadrados de la curva estdndar, construida a partir de los valores correspondientes al resto de fracciones.
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TABLA 12.- RELACION DE INCORPORACION DE ISOTOPOS, CONSTANTES DE DEGRADACION Y VIDAS MEDIAS
OBTENIDAS APLICANDO EL METODO DEL DOBLE ISOTOPO DURANTE UN INTERVALO ENTRE

INYECCIONES DE 10 DIAS.

Fraccién *H/MC Kp ty, Ecuacién |
X+SD(CV) ( dl'as'l) (dias) ( Coeficiente de correlacién )

Homogeneizado 7,05 + 0,35 (5,0) 0,20 3,47

Mitocondria 5,10 +£ 0,42 (8,2) 0,10 6,93
InH/MCl = 1,3 + 3,21 K,

Microsomas 9,10 £ 0,00 (0,0) 0,28 2,48

(r=0,997)
Citosol 6,80 + 0,28 (4,1) 0,20 3,47
OTC 4,75 +£ 0,39 (8,2) 0,08 8,66

Las fracciones se obtuvieron tal y como se describe en el apartado 4.8. de Métodos. El valor de K, para la OTC se obtiene a partir de la ecuacién

indicada, que representa el ajuste por mfnimos cuadrados de la curva estdndar, construida a partir de los valores correspondientes al resto de fracciones.
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En la Tabla 11 vemos que, excepto en el caso de los microsomas, todas las fracciones
tienen vidas medias superiores al tiempo transcurrido entre las dos administraciones del precursor
radiactivo. Por tanto, este intervalo resulta demasiado breve para permitir una buena diferenciacién
entre los distintos grupos en estudio. Por el contrario, al ampliar el perfodo entre inyecciones a
diez dfas, se obtiene una mayor correlacién entre todos los valores experimentales, que ademds
presentan una menor dispersién, y se pueden apreciar mucho mejor las diferencias existentes entre
las fracciones. Asf vemos que, mientras en la Tabla 11 no existfan practicamente diferencias entre
las vidas medias de la OTC y de la mitocondria, al extender el tiempo del experimento hasta diez
dfas ya se aprecian claramente las diferencias (Tabla 12).

El valor obtenido para la vida media de 1a OTC es de 8,7 dfas, que es ligeramente superior
al encontrado por Nicoletti et al. para la CPS I (Mr = 330.000, t,, = 7,7 dfas) (468) y claramente

mayor que los de 1a ATPasa (Mr = 384.000, t,, = 2,5 dfas) (496), Malato Deshidrogenasa (Mr =
66.300, t,, = 2,5 dfas) y Glutamato Deshidrogenasa (Mr = 350.000, t,, ~ 1 dfa) (468). También

confirma los resultados de estos autores en lo que se refiere a la falta de correlacién, por parte de
las enzimas mitocondriales, entre el tamafio de la protefna, o de sus subunidades, y su vida media,
en el sentido de que a un mayor tamafio no corresponde una mayor velocidad de degradacién, en
contra de lo descrito para otras enzimas hepiticas del citosol (199).

Los valores obtenidos aplicando el método del doble is6topo, resultardn tan fiables como lo
sean los de las constantes de velocidad de degradacién utilizadas en el cdlculo, puesto que dependen
directamente de éstas. Esto se ilustra en la Tabla 13, donde vemos la influencia que tiene la
eleccién de uno u otro precursor radiactivo en la estimacién de las K correspondientes a las
fracciones hepiticas en estudio, asf como la de aquéllas sobre el resultado que vamos a obtener al
aplicar el método del doble isétopo para la determinacién de la vida media de 1a OTC.

Ya vimos que el amino4cido L-leucina no era adecuado debido a la gran reutilizacién que
sufre, y de ahf los elevados valores de t,, que con él se obtienen. En el caso de la
[guanidino-"C] arginina, se puede considerar, en una primera aproximacién, que no estar4 sujeta a
reutilizacién en el hfgado, puesto que es hidrolizada por la Arginasa a urea, donde queda
incorporado el carbono que lleva el marcaje. No obstante, este precursor también es incorporado a
la fraccién proteica de otros tejidos que, en contraste con el hfgado, apenas poseen Arginasa, y es
liberado por aquellos a través de los mecanismos de degradacién, por lo que va a ser utilizado de
nuevo para la biosfntesis de protefnas.

Consecuentemente, este precursor también estd sometido a una cierta reutilizacién. Asf,
Swick e Ip (626) han demostrado que la velocidad de pérdida de radiactividad de albiimina marcada
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" TABLA 13.- COMPARACION ENTRE LOS DISTINTOS VALORES DE VIDA MEDIA OBTENIDOS PARA LA OTC MEDIANTE

-¢st-

EL METODO DEL DOBLE ISOTOPO EN FUNCION DE LAS CONSTANTES DE DEGRADACION EMPLEADAS

PARA SU CALCULO.
Constantes de degradacién obtenidas en este Constantes de degradacién obtenidas mediante la Constantes de degradacién obtenidas mediante la
trabajo mediante la  administracién de  administracién de (“Cl guanidino-arginina y  administracién de [  C] bicarbonato, segtin
Pardmetros L[ C] leucina empleadas por-Glass y Doyle (83) Lipsky y Pedersen ( 262)
Intervalo 3 dias 10 dias 3 dfas 10 dias 3 dias 10 dfas
Ecuacién y = 1,0 + 7,05 x y =1,05 + 10,87 x y =105+ 2,55x =13+3.21x y = 0,68 + 10,95 x y =087 + 13,5x
Coeficiente de correlacién 0,940 0,977 0,951 0,997 n. a. na
Cw'c 4,04 4,75 4,04 4,75 4,04 4,75
oTC
-1
Kp (dfas ) para:
Homogeneizado 0,081 0,081 0,195 0,200 0,209 0,209
Mitocondria 0,058 0,058 0,135 0,100 0,185 0,185
Microsomas 0,109 0,109 0,280 0,280 - -
Citosol 0,074 0,074 0,200 0,200 - -
OoTC 0,056 0,047 0,135 0,080 0,189 0,179
tyy, (dias) 12,3 14,9 5,1 8,7 3,7 3,9
5
Los valores de ty, corresponden a las que se obtienen para la OTC segtin los distintos valores de K, calculados mediante las ecuaciones indicadas, que representan el ajuste por minimos E

cuadrados de las curvas estdndar que se construyen a partir de los valores experimentales de relacién de incorporacién de isétopos a las diversas fracciones y de sus K, correspondientes,

n.a. indica no aplicable
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con [guanidino-"C] arginina es un 30 % mds lenta que cuando se marca con [“C] carbonato. Este
efecto es todavfa mds acusado en el caso del hfgado en regeneracién, en el que no parece haber
degradacién de protefnas cuando se mide con [guanidino-'‘C] arginina, mientras que la degradacién
es normal cuando se utiliza el ['C] carbonato. Por tanto, éste puede ser el precursor radiactivo a
elegir cuando se pretenda estudiar el recambio proteico en hfgado, puesto que es rdpidamente
incorporado a las protefnas hepiticas debido a que el hfgado es el unico 6rgano que posee un
apreciable ciclo de la urea, a través del cual el carbonato marcado se introduce en el grupo
guénidiho dela é:ginina; No 6b§tahte; en aigﬁnds aminodcidos tales como gluiamato, aspartatb y la
propia arginina, también se produce una incorporacién al grupo carboxilo, aunque la reutilizacién
de estos amino4dcidos en animales alimentados con una dieta completa es mfnima, pues son
descarboxilados en el ciclo de Krebs y el marcaje es diluido por el gran acervo intracelular de
carbonato libre.

Otra fuente de error en la determinacién de la vida media de la OTC podrfa proceder del
hecho de que, muy probablemente, cualquier protefna sufre un proceso de recambio de acuerdo con
una doble cinética (229, 679, 680). Es decir, la curva de pérdida de marcaje en funcién del tiempo
es la resultante de dos cinéticas de degradacién de muy distinta pendiente (velocidad) y cuya
respectiva contribucién a la velocidad de degradacién que se observa experimentalmente, es funcién
de la duracién del periodo de " pulso ". Sin embargo, al haber seguido en nuestro caso el método
del doble isétopo para determinar la velocidad de recambio de la OTC, el periodo mfnimo de
marcaje que se ha empleado es ya lo suficientemente largo como para que la contribucién de la
poblacién de moléculas de OTC que son degradadas inmediatamente después de su sfntesis - y que
se marcan preferencialmente cuanto mds breve sea el " pulso " - al valor global de t,, sea
préicticamente despreciable. Md4s ain, si tenemos en cuenta que el valor encontrado corresponde a
una vida media muy larga.

En resumen, los valores mds fiables de las constantes de velocidad de degradacién, por lo
menos en hfgado, son los obtenidos con carbonato o bicarbonato marcados con carbono 14 y, por
consiguiente, los datos de vidas medias que se obtengan con dichas constantes serdn los mds
aproximados a la realidad. Trasladando estas consideraciones a los resultados de la Tabla 13,
vemos que cuando se emplean precursores radiactivos sujetos a menor reutilizacién aumentan los
valores de las constantes de velocidad de degradacién de las distintas fracciones hepdticas, asf
también conforme aumentan éstas K, disminuyen los valores de vida media que se encuentran para

la OTC.

La comparacién entre el valor de t,, de 1a OTC, calculado haciendo uso de las constantes

de degradacién obtenidas por Lipsky y Pedersen (370) mediante la administracién de
[“C] bicarbonato, y los valores de t., que estos autores encuentran para el conjunto de protefnas de
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la matriz mitocondrial y de la membrana interna, confirma sus resultados en cuanto a que no
existen diferencias significativas en la velocidad de recambio de los polipéptidos que integran
ambas subfracciones mitocondriales que, por tanto, parecen ser degradadas de forma coordinada
como una sola unidad. '

Andlogamente, los valores de las vidas medias de la. OTC y de la CPS I calculados por el
método del doble is6topo se encuentran bastante préximos entre sf y, a su vez, estos resultados
concuerdan con la velocidad de recambio que se observa para el conjunto de la mitocondria. Por
tanto, nuestros datos indican que estas dos enzimas, que juntas constituyen mds del 20 % de la
protefna total de la matriz mitocondrial, son degradadas principalmente por medio de la vfa
autofigica de destruccién lisos6mica de la mitocondria. Esta conclusién se ve corroborada por
otros estudios (3, 442) que indican que, en el hfgado de rata, entre el 70 y el 90 % de la
degradacién de protefnas transcurre a través de 1a via lisos6mica, por lo que los lisosomas también
deben de estar implicados en la degradacién de las protefnas mitocondriales que representan el
20 % de la protefna total y que, como se desprende de nuestros resultados, presentan una velocidad
de recambio no muy distinta del resto de las protefnas intracelulares.

5.6.- INACTIVACION Y PROTEOLISIS LISOSOMICA DE LA ORNITINA
TRANSCARBAMILASA.

El término degradacién proteica describe un proceso por el cual las protefnas nativas se
convierten en sus aminodcidos constituyentes. Las reacciones iniciales de esta ruta metabdlica
pueden no implicar necesariamente la hidrélisis de enlaces peptfdicos, sino otro tipo de
modificacién proteica (inactivacién, fosforilacién, desnaturalizacién, interaccién con substratos,
cofactores o agentes alostéricos, glicosilacién, metilacién, acetilacién, carbamilacién, deamidacién,
unién al polipéptido ubiquitina, etc.) y también pueden, en cierta forma, ser reversibles. Este
trabajo parte de la hipétesis de que, tal y como ya se vio en la Introduccién con la exposicién de
los trabajos precedentes de otros autores, son estas primeras reacciones las mds importantes en la
regulacién de la degradacién de protefnas - especialmente en la de aquellas que integran un mismo
orgénulo, como la mitocondria, y que presentan muy diversas t, - y, por tanto, es hacia el estudio

de este tipo de regulacion hacia el que se dirige este apartado.

A la hora de adoptar un modelo se eligi6 trabajar con preparaciones subcelulares in vitro,
lo que evita todos los problemas técnicos derivados del manejo de sistemas in vivo. Con esta
aproximacién se obtiene un sistema mds accesible para la manipulacidn experimental y, asf, el
seguimiento de la degradacién de una protefna 0 sus cambios de actividad enzimdtica se pueden
analizar con mayor flexibilidad y fiabilidad. Adem4s, permite identificar reacciones individuales y
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los posibles pasos limitantes de la velocidad en la secuencia degradativa, estudiar por qué medios
se podrfa alterar la degradacién de una protefna en particular y, en definitiva, llevar a cabo estudios
muy concretos sobre los distintos factores que controlan los procesos intracelulares de degradacién
proteica. No obstante, mediante estos procedimientos in vitro sélo se puede llegar a establecer una
serie de relaciones y/o correlaciones con lo que ocurre en el tejido intacto, que deben de servir
como base para experimentos mds directos.

La degradacién de las protefnas de las células de mamfferos tiene lugar por mecanismos
lisosomales y no lisosomales, y se puede realizar una clasificacién general de las protefnas, en
cuanto a su cinética de degradacién, en dos categorfas. La primera corresponde a las protefnas de
vida media corta cuyo proceso degradativo no tiene naturaleza lisosémica, puesto que es resistente
a muchos inhibidores de las proteasas lisosomales y se ve poco influenciada por las condiciones
nutricionales, hormonas o inhibidores de la sfntesis proteica. Con respecto al segundo grupo o
protefnas de vida media larga, se debe distinguir entre los estados metabdélicos basal y acelerado.
Mientras que pricticamente no existen dudas de que la mayor parte, si no toda, de la degradacién
proteica en el estado acelerado se lleva a cabo por parte del sistema lisosomal, no existe todavfa
una clara explicacién del mecanismo degradativo de las protefnas en el estado basal, ni del papel
desempefiado por los lisosomas en condiciones de estado estacionario.

Generalmente se ha postulado que los orgdnulos celulares como la mitocondria son
degradados en el interior del lisosoma y, asf, bajo ciertas condiciones, se han observado
mitocondrias enteras o enzimas mitocondriales en el interior de vacuolas autofdgicas (197, 222,
328, 329). Sin embargo, la autofagia por sf sola no puede explicar todo el mecanismo de
degradacién de las protefnas mitocondriales cuando se considera el extenso ‘mosaico de vidas
medias que éstas presentan. Cada subcompartimiento mitocondrial tiene su valor promedio de ti,
que es distinto de los demds; dentro de una misma subfraccién mitocondrial se observa una
variabilidad en las velocidades de recambio de las diferentes protefnas que la integran, e incluso se
encuentran diferencias de velocidades de degradacién entre los diversos componentes proteicos de
un mismo complejo enzimdtico o entre las diferentes subunidades de una misma enzima. Por tanto,
se puede concluir que la degradacién intracelular de las protefnas mitocondriales transcurre por
diversos y complejos mecanismos.

Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio, habfan demostrado que la
degradacién de varias enzimas mitocondriales (CPS I, GDH y ATPasa) necesitaba de la
cooperacién de componentes lisosomales y mitocondriales (228, 606, 651, 653). Cuando
comenzamos a trabajar sobre 1a degradacién de la OTC, los primeros resultados mostraron una
remarcable estabilidad de su actividad enzimdtica en homogeneizados de hfgado y en preparaciones
de mitocondrias y de las subfracciones de éstas, es decir, en mitoplastos y en matriz mitocondrial
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(457). Aunque fue precisamente su estabilidad al calor lo que condujo a su descubrimiento (220),
resultaba sorprendente que, aun en presencia de la considerable actividad proteolftica que presentan
las preparaciones mitocondriales a pH neutro, la OTC no se viera afectada. La unica fraccién
subcelular del hepatocito de rata que muestra una capacidad para inactivar la OTC es la fraccién
lisosomal y esta inactivacién es dependiente del pH. Asf, tal y como aparece en la Figura 17, la
enzima per se es muy estable incluso a pH 5,5, pero es inactivada cada vez mds rdpidamente por
las enzimas lisosomales conforme disminuye el pH, coincidiendo con el conocido hecho de que el
lisosoma contiene proteasas 4cidas. Sin embargo, no parece tratarse de una mera accién proteolftica
indiscriminada, puesto que, como vemos en la misma Figura 17, la inactivacién de la OTC por los
lisosomas es estimulada por la presencia de ATP.

Una de las principales causas que m4s ha limitado los avances en la elucidacién de los
requerimientos energéticos de la proteolisis intracelular ha sido, en muchos casos, la imposibilidad
de reproducir este fenémeno in vitro, es decir, en preparaciones libres de células. Ademds, otra
complicacién adicional es que parecen ser miiltiples los papeles que desempefia la energfa en la
degradacidén proteica y que, por tanto, esta dependencia energética puede derivarse de un efecto
indirecto. No obstante, nos parecfa razonable y justificado asumir que el sistema lisosomal podfa
necesitar energfa celular, bien directa o indirectamente.

Asf pues, una vez observado el hecho de que la presencia de ATP aumentaba la velocidad
de inactivacién de la OTC por el conjunto de proteasas 4cidas de las preparaciones de lisosomas
rotos, comenzamos por una parte a completar la descripcién fenomenolGgica de este efecto, y por
otra a intentar esclarecer el mecanismo bioqufmico subyacente.

En primer lugar, parecfa interesante conocer si la inactivacién se debfa a proteasas
lisosomales solubles o asociadas a membranas. Se fraccionaron las suspensiones de lisosomas rotos
mediante centrifugacién y se determiné la capacidad de inactivacién de la OTC, tanto en el
sobrenadante como en el precipitado. De los resultados obtenidos, que se presentan en la Tabla 14,
se desprende que, si bien la mayor parte de este efecto reside en la fraccién soluble de los
lisosomas, también las membranas son capaces de producir inactivacién sobre la OTC, y en ambas
subfracciones se estimula la inactivacién por la presencia de ATP. En realidad, conviene recordar
que lo que hemos denominado como membranas constituye la fraccién sedimentable, que contendr4
no s6lo membranas lisosomales, sino restos de membrana plasmética y de otros orgdnulos. En este
material membranoso, muchas de las actividades enzimiticas pueden pertenecer a la estructura
interna del lisosoma, pero también pueden encontrarse adsorbidas de forma inespecffica - muy
probablemente mediante interacciones de tipo electrostético - a estos restos estructurales. De hecho,
se ha demostrado que varias enzimas lisosomales, cuya actividad estd parcialmente ligada a la
fraccién sedimentable, pueden ser solubilizadas diferencial y reversiblemente en funcién del pH y
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FIGURA 17.- EFECTO DEL pH SOBRE LA INACTIVACION LISOSOMICA DE
LA OTC Y SU ESTIMULACION POR ATP.

El medio de reaccién, incubado bajo condiciones estdndar durante 30 minutos,
contenfa: 0,2 M tampén Mes/NaOH del pH correspondiente, 5 mM DTE, 10 ug
de OTC de vaca, lisosomas en una cantidad equivalente a 0,008 unidades de 8-
NAGASA vy, cuando se afiadié, 1 mM ATP.
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TABLA 14.- INACTIVACION DE LA OTC POR LISOSOMAS ROTOS Y
SUBFRACCIONES DE LOS MISMOS.

% de la actividad

Adiciones enzimdtica inicial
Ninguna 100
Lisosomas 25
Lisosomas + ATP 4
Fraccidn soluble lisosomal 41
Fraccidn soluble lisosomal + ATP 16
Membranas 65
Membranas + ATP 33
Fraccién soluble lisosomal + Membranas 22
Fraccién soluble lisosomal + Membranas + ATP ' 4

El medio de reaccién, incubado bajo condiciones estdndar, contenfa: 0,2 M tampén fosfato potdsico
pH 5,5, 5 mM MSH, 10 ug de OTC de vaca, lisosomas rotos en una cantidad equivalente a 0,03
unidades de B-NAGASA o sus subfracciones correspondientes y, en los casos en que se afiadi6, 1
mM ATP.
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de la fuerza iénica (49, 254). En cualquier caso, mediante esta aproximacion de rotura del lisosoma
por hipotonicidad y congelacién y descongelacién, no se puede concluir si la particién del efecto de

inactivacién de la OTC entre ambas fracciones responde a la organizacién real in vivo del lisosoma.

La velocidad de inactivacién de la OTC por lisosomas aumenta conforme lo hace la
- concentracién de esta protefna substrato. Ademds, este incremento es mucho mayor en presencia de
ATP. Asf, en la Figura 18, vemos que para una misma cantidad de ATP y de lisosomas, el efecto
de estimulacién- sobre la velocidad -de inactivacién se hace cada vez méds patente conforme
aumentamos la concentracién del substrato, es decir, de OTC.

Una caracterfstica interesante de este efecto de estimulacién, es que tiene lugar en el
intervalo de concentraciones fisiolégicas de ATP. Asf, si consideramos que la curva de la
Figura 19 se puede aproximar a una hipérbola, obtenemos una K, aparente aproximadamente igual a
0,2 mM. Ademds, otra peculiaridad destacable es la ausencia de una necesidad de iones magnesio
para que se produzca la estimulacién. M4s bien ocurre al contrario y, tal y como vemos en la
Tabla 15, al ir aumentando la concentracién de Mg”*, va disminuyendo el efecto del ATP, muy
probablemente debido a que el complejo que forman ambos compuestos no tiene capacidad para
inducir el mencionado aumento de la velocidad de inactivacién de 1a OTC.

En la Tabla 16, podemos observar el efecto que ejercen los substratos y productos de la
reaccién catalizada por la OTC, sobre su inactivacién por los lisosomas. En presencia de carbamil
fosfato se obtiene una proteccién total de la enzima frente a cantidades de lisosomas que la
inactivan por completo en su ausencia. Los otros ligandos ejercen una influencia muy pequeiia,
siendo el fosfato inorg4nico el Unico que presenta un cierto efecto protector. La N-a-acetilornitina,
el ion Ca™ o el NADPH, tampoco presentan efecto alguno sobre la inactivacién lisosémica de la
OTC (datos no presentados).

En este rango de valores de pH 4cido, 1a enzima no se une al carbamil fosfato tan
fuertemente como lo hace en el pH Gptimo para su actividad enzimdtica. Sin embargo, tal y como
vemos en la Figura 20, la presencia de ATP aumenta considerablemente la afinidad de la enzima
por el carbamil fosfato, y de esta curva podemos obtener una K, aparente para el efecto protector
del carbamil fosfato, en presencia de ATP, aproximadamente igual a 20 pM, encontrdndose este
valor muy préximo al que otros autores han descrito a partir de las medidas de actividad enzimdtica
apH 7,9 (381).

Con objeto de esclarecer la especificidad del efecto estimulador del ATP, ensayamos
diversos nucleétidos de bases puricas y pirimidfnicas. De los resultados de la Tabla 17, se deduce
que s6lo los nucledtidos de bases piricas son capaces de estimular la inactivacién de la OTC por
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FIGURA 18.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE OTC Y DE LA PRESENCIA
DE ATP SOBRE SU VELOCIDAD DE INACTIVACION POR

.

LISOSOMAS.

El medio de reaccién, incubado bajo condiciones estdndar durante 15 minutos,
contenfa: 0,2 M tampén Mes/NaOH pH 5,5, 5 mM DTE, lisosomas en una
cantidad equivalente a 0,0015 unidades de 8-NAGASA, las cantidades indicadas de
OTC de vaca y, cuando se ailadié, 1 mM ATP.
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ATP SOBRE LA
INACTIVACION DE LA OTC POR LISOSOMAS.

El medio de reaccién, incubado bajo condiciones estdndar durante 1 hora,
contenfa; 0,2 M tampén Mes/NaOH pH 5,5, 5 mM DTE, 20 pug de OTC de
vaca, lisosomas en una cantidad equivalente a 0,003 unidades de B-NAGASA, y
las cantidades indicadas de ATP.
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TABLA 15.- EFECTO DEL ION MAGNESIO SOBRE LA ESTIMULACION DEL
ATP EN LA DEGRADACION LISOSOMICA DE LA OTC.

% de la actividad
enzimdtica inicial
Tiempo de incubacién
Adiciones
15' 30’
Ninguna 100 100
Lisosomas 88 78
Lisosomas + ATP + EDTA 5 mM 83 63
Lisosomas + ATP 67 45
Lisosomas + ATP + Mg’* 0,5 mM 70 54
Lisosomas + ATP + Mg** 2 mM 74 59
Lisosomas + ATP + Mg’* 5 mM 78 66

El medio de reacci6n, incubado bajo condiciones estdndar, contenfa: 0,2 M tampén Mes/NaOH pH
5,5, 5 mM DTE, 10 ug de OTC de vaca, lisosomas rotos en una cantidad igual a 0,015 unidades

de 8-NAGASA, 1 mM ATP en los casos en que se afiadi y las cantidades indicadas de EDTA y
MgCl,.

-162-



RESULTADOS

TABLA 16.- INFLUENCIA DE LOS SUSTRATOS Y PRODUCTOS DE LA
REACCION CATALIZADA POR LA OTC SOBRE SU
INACTIVACION LISOSOMICA.

% de la actividad enzim4tica inicial

pH
Adiciones

6,5 6,0 5,5

Experimento 1
Ninguna 100 100 100
Lisosomas 91 47 2
Lisosomas + ornitina 10 mM 97 64 9
Lisosomas + citrulina 10 mM 96 62 11
Lisosomas + Pi20 mM 100 70 20

Experimento 2
Ninguna 100 100 100
Lisosomas 67 33 0
Lisosomas + carbamil fosfato 10 mM 100 100 _ 97

El medio de reaccién, incubado bajo condiciones estdndar durante una hora, contenfa: 0,2 M
tampdén Mes/NaOH del pH indicado, 10 ug de OTC, S mM DTE, las concentraciones indicadas de
substratos o productos, cuando estos se afiadieron, y lisosomas rotos en una cantidad equivalente a
0,05 unidades de 8-NAGASA en el Experimento 1, y 0,06 unidades en el Experimento 2.
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FIGURA 20.- EFECTO PROTECTOR DEL CARBAMIL FOSFATO SOBRE LA
INACTIVACION LISOSOMICA DE LA OTC.

El medio de reaccién, incubado bajo condiciones est4ndar durante 30 minutos,
contenfa: 0,2 M tampén Mes/NaOH pH §,5, S mM DTE, 10 ug de OTC de vaca,
lisosomas en una cantidad equivalente a 0,009 unidades de 8-NAGASA, 1 mM
ATP en los casos en que se afiadi6 y las cantidades indicadas de carbamil fosfato.
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TABLA 17.- EFECTO DE DIVERSOS NUCLEOTIDOS DE BASES PURICAS Y
PIRIMIDINICAS SOBRE LA INACTIVACION LISOSOMICA DE LA

OTC.

Nucleotido % de la actividad Nucleotido % de la actividad
adicionado enzimdtica inicial adicionado enzimdtica inicial
Ninguno 72 UTP 79
ATP 54 UDP 78
ADP 51 CTP 71
AMP 71 CDpP 66
GTP 34 IDP 76
GDP 35 e-ATP 1

El medio de reaccién, incubado bajo condiciones estdndar durante una hora, contenfa: 0,2 M
tampén fosfato potdsico pH 5,5, 5 mM MSH, 10 ug de OTC de vaca, lisosomas rotos en una
cantidad equivalente a 0,08 unidades de B-NAGASA, y 1 mM de los nucledtidos indicados. En
todos los casos se realizaron controles que contenfan s6lo OTC y los distintos nucledtidos, sin que

la presencia de éstos afectara en modo alguno a su estabilidad o actividad enzimdtica.
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los lisosomas. Adem4s, también es necesario que sean compuestos ricos en energfa, puesto que solo
las formas tri- y difosfatadas de dichos nucledtidos son efectivas. Es de destacar que, tal y como
muestra la Tabla 18, los nucleétidos de guanina son mds efectivos en la estimulacién que los
nucleétidos de adenina.

Para intentar clarificar 1a naturaleza de esta estimulacion ATP-dependiente, hemos
empleado diversos andlogos de ATP, segiin se indica en 1a Tabla 19. Algunos de estos andlogos
solo presentan un discreto efecto estimulador en presencia de fosfato y se vuelve a confirmar el
hecho de que aquellos que no tienen capacidad de transferencia de grupos fosfato, tales como el
APA y el APA, no manifiestan efecto alguno. Resulta interesante que el nucledtido que mayor
estimulacién produce es un andlogo del ATP, el &-ATP o 1,N°® etenoadenosina 5'-trifosfato, y esta
accién también es dependiente de la concentracién, como se demuestra en la Figura 21.

Este &-ATP (ver Fig. 22), es un andlogo del ATP que presenta dos caracterfsticas muy
importantes, que son: su alta fluorescencia y su actividad biolégica como substrato, en substitucién
del ATP, en muchos sistemas enzimdticos (585, 586). En relacién con la primera de estas
propiedades, presenta un espectro de emisién con un méximo a 415 nm. al ser excitado, bien a 275
(mdximo del espectro de absorcién) o 300 nm. Por tanto, puede ser excitado y detectado sin
interferencias debidas a la presencia de protefnas o 4cidos nucleicos, y la intensidad de su
fluorescencia es tal que el £&-ATP se puede detectar en el rango de concentracién de 10° M. Pero es
su actividad biolGgica lo que lo convierte en una herramienta verdaderamente itil, pues se ha
demostrado que puede substituir al ATP en reacciones de transferencia de grupos fosfato,
pirofosfato y adenina, pudiendo servir como substrato a enzimas tales como: Hexokinasa, Piruvato
Kinasa, Adenilato Kinasa o Fosforibosilpirofosfato Sintetasa (585, 586). Ain mds destacable es el
papel que puede desempefiar como agente alostérico. Asf, la Fosfofructokinasa que presenta una
inhibicién alostérica por altas concentraciones de ATP o UTP, pero no por GTP, ITP, o CTP,
puede utilizar e-ATP (K, = 0,030 mM frente a 0,013 mM para el ATP), y también se ve inhibida
alostéricamente por altas concentraciones de este andlogo. Muy probablemente, 1a clave de la
actividad bioldgica del e-ATP se encuentra en el relativamente pequefio cambio que se introduce en
la estructura del micleo de adenina, y en que el nuevo anillo formado es précticamente coplanar con
los dos de 1a base purica.

A pesar de la presencia de una actividad ATPasa en las preparaciones lisosomales, la Tabla
20 muestra claramente que durante la inactivacién de la OTC por los lisosomas se produce un
notable aumento en el consumo de ATP. Es decir, la estimulacién que se produce en la velocidad
de inactivacién de 1a OTC por los lisosomas al afiadir ATP, va acompaiiada de 1a hidrélisis de éste.
Por consiguiente, decidimos ensayar el efecto de diversos inhibidores de ATPasas sobre esta
inactivacién lisosémica de 1a OTC. Los resultados, que se presentan en la Tabla 21, indican que ni
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TABLA 18.- EFECTO DE DIVERSOS NUCLEOTIDOS DE GUANINA SOBRE
LA INACTIVACION LISOSOMICA DE LA OTC.

% de la actividad

enzimdtica inicial

Tiempo de incubacién

Adiciones

15’ 30'

" Ninguna 100 100
Nxp* 100 100
Lisosomas 90 64
Lisosomas + ATP 31 : 11
Lisosomas + GTP 16 3
Lisosomas + GDP 17 6
Lisosomas + GMP 90 62
Lisosomas + ¢-GMP 81 55
Lisosomas + d-GTP 25 11
Lisosomas + d-GMP 84 67

El medio de reacci6n, incubado bajo condiciones estdndar, contenfa: 0,2 M tamp6én Mes/NaOH
pH 5,5, 5 mM DTE, 20 pg de OTC de vaca, lisosomas en una cantidad equivalente a 0,01
unidades de 8-NAGASA y 1 mM de los nucleotidos indicados. * NXP indica y resume todos los
controles efectuados incubando sélo la OTC con los diversos nucleétidos.
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TABLA 19.- EFECTO DE DIVERSOS NUCLEOTIDOS DE ADENINA Y
ANALOGOS DE LOS MISMOS SOBRE LA INACTIVACION

LISOSOMICA DE LA OTC.
Nucleotido . % de la actividad
adicionado enzimdtica inicial
Ninguno 58
ATP 22
d-ATP 29
d-AMP 60
c-AMP 56
ATP--S 44
ADP-8-S 58
APA 57
APA 62
&-ATP 1
dibutiril-c-AMP 50
Ado-PP[CH,]P 58
Ado-PP[NH]P 69
Ado-P[CH,]PP 60

El medio de reaccién, incubado bajo condiciones estdndar durante 30 minutos, contenfa: 0,2 M
tampén Mes/NaOH pH 5,5, 5 mM DTE, 10 pg de OTC de vaca, lisosomas rotos en una cantidad
equivalente a 0,008 unidades de 8-NAGASA y 1 mM de los nucledtidos indicados. En todos los
casos se efectuaron controles, incubando los diversos nucledtidos y andlogos de los mismos sélo
con la OTC, sin que en ningin caso se viera afectada su estabilidad o su actividad enzimdtica.
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FIGURA 21.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE &ATP SOBRE LA
INACTIVACION DE LA OTC POR LISOSOMAS.

El medio de reaccién, incubado bajo condiciones estdindar durante 3 horas,
contenfa: 0,2 M tampdn fosfato potdsico pH 5,5, 5 mM MSH, 1,2 ug de OTC
de vaca, lisosomas en una cantidad equivalente a 0,02 unidades de 8-NAGASA y
las cantidades indicadas de &-ATP.
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FIGURA 22.- ESTRUCTURA DEL &-ATP.

Se muestra la estructura del 1,N¢ etenoadenosina 5'-trifosfato (sal disédica). La
férmula del producto comercial y su peso molecular son, respectivamente:

CH,NO.PNa ¢ 2 HO y 611,22. Se prepara mediante sfntesis qufmica por

reaccién en medio acuoso del ATP con el cloroacetaldehfdo.
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TABLA 20.- CONSUMO DE ATP DURANTE LA INACTIVACION Y
PROTEOLISIS LISOSOMICA DE LA OTC.

% de la concentracion inicial de ATP

Tiempo de incubacién (minutos)

Adici

diciones 0 10 20 30
OTC + ATP 100 105 101 98
Lisosomas + ATP 100 63 28 12
OTC + Lisosomas + ATP 100 18 5 0,5

El medio de reaccién, incubado bajo condiciones estdndar, contenfa: 0,2 M tampén Mes/NaOH pH
5,5, 5 mM DTE, 1 mM ATP y, en los casos en que se afiadieron, 75 pug de OTC de vaca y
lisosomas rotos en una cantidad equivalente a 0,026 unidades de 8-NAGASA. En los intervalos de
tiempo indicados se tomaban alfcuotas para la determinacién de ATP por bioluminiscencia, segin
se detalla en el apartado 4.19. de Métodos. Los resultados se expresan como porcentaje de cpm.
medidas en el contador de centelleo para cada muestra, respecto de las cpm determinadas para una
solucién 1 mM de ATP, incubada en las mismas condiciones y durante los mismos intervalos de
tiempo.

-171-



RESULTADOS

TABLA 21.- EFECTO DE DIVERSOS INHIBIDORES DE ATPASAS SOBRE LA
INACTIVACION LISOSOMICA DE LA OTC.

% de la actividad

enzimitica inicial

Adiciones ' Concentracién Si:eaziTc;fn +1 ::‘P
Ninguna 100 100
Lisosomas 35 2
Lisosomas + Quabaina 0,1 mM 36 2
Lisosomas + Oligomicina 0,1 mM 38 8
Lisosomas + Quercetina 0,5 mM 49 8
Lisosomas + Vanadato 1 mM 8 2

El medio de reacci6én, incubado bajo condiciones estandard durante 30 minutos, contenfa: 0,2 M
tampén Mes/NaOH pH §,5, S mM DTE, 10 ug de OTC de vaca, lisosomas rotos en una cantidad
equivalente a 0,022 unidades de B-NAGASA y las concentraciones indicadas de los
correspondientes inhibidores y de ATP. En todos los casos se efectuaron controles, incubando los
diversos inhibidores sélo con la OTC, sin que nunca se viera afectada su estabilidad o actividad
enzimdtica.
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los inhibidores especfficos de las ATPasas de membrana, como son la oligomicina y la ouabafna, ni
los inhibidores de las ATPasas solubles, como la quercetina y el vanadato, ejercen efecto alguno
sobre la inactivacién lisosémica ATP-dependiente de la OTC. Sin embargo, sf que resulta
interesante el hecho de que el vanadato, que ha sido propuesto como un andlogo del fosfato
inorgdnico en reacciones llevadas a cabo por fosfotransferasas o fosfohidrolasas, aumente la
velocidad de la inactivacién lisos6mica de 1a OTC independientemente de la presencia de ATP.

Para conseguir una evidencia mis clara sobre la naturaleza del efecto de los nucledtidos de
bases puricas, recurrimos al empleo de dos proteasas no lisosomales: 1a Tripsina y la Elastasa de
las que se conoce sin ninguna ambigiiedad que no requieren o utilizan ATP ni otros nucledtidos de
purinas. También en este caso (ver Tabla 22), la presencia de estos nucleStidos produce una
estimulacién de la pérdida de 1a actividad de la OTC, sobre todo en el caso del e-ATP, aunque la
magnitud del efecto es menor que cuando se utiliza el sistema proteolftico lisosomal. Por tanto, la
accién de los nucledtidos se produce sobre 1a OTC y no sobre las proteasas lisosomales, si bien
éstas presentan una marcada especificidad para degradar a la OTC, sobre todo en presencia de
nucleétidos de purina. Ademds, esta selectividad del sistema lisosomal hepdtico se ve corroborada,
por una parte por el hecho de que los lisosomas de cerebro de rata no son capaces de inactivar a la
OTC ni en presencia ni en ausencia de ATP, y por otra debido a que el sistema proteolftico ATP-
dependiente de los reticulocitos tampoco presenta efecto alguno sobre 1a OTC (ver Tabla 23).

La inactivacién de la OTC por las proteasas lisosomales va seguida de una extensa
proteolisis, tal y como se demuestra midiendo bien la aparicién de material ninhidrina-positivo
(datos no presentados), o bien la liberacién de radiactividad Cl,AcOH-soluble a partir de [“I}-OTC
(ver Figura 23). Sin embargo, aunque en ambos casos la adicién de ATP provoca una cafda de la
actividad enzimdtica mucho mayor que en su ausencia, esta estimulacién de la velocidad de
degradacién no va acompafiada de un aumento proporcional de la proteolisis, sino que ésta no se ve
modificada, aunque sf que se produce una m4s rdpida desaparicién de la banda correspondiente a
la OTC. Asf, vemos en la Figura 24 que el patrén de ruptura proteolitica que producen los
lisosomas sobre la OTC no se modifica cualitativamente por la presencia de ATP, pero sf que lo
hace cuantitativamente, puesto que la velocidad de desaparicién de la banda correspondiente a la
OTC y de aparicién de los péptidos resultantes es mayor cuando se afiade ATP, detectdndose sélo
la presencia de dos fragmentos peptfdicos de pesos moleculares alrededor de 24.000 y 15.000,
respectivamente (ver Figura 25).

Todo lo expuesto anteriormente, parece indicar que el papel que desempeiian el ATP y los
otros nucledtidos de purina es el de modificadores alostéricos que, al inducir un cambio
conformacional en la OTC, provocan que la forma fisiol6gicamente activa de la enzima sea mds
susceptible a una desnaturalizacién y/o ruptura proteolftica inicial. Muy probablemente, esta
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TABLA 22: EFECTO DE DIVERSOS NUCLEOTIDOS DE PURINA SOBRE LA
INACTIVACION DE LA OTC POR TRIPSINA Y ELASTASA.

% de la actividad enzimdtica inicial
Nucleétido adicionado Tripsina Elastasa
Ninguno 61 37
ATP 61 33
- GTP 54 30
&-ATP 21 10

El medio de reaccién, incubado bajo condiciones estdndar durante 1 hora, contenfa: 0,2 M tampdn
fosfato potdsico pH 5,5, S mM MSH, 10 pg de OTC de vaca, 80 ng de tripsina 0 10 ug de elastasa
y, cuando se adicionaron, 1mM del nucledtido correspondiente.
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TABLA 23.- EFECTO DE DIVERSOS SISTEMAS PROTEOLITICOS SOBRE LA

OTC.
% de la actividad
enzimdtica inicial
. Sin adicién Con adicién
Adiciones
de ATP de ATP
Ninguna 100 100
Lisosomas hep4ticos obtenidos segiin Ragab et al. 27 5
Lisosomas hepiticos obtenidos segiin Wattiaux et al. 0 0
Lisosomas de cerebro 149 121
Sistema proteolftico del reticulocito 123 110
[I]-BSA + Sistema proteolftico del reticulocito 1,5* 12,5*

El medio de reaccién, incubado bajo condiciones estdndar, contenfa: a) en los casos en que el
sistema proteolitico era de procedencia lisosomal, 0,2 M tamp6n Mes/NaOH pH 5,5, 5 mM DTE,
10 pg OTC de vaca, lisosomas rotos en una cantidad equivalente a 0,007 unidades de B-NAGASA
y 1 mM ATP, siendo el tiempo de incubacién de 30 minutos; b) en las incubaciones con el sistema
proteolitico de los reticulocitos y dependiente de ubiquitina, 0,1 M Tris-HCI pH 7,6, 2 mM DTT,
10 mM fosfocreatina, 10 ug Fosfocreatina Kinasa, 5 mM MgCl,, 25 ug de protefna de la fraccién
APF-1, 1,3 mg de protefna de la fraccién II (ambas purificadas segin se describe en la
referencia 567), 3 pug de OTC 6 2 pg de ['*T]-BSA (10*- 10° cpm/ug de protefna) y 0,5 mM ATP,
siendo el tiempo de incubacién de 2 horas. Los valores marcados con un asterisco (*) indican el %
de radiactividad Cl,AcOH soluble que se produce por la accién del sistema proteolftico sobre la

[*1]-BSA.
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FIGURA 23.- INACTIVACION Y PROTEOLISIS DE [125[]-OTC POR LISOSOMAS.

El medio de reaccion, incubado bajo condiciones estindar, contenia: 0,2 M tampén
Mes/NaOH pH 5,5, 5 mM DTE, [J]-OTC (28.000 cpm; 7.000 cpm./U) y 20 /ig
de OTC de vaca, y lisosomas rotos en una cantidad equivalente a 0,015 unidades de

B-NAGASA. En los intervalos de tiempo indicados se tomaron alicuotas para

determinar la actividad residual de OTC y la radiactividad CI3AcOH soluble e

insoluble.
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NDEPOCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

FIGURA 24.- DEGRADACION Y PATRON DE RUPTURA PROTEOLITICA DE LA

OTC POR LISOSOMAS.

Los precipitados resultantes de la adicion de CI3AcOH a las alicuotas del

experimento de la Fig. 23,se sometieron a electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS y posterior fluoragrafia (1 mes de exposicion a - 80° C). Los
pocilios 1 a 4 contienen las muestras de OTC tratadas con lisosomas rotos tras 0,
15, 30 y 60 minutos de incubacién, respectivamente; el pocillo 5 corresponde a la
OTC de vaca purificada y radioyodurada; el pocillo 6 contiene los marcadores de
peso molecular (ver Fig. 25) y los pocilios 7 al 10las muestras de OTC tratadas
con lisosomas rotos y 1 mM ATP a 60,30,15 y 0 minutos de incubacion,

respectivamente.
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FIGURA 25.- DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LOS
FRAGMENTOS PEPTIDICOS QUE ORIGINA LA ACCION
PROTEOLITICA DE LOS LISOSOMAS SOBRE LA OTC.

Se ha representado el logaritmo del peso molecular de los diferentes patrones
empleados (Fosforilasa b, 92.500; Albimina de suero bovino, 69.000;
Ovoalbiimina, 46.000; Anhidrasa Carbénica, 30.000; Lisozima, 14.300) en_
funcién de su movilidad relativa (Rg). El cdlculo del peso molecular de los

fragmentos peptfdicos que origina la accidén de los lisosomas rotos sobre la
OTC, se efectia introduciendo los correspondientes valores de Ry en-la

ecuacién de la recta de ajuste resultante para los patrones.
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primera etapa es el paso limitante de la velocidad de la reaccién de degradacién y en la que se
produce el consumo de energfa, después de la cual la OTC es sometida a una proteolisis
indiscriminada por el conjunto de las peptidasas lisosomales.

Con objeto de caracterizar la o las proteasas responsables de este primer paso hidrolftico,
estudiamos el efecto de diversos inhibidores (ver Tabla 24). La inactivacién de la OTC es
totalmente anulada por la leupeptina (un inhibidor de la Catepsina B y otras cistefnproteinasas), 1a
antipafna (un inhibidor de las Catepsinas A y B, de la Papafna y de la Tripsina) y el TosPheCH,Cl
(un inhibidor de serfn- y cistefnproteinasas), pero no por la pepstatina (un inhibidor especffico de la
Catepsina D), todo lo cual sugiere que las susceptibilidad proteolftica de Ia OTC a los lisosomas se
deba a la accién de una(s) cistefn-endopeptidasa(s), aunque no se pueda descartar la actuacién de
serfnproteasas, pese a que su presencia en los lisosomas es muy minoritaria (62, 67).

5.7.- ESTRUCTURA PROTEICA Y ESTABILIDAD INTRACELULAR DE LAS
PROTEINAS MITOCONDRIALES.

Las protefnas se construyen a partir de un mimero limitado de elementos arquitect6nicos,
muchos de los cuales estdn implicados en el plegamiento general de dichas moléculas. Pero ademis,

también existen " motivos proteicos ", es decir, cortas y conservadas secuencias peptfdicas que
estdn implicadas en multitud de funciones como, por ejemplo, reconocimiento, catdlisis, unién de
ligandos, etc, (38), y que se encuentran separadas de las otras propiedades funcionales de la
molécula proteica en donde se presentan. Por tanto, estos motivos son lineales en el sentido de que
no es necesaria una organizacién tridimensional de la molécula que permita reunir partes distantes

- de 1a secuencia proteica y haga posible su identificacién como una unidad.

La presencia de un determinado motivo en la secuencia de una proteina, puede servir como
" huella dactilar " que identifique una posible funcién que haya podido pasar inadvertida. Con esta
idea, se han sometido las secuencias peptfdicas de las OTC humana, de rata y de ratén, a un
andlisis computerizado para intentar detectar la presencia de algiin motivo proteico. Mediante el uso
del paquete informitico GCG se han ensayado la totalidad de los 609 motivos descritos y
recopilados hasta la fecha (38). Tan sélo cinco de entre ellos han dado un resultado positivo (ver
Tabla 25, donde se presentan los resultados correspondientes a 1a OTC de rata, ya que dada la alta
conservacién en la secuencia de amino4cidos entre las distintas OTC, se repiten y s6lo se presentan
los mismos motivos en todas ellas, y las pequefias diferencias que existen en algin caso no son
significativas), que son:
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TABLA 24.- EFECTO DE DIVERSOS INHIBIDORES DE PROTEASAS SOBRE LA
INACTIVACION LISOSOMICA DE LA OTC.

% de la actividad

enzimdtica inicial

Sin adicién + ATP
Adiciones Concentracién de ATP 1mM
Experimento 1
Ninguna 46 5
PheMeSO,F 1 mM 46 7
Pepstatina A 20 pg/ml 50 8
Leupeptina 20 pg/ml 100 100
Experimento 2
Ninguna 25 0,5
Elastatinal 20 pg/ml 48 2,5
TosPheCH,CI 1 mM 100 98
Antipafna 20 pg/ml 100 100
N-Etilmaleimida 5mM 37 2

El medio de reaccién, incubado bajo condiciones estdndar durante 30 minutos, contenfa: 0,2 M
tampén Mes/NaOH pH 5,5, 5 mM DTE, 20 ug de OTC de vaca, lisosomas en una cantidad
equivalente a 0,02 unidades de B-NAGASA en el experimento 1 y 0,03 unidades en el experimento
2y, cuando se afiadieron, las concentraciénes indicadas de ATP y de los distintos inhibidores.
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TABLA 25: MOTIVOS PROTEICOS DE LA ESTRUCTURA PRIMARIA DE LA
ORNITINA TRANSCARBAMILASA DE RATA.

DESCRIPCION Y LOCALIZACION DE

MOTIVO * SECUENCIA CONSENSO b LA SECUENCIA ENCONTRADA ¢
47: LLTLK NFTG EEIQV
Asn-Glicosilacién N-{P}-[ST}-{P} 121: THLGV NESL TDTAR

240: QYAKE NGTR LSMTN

cAMP-fosforilacién

[RK]-X-{ST]

88: GMIFE KRST RTRLS
330: PEAEN RKWT IMAVM

Carbamiltransferasa

F-X-[EK]}-X-S-T-R-T

86: SLGMI FEKRSTRT RLSTE

CK-2-fosforilacién

[ST}-X - [DE]

49: TLKNF TGEE IQYML
112: HPSFL TTQD IHLGV
123: LGVNE SLTD TARVL
133: ARVLE SMTD AVLAR
146: RVYKQ SDLD ILAKE
178: LADYL TLQE HYGSL

PKC-fosforilacién

[ST}-X-[RK]

44: GRDLL TLK NFTGE
90: IFEKR STR  TRLST
127: ESLTD TAR VLSSM
185: QEHYG SLK GLTLS
219: HLQAA TPK GYEPD
287: QGYQV TMK TAKVA
290: QVTMK TAK VAASD
318: DEVFY SPR SLVFP

2 L a definicién completa de cada motivo se detalla en el apartado 5.7. de Resultados.

b Se ha seguido la nomenclatura I.U.B. en las abreviaturas de los aminodcidos. Entre [ ] se indican los

aminoécidos permitidos en esa posicién, y entre { } los prohibidos. El subindice entre paréntesis indica el

mimero de residuos de amino4cidos posibles.

¢ La secuencia detectada por responder al motivo aparece en negrilla, y se muestran los cinco residuos de

aminodcidos anteriores y posteriores. El mimero indica la posicién, en la secuencia del pOTC de rata, del

primer residuo de amino4cido que estd en negrilla.
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- Asn-Glicosilacién: indica un sitio potencial de N-glicosilacién. No obstante, la
presencia de la secuencia consenso no es concluyente para determinar que el residuo de
asparragina esté glicosilado in vivo, puesto que el plegado de la proteina juega un
papel importante en la regulacién de la N-glicosilacién y, ademds, la presencia de
residuos de prolina la inhibe (185). :

- cAMP-fosforilacién: indica sitios preferenciales de fosforilacién por Protefna Kinasas
dependientes de cAMP o cGMP, aunque es importante destacar que hay bastantes
excepciones a esta regla.

- Carbamiltransferasa: identifica una regién que incluye a los residuos de amino4cidos
implicados en el enlace del grupo fosforilo del carbamil fosfato. La secuencia consenso
no tiene excepciones, y permite distinguir entre Aspartato y Ornitina
Transcarbamilasas (E y K, respectivamente, en la posicién 3).

- CK-2-fosforilacién: representa las secuencias de fosforilacién por la Casefna Kinasa II
(CK-2), de residuos de serina o de treonina. Residuos 4cidos adicionales en las
posiciones +1, +2, +4 y +5 incrementan la velocidad de fosforilacién.

- PKC-fosforilacién: indica la preferencia in vivo de la Protefna Kinasa C (PKC). La
presencia de residuos de aminodcidos bdsicos en los extremos amino- o
carboxiterminal del residuo que es fosforilado (S/T) aumenta la velocidad de la
reaccién.

De los datos presentados en la Tabla 25, cabe resaltar que la zona que comprende a los
residuos de amino4cidos entre las posiciones 86 a la 93, que corresponde a los residuos implicados
en el enlace del grupo fosforilo del carbamil fosfato, aparece como una regién susceptible de
fosforilacién. Ademds, en todas las OTC de mamfferos, se repite el motivo GKS entre los residuos
79 y 81, es decir, en una zona muy préxima a los residuos implicados en la unién del carbamil
fosfato. Dicha secuencia, podrfa constituir el nucleo de lo que se conoce como bucle de unién de
fosfato (P-loop), que es un motivo que estd presente en muchas, aunque no en todas, las protefnas
que unen nucleé6tidos de adenina y guanina, y que aparece en la literatura y responde, en general, a
la secuencia consenso: GXXXXGK[TS], aunque dicha secuencia consenso se ha perfeccionado al
subdividirse en otras siete que detectan igual mimero de familias proteicas (565). En todos los
casos de protefnas que responden al motivo P-loop, se conserva el residuo de lisina que, ademds,
parece tener un papel estructural y/o funcional (529, 565). Sin embargo, hay que volver a insistir
en que, a pesar de que se puedan identificar o diagnosticar motivos relacionados con una
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RESULTADOS

determinada estructura o funcién, su presencia s6lo puede interpretarse correctamente a partir de
datos bioqufmicos, sin los cuales no se pueden obtener conclusiones definitivas.

Como ya vimos en la Introduccién, las caracterfsticas globales de las protefnas (tamafio,
carga, hidrofobicidad, etc.) se han intentado correlacionar con sus vidas medias, con resultados
cuanto menos contradictorios. Las relaciones establecidas entre estos dos pardmetros, se han basado
en las determinaciones de vidas medias llevadas a cabo mediante procedimientos de marcaje
radiactivo, principalmente a través del método del doble isStopo. Mayor interés han despertado
ltimamente las correlaciones establecidas entre la composicién o secuencia de amino4cidos de una
protefna y su velocidad de degradacién. Las tres principales hip6tesis que se han formulado (las
regiones PEST, el amino4cido N-terminal y las secuencias KFERQ), ya se expusieron con detalle
en la Introduccién. En esta parte del trabajo, se ha intentado establecer si alguna de estas
caracterfsticas afectan o presentan alguna relacién con las t,, de un grupo especffico de protefnas

celulares: las protefnas mitocondriales.

Actualmente, se conocen las secuencias de amino4cidos de unas 27.000 protefnas. De entre
ellas, y mediante el uso de los programas de los siguientes paquetes informdticos de manejo de
secuencias de DNA y protefna: DNASIS, PROSIS, PC/GENE y GCG (130), junto con las
correspondientes bases de datos asociadas a estos programas: EMBL, GENEBANK, NBRF-PIR y
SWISS-PROT, hemos podido determinar que, aproximadamente, unas 1.200 corresponden a
protefnas mitocondriales. Con objeto de reducir el mimero de secuencias a manejar, nos hemos
centrado en aquellas que corresponden a protefnas de animales superiores mamfiferos, lo cual,
ademds de simplificar los cdlculos, uniformiza ain mds el conjunto sometido a estudio. No
obstante, también se ha incluido en el andlisis a la Hexokinasa, puesto que, a pesar de no ser una
enzima mitocondrial, se ha descrito que estd enlazada de forma reversible, al menos en cerebro, a
la membrana externa mitocondrial (576), a través de una secuencia N-terminal hidrofflica que se
inserta en dicha membrana (694).

Los resultados que se han obtenido aparecen en la Tabla 26, cuya construccién se ha
realizado de la forma que se expone a continuacién. En primer lugar, los valores correspondientes
a las vidas medias de las protefnas estudiadas tan sélo se han agrupado por intervalos y no por
valores puntuales, pues en la mayorfa de los casos se han determinado en organismos o sistemas
celulares distintos de aquellos para los que se conoce la secuencia de la protefna en cuestién.
Desafortunadamente, se conocen muy pocos valores de vidas medias de protefnas mitocondriales,
aunque para la gran mayorfa de los datos disponibles se ha podido encontrar la correspondiente
secuencia proteica. En relacién con éstas, se ha preferido incluir en el andlisis las distintas
secuencias de una misma protefna en diversos organismos, pues asf se muestran mucho mejor las
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TABLA 26.- DETECCION DE PARAMETROS DE LA ESTRUCTURA PRIMARIA DE LAS PROTEINAS MITOCONDRIALES

QUE PUEDEN INFLUIR SOBRE SU VELOCIDAD DE DEGRADACION.

VIDA
MEDIA * PROTEINA PROCEDENCIA AMINOACIDO POSIBLES SECUENCIAS PEST ¢ SECUENCIAS REF.
ty, (Organismo/tejido) N-TERMINAL ¢ KFERQ *
(horas)
> 200 Fumarasa Hombre/higado A RSGLGELILPENEPGSSIMPGK 316
Rata/higado A RSGLGELILPENEPGSSIMPGK 623
Cerdo/corazén A RSGLGELILPENEPGSSIMPGK 563
> 200 Onmitina Transcarbamilasa Hombre/higado N RKPEEVDDEVFYSPR 247, 269
Rata/higado s RKPEEVDDEVFYSPR 631, 344
Ratén/higado s RKPEEVDDEVFYSPR 570, 657
41-200° ATPasa, subunidad a Vaca/corazén Q QRELI 667
ELLKQ
Rata/higado Q QRELI 358
QKRFD
ELLKQ
41-200° ATPasa, subunidad 8 del componente F, Hombre/n.i. T QKVLD 433
Vaca/corazén Q QKVLD n
Rata/higado A QKVLD 184
41-200° ATPasa, subunidad B del componente Fo Rata/higado P 647
41-200° ATPasa, subunidad § del componente FI Vaca/miisculo cardiaco A QIRIE 558
41-200° ATPasa, subunidad § del componente Fy Vaca/n.e. A (acetilado) 6638
41-200° ATPasa, subunidad y Vaca/higado A 150
41-200° ATPasa, subunidad ¢ Vaca/corazén n.i. 660
41-200° ATPasa, subunidad sensible a oligomicina Vaca/higado y corazén F QILKE 666

SOQvLINSTY
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TABLA 26: (continuacion)

VIDA
MEDIA "

1'4
(horas)

41-200b

41-200b

41-200b

41-200b

41-200b
41-200

41-200

41-200

41-200

PROTEINA

ATPasa, factor acoplador 6 (F*)

ATPasa, subunidad 6

ATPasa, subunidad 8

ATPasa, subunidad 9 P1

ATPasa, subunidad 9 P2

Carbamil Fosfato Sintetasa I

Citocromo B

Citocromo b3 (fragmento)

Citocromo ¢

PROCEDENCIA
(Organismo/tejido)

Hombre/musculo fetal

Vaca/higado
Cerdo/intestino

Hombre/placenta y células
HeLa

Vaca/corazén
Raton/células LA9

Hombre/placenta y células
HeLa

Vaca/corazén
Raton/células LA9

Hombre/higado
Vaca/corazén

Vaca/corazon

Rata/higado

Hombre/placenta y células
HeLa

Vaca/corazon

Rata/n.e.

Raton/células LA9

Rata/higado

Hombre/n.e.
Vaca/n.e.
Conejo/n.e.
Rata/testiculos
Raton/testiculos

AMINOACIDO
N-TERMINAL ¢

z

D

G (acetilado)
G (acetilado)
G (acetilado)
G (acetilado)
G (acetilado)

POSIBLES SECUENCIAS PEST d SECUENCIAS
KFERQ *
KVSSOTFPLAPSPK
RREFQ

HPEVSPGPTDTEYLFDSFFSLIK

REF.

289

666
86

162
186

186

478

357

391
614
458
661
661

soaviinsay
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TABLA 26: (continuacion)

VIDA
MEDIA *

‘Vi
(horas)

41-200b

41-200b

41-200b

41-200b

41-200b

41-200b

41-200b

PROTEINA

Citocromo ¢ Oxidasa, subunidad I

Citocromo ¢ Oxidasa, subunidad II

Citocromo ¢ Oxidasa, subunidad III

Citocromo ¢ Oxidasa, subunidad IV

Citocromo ¢ Oxidasa, subunidad Va

Citocromo ¢ Oxidasa, subunidad Vb

Citocromo ¢ Oxidasa, subunidad Via

PROCEDENCIA
(Organismo/tejido)

Hombre/placenta y células
HeLa

Vaca/corazon

Rata/n.e.

Raton/células LA9

Hombre/linfocitos
Vaca/corazon
Rata/higado
Raton/células LA9

Hombre/placenta y células
HeLa

Vaca/corazon

Rata/n.e.

Raton/células LA9

Hombre/higado
Vaca/higado
Rata/higado
Raton/corazon

Hombre/musculo fetal y
células endoteliales
Vaca/corazon
Rata/corazon

Ratén/n.e.

Hombre/musculo fetal
Vaca/higado
Rata/cerebro
Raton/tumor médula 6sea

Hombre/higado
Vaca/corazén
Rata/higado

AMINOACIDO
N-TERMINAL ¢

o™

©v wn > A4 =3 > >

«v »n

> > > >

%2}

w2 >

POSIBLES SECUENCIAS PEST -

HSSLAPTPELGGCWPPTGIH

RPTLNELGISTPEELGLDK

RPTLNELGISTPEELGLDK
RPTLNELGISTPEELGLDK
RPTLNELGISTPEELGLDK

REDPNLVVPSIsNKR
KEDPNLVVPSITNKR
KEDPNLVVPSISNKR
KEDPNLWPSISNKR

SECUENCIAS
KFERQ *

527

REF.

511

75, 181
57

372
705
696

538

702
140
31

706
706
204
44

157
410
300
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TABLA 26: (continuacion)

VIDA
MEDIA *

(horas)

41-200b

41-200b

41-200b

41-200b

41-200b

41-200b

41-200

41-200

41-200

41-200

PROTEINA

Citocromo ¢ Oxidasa,

Citocromo ¢ Oxidasa,

Citocromo ¢ Oxidasa,

Citocromo ¢ Oxidasa,

Citocromo ¢ Oxidasa,

Citocromo ¢ Oxidasa,

subunidad VIb

subunidad VlIc

subunidad Vlla

subunidad Vl1lb

subunidad VIIc

subunidad VIII

Glicerol-3-fosfato Deshidrogenasa

Malato Deshidrogenasa

Monoamino Oxidasa A

Monoamino Oxidasa B

PROCEDENCIA AMINOACIDO POSIBLES SECUENCIAS PEST d SECUENCIAS REF.
(Organismo/tejido) N-TERMINAL ¢ KFERQ *
Hombre/musculo A 628
esquelético
Vaca/corazon A (acetilado) 364
Hombre/fibroblastos P 488
Vaca/higado S 702
Rata/higado G 621
Hombre/higado F 158
Vaca/higado F 587
Vaca/corazén 1 366
Hombre/musculo S 335
esquelético
Vaca/higado S 22
Raton/corazén S 6
Hombre/higado 1 537
Vaca/higado I 365
Vaca/corazon I 365
Raton/n.e. n.i. QLLKD 136
Rata/corazén A 211
Raton/higado A 629
Cerdo/higado A 292
Hombre/higado V) ERLVQ 33
QERKF
Vaca/n.i. \ QERKF 510
Rata/n.i. n.i. ERLVQ 350
QERKF
Hombre/higado 00 KIPEDEIWOSEPESVDVPAOPMTFLERRH QERKF 286
Rata/higado n.i. QERKF 286

soaviinsay



TABLA 26: (continuacion)

VIDA
MEDIA = PROTEINA PROCEDENCIA AMINOACIDO POSIBLES SECUENCIAS PEST d SECUENCIAS REF.
(Organismo/tejido) N-TERMINAL ¢ KFERQ *
(horas)
41-200 Omitina Aminotransferasa Hombre/retinoblastoma T 283
Rata/higado Q 443
9-40 Glutamato Deshidrogenasa Hombre/higado S . DFKLQ 399
Vaca/higado A DFKLQ 297
Rata/higado S DFKLQ 12
<2 S-Aminolevulinato Sintetasa Hombre/higado D HCSSTLPQ J DQETPPASEK RRDVQ 46
RELLQ
Rata/higado Q HPSPSTSQSSGSK RELLQ 699
Raton/higado D HSFPSFOEfEQTEGAVPH QFFRD 579
a.d. Acetil-CoA-Acetiltransferasa Hombre/n.e. \% 177
s.d. Acetoacetil-CoA Tiolasa Rata/n.e. A 176
a.d. Acil-CoA Deshidrogenasa, especifica de Rata/n.e. G QERLL 392
cadena larga
a.d. Acil-CoA Deshidrogenasa, especifica de Hombre/higado K 310
cadena media
Rata/higado K 393
ad. Acil-CoA Deshidrogenasa, especifica de Hombre/n.e. L HTIYQSVELPETH 454
cadena corta
Rata/n.e. L HTVYQSVELPETH 392
a.d. Aconitasa Cerdo/corazén R QVLRD 710
QRVDV
ad. Adenilato Kinasa 2A Vaca/higado A 318
a.d. Adenilato Kinasa 2B Vaca/higado A 318
a.d. ADP/ATP Translocasa T1 Vaca/varios S (acetilado) 509
a.d. ADP/ATP Translocasa T2 Vaca/varios (T) 509



TABLA 26: (continuacion)

VIDA
MEDIA m PROTEINA PROCEDENCIA AMINOACIDO POSIBLES SECUENCIAS PEST 6 SECUENCIAS REF.
- (Organismo/tejido) N-TERMINAL ¢ KFERQ *
(horas)
s.d. Adrenodoxina Hombre/cortex adrenal S 497
Vaca/cortex adrenal S 564
s.d. Adrenodoxina Oxidoreductasa Vaca/cortex adrenal S QELRV 474
QDRIR
s.d. Aldehido Deshidrogenasa Vaca/n.e. S 163
Rata/higado S 163
Caballo/n.e. A,S,L 293
s.d. Aldehido Deshidrogenasa I Hombre/musculo fetal I RKTFPTVNPSTGEVI 70
s.d. Aldehido Deshidrogenasa II Hombre/n.e. S 276
s.d. Aspartato Aminotransferasa Hombre/n.e. S DLRKQ 389
QVERL
Caballo/n.e. S DLRKQ 137
QVERL
Rata/higado S DLRKQ 394
QVERL
Ratén/higado S DLRKQ 479
QVERL
s.d. Camitina Palmitoiltransferasa II Rata/higado s.d. 687
s.d. a-Cetoacido Deshidrogenasa,subunidad El Hombre/higado s.d. 708
Rata/higado F 707
s.d. a-Cetoacido Deshidrogenasa,subunidad E2 Hombre/higado fetal G 355
Vaca/higado G 214
s.d. Citocromo bel, proteina central II Hombre/células GM637 N QLKID 272
s.d. Citocromo el, hemoproteina Hombre/leucocitos S 622
Vaca/corazon S 664
s.d. Citocromo el, subunidad de 7 kDa. Vaca/n.e. \% 569



TABLA 26: (continuacion)

VIDA
MEDIA *

(horas)

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.
s.d.

s.d.

PROTEINA

Citocromo P450 (SCC)

Citocromo P450 (11B)

Citrato Sintetasa

Creatina Kinasa

Creatina Kinasa, jsoenzima de musculo
sarcomérico

Dihidrolipoamida Acetiltransferasa

Dihidrolipoamida Deshidrogenasa

Enzima milico dependiente de NAD(P)+

Enoil-CoA Hidratasa
Esterol 27-Hidroxilasa

Estero! 26-Hidroxilasa

PROCEDENCIA
(Organismo/tejido)

Hombre/n.e.

Vaca/cortex adrenal

Rata/corpora lutea

Hombre/tumor adrenal
Vaca/cortex adrenal

Rata/n.e.
Cerdo/n.e.

Hombre/placenta

Hombre/corazon

Hombre/higado
Rata/higado

Hombre/higado
Cerdo/médula adrenal

Hombre/fibrosarcoma
HS913T

Rata/higado
Hombre/higado

Rata/higado
Conejo/higado

AMINOACIDO
N-TERMINAL ¢

s.d.

POSIBLES SECUENCIAS PEST 4

REPTFFFDPENFDPTR

KPQVPPPTPPPVAAVPPTPQ."LAPTPSTPCPATPAGPK
KPQAPPPVPPPVAAVPPIPQPLAPTPSAAPAGPK

RDPTAFSEPESFQPHR

RDPSVFPEPESFQPHR
RDPSTFSEPDTFWPYR

SECUENCIAS
KFERQ *

QRFID
RVEIQ

QKFID
QDLRR
QRFID
QKRDF
RIEVQ

VEKLQ
QILRE*

ILREQ*
VERLQ

ERLIQ
QDIRI

QRLID
ERLIQ
QDDCV

IVEKQ

VRLDQ

REF.

435

434

487

304
433

473

61

239

240

638
189

489, 503
489

414

79

649
16



TABLA 26: (continuacion)

VIDA
MEDIA "

il4
(horas)

s.d.

s.d.
s.d.
s.d.
s.d.
s.d.
s.d.
s.d.
s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

PROTEINA

Glutation Peroxidasa

GTP/AMP Fosfotransferasa
3-Hidroxiacil-CoA Deshidrogenasa
3-Hidroxi-3-metilglutaril-CoA Sintetasa
Inhibidor mitocondrial de la ATPasa
Isovaleril-CoA Deshidrogenasa
Lipoamida Aciltransferasa
L-Metilmalonil-CoA Mutasa

NADH Deshidrogenasa, subunidad 1

NADH:Ubiquinona Oxidoreductasa, cadena 1

NADH:Ubiquinona Oxidoreductasa, cadena 2

NADH:Ubiquinona Oxidoreductasa, cadena 3

NADH:Ubiquinona Oxidoreductasa, cadena 4

PROCEDENCIA
(Organismo/tejido)

Hombre/n.i.

Rata/n.i.

Raton/n.i.

Vaca/corazon
Cerdo/musculo cardiaco
Rata/higado

Vaca/corazén e higado
Rata/higado

Vaca/higado
Hombre/higado
Rata/higado
Hombre/placenta y células
HeLa

Vaca/corazén
Hombre/placenta y células
HeLa

Vaca/corazéon
Hombre/placenta y células
HeLa

Vaca/corazoén
Hombre/placenta y células

HeLa
Vaca/corazon

AMINOACIDO
N-TERMINAL ¢

n.i.
n.i.
n.i.

POSIBLES SECUENCIAS PEST -

REALPAPSDDATALMTDPK
RNALPAPSDDPTALMTDPK
RNALPTPSDDPTALMTDPK

KDSEEDWETPAVSH

SECUENCIAS

KFERQ *

IERLQ

LEKKQ

REF.

620
261, 703
83
641, 697
60

32

392

214

288

180



TABLA 26: (continuacion)

VIDA
MEDIA “

(horas)

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

PROTEINA

NADHrUbiquinona Oxidoreductasa, cadena
4L

NADHrUbiquinona Oxidoreductasa, cadena 5

NADHrUbiquinona Oxidoreductasa, cadena 6

NADHrUbiquinona Oxidoreductasa,
subunidad de 75 kDa.

NADHrUbiquinona Oxidoreductasa,
subunidad de 49 kDa.

NADHrUbiquinona Oxidoreductasa,
subunidad de 24 kDa.

NADHrUbiquinona Oxidoreductasa,
subunidad de 23 kDa.

NAD(P)+ Transhidrogenasa
3-Oxoacil-CoA Tiolasa

Piruvato Deshidrogenasa E1, subunidad a,
version 1

Piruvato Deshidrogenasa E1, subunidad q,
version 2

PROCEDENCIA
(Organismo/tejido)

Hombre/placenta y células
HeLa

Vaca/corazén
Hombre/placenta y células
HeLa

Vaca/corazén
Hombre/placenta y células
HeLa

Vaca/corazon

Vaca/corazon

Vaca/corazon

Hombre/células T

Vaca/higado
Rata/n.e.

Vaca/corazon

Vaca/retina
Rata/higado

Hombre/células HelLa

Hombre/hepatoma

AMINOACIDO
N-TERMINAL ¢

s.d.

s.d.

s.d.

POSIBLES SECUENCIAS PEST d SECUENCIAS
KFERQ *
HRDTPENNPDTPFDFTPENYKR
HRDTPENNPETPFDFTPENYKR
HRDTPENNPDTPFDFTPENYKR
KEIFQ

HRLEEGPPVTTVLTR
STPOTISSQPTGLTALLSPGAFPSEK

REF.

557

165

500

500
472

145

698

23

336

126



TABLA 26: (continuacion)

VIDA
MEDIA =

(horas)

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.

s.d.
s.d.

s.d.

PROTEINA

Piruvato Deshidrogenasa El, subunidad 0

Propionil-CoA Carboxilasa, subunidad a

Propionil-CoA Carboxilasa, subunidad 0

Proteasa general de procesado de la matriz
mitocondrial

Proteina desacopladora del tejido marron
adiposo

Proteina P1 (hspoO)

Proteina transportadora de fosfato

Proteolipido mitocondrial de 6,8 kDa.
Selenoproteina de la capsula mitocondrial

Serina Hidroximetiltransferasa

PROCEDENCIA
(Organismo/tejido)

Hombre/células HeLa
Hombre/fibroblastos
Rata/higado
Rata/higado

Rata/higado

Rata/marrén adiposo

Raton/marrén adiposo
Conejo/marrén adiposo

Hombre/células HL-60

Rata/varios

Hamster/n.c.

Vaca/corazén
Rata/higado
Vaca/corazon
Raton/esperma

Conejo/higado

AMINOACIDO
N-TERMINAL ¢

POSIBLES SECUENCIAS PEST *

HRRF1SSGATYPNIPLSSPLPGVPK

RPDPEPLLTEMIH

OEFFTSGEETPSLGSK

RSDPAGPPGPPRR
RPPPPEMPESLKKK
RPPPPEM PESLKKK

KPCPCPPPCPCPCPATCPCPLK

SECUENCIAS
KFERQ *

KIERQ
QVKDI

QKWE
QKVVE

QRRID

QLKKE

QLKKE

ELKKQ
QIEKR*
EKRIQ*
ELKKQ
EKRIQ
EKILQ
ELKKQ
QIEKR*
EKRIQ*
EKILQ

REF.

336

353

76

343

322

69

340
40

601

530

498

559

168

637

321

42



TABLA 26: (continuacion)

VIDA
MEDIA = PROTEINA PROCEDENCIA AMINOACIDO POSIBLES SECUENCIAS PEST d SECUENCIAS REF.
(Organismo/tejido) N-TERMINAL ¢ KFERQ*
(horas)
s.d. Serina-piruvato Aminotransferasa Rata/higado G RLPTITTVTVPAGYNWR 480
s.d. Succinato:ubjquinona oxidoreductasa, Hombre/higado A 319
subunidad Fe-S (Ip) .
s.d. Succinil-CoA Sintetasa, subunidad a Rata/higado G 255
s.d. Superdxido Dismutasa (Mn) Hombre/linfocitos T K 50
s.d. Ubiquinol-Citocromo ¢ Reductasa, subunidad ~ Hombre/fibroblastos G KMLTESEDPEEEEEEEEELVDPLTTVR 484
de 11 kDa.
s.d. Ubiquinol-Citocromo ¢ Reductasa, subunidad Hombre/células GM637 A 624
de 14 kDa.
Vaca/n.i. A (acetilado) 665
s.d. Ubiquinol-Citocromo ¢ Reductasa, subunidad Vaca/corazon S 648
Fe-S Rieske
Rata/higado S 471
s.d. Hexokinasa Hombre/rifion I QLFEK 470
Rata/cerebro I QLFEK 580
QRFEK
Raton/hepatoma c37 n.i QLFEK 26
QRFEK

a Abreviaturas: s.d. sin determinar; n.i. no indicado; n.e. no encontrado,

b Valor de vida media correspondiente a la proteina multimérica activa.

¢ Los residuos de aminoacidos N-terminales que aparecen entre paréntesis no se han confirmado experimentalmente. Cuando se han descrito varios residuos N-terminales

para una misma secuencia, se citan todos.

~ Los residuos de aminoicidos correspondientes a sitios potenciales de fosforilacién aparecen subrayados. Cuando dos de estos sitios potenciales de fosforilacion se

superponen, los residuos de aminoacidos comunes se presentan con doble subrayado. El simbolo ® indica el lugar de corte de la secuencia sefial del precursor de la

proteina en cuestion, y aparece en los casos en que la posible secuencia PEST comprende parte de dicha region.

e Cuando aparecen dos secuencias relacionadas con el pentapéptido KFERQ marcadas con un asterisco, indica que ambas secuencias se superponen.
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contradicciones que parecen presentar las diversas hip6tesis, al menos en relacién con el caso que
nos ocupa, las protefnas mitocondriales.

El amino4dcido N-terminal de cada protefna, cuando se conocfa, corresponde al de la
protefna madura, tal y como se ha descrito en las referencias correspondientes a las secuencias, y
que también aparecen en la Tabla 26. Sin embargo, para el andlisis de la presencia de secuencias
KFERQ y de las regiones PEST, se ha utilizado, siempre que se ha podido, la informacién
correspondiente a todo el polipéptido que es traducido, es decir, se ha incluido 1a secuencia del
péptido sefial en aquellos casos en los que la protefna se sintetiza en forma de un precursor de
mayor tamaiio, que luego es procesado durante su transporte a la mitocondria. En cuanto a la
deteccion de las secuencias KFERQ, se han utilizado diversos subprogramas de los paquetes
informdticos citados al comienzo de este apartado. De entre todas las secuencias de protefnas
conocidas, el pentapéptido completo KFERQ no solamente se presenta en el caso de la
Ribonucleasa A, como se describi6 originalmente por Dice et al. (36, 37, 87, 131, 132, 401), sino
que ha variado esta situacién con la inclusién de nuevas secuencias desde entonces hasta Agosto de
1991, que es la iltima fecha de actualizacién de las bases de datos de secuencias de protefnas que
hemos manejado. Asf, la secuencia KFERQ también se presenta en el antfgeno JY8 humano del
complejo de histocompatibilidad principal de clase I (144) y en la Protefna Kinasa 1 de
Schizosaccharomyces pombe (361).

No obstante, ya vimos en la Introduccién que el pardmetro importante, en el caso de las
secuencias KFERQ, puede ser una composicién similar en aminoécidos, en lugar de la secuencia
completa. Cuando se analiza el total de las secuencias de la base de datos, permitiendo que se
puedan producir " fallos " en uno o dos amino4cidos del pentapéptido KFERQ, ya aparecen unas
100 secuencias con un aminoédcido que no coincide, unas 3.000 con " fallo " en dos amino4cidos, y
esto para cada una de las dos orientaciones posibles de la secuencia KFERQ. Es de destacar que,
entre las protefnas que presentan estas secuencias, se encuentran algunas paradojas. Por ejemplo,
entre las secuencias con tan sélo un " fallo ", aparecen protefnas de virus y de bacteri6fagos, de E.
coli (; como recA !), Bacillus y de Vibrio, microorganismos todos ellos carentes de lisosomas.
Ademds, encontramos dentro de este grupo a la Catepsina D humana, lo que implicarfa un curioso
mecanismo de degradacién para esta protefna. También se encuentran algunas protefnas
mitocondriales como la Aspartato Aminotransferasa y el Citocromo C. En cualquier caso, para la
construccién de la Tabla 26 se han utilizado los dos motivos peptfdicos siguientes: péptidos de
cinco residuos de amino4cidos y consistentes en un residuo de glutamina flanqueado, a derecha o0 a
izquierda, por cuatro residuos, de los cuales s6lo uno podfa ser bésico (K,R), residuos 4cidos* (D,E)
podfan existir un mfnimo de uno y un médximo de dos, y residuos hidrofébicos (F,I,V,L) uno como
mfnimo o dos como méximo, pudiendo ser cualquiera el orden de dichos residuos.
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En relacién con el andlisis conducente a detectar la presencia de regiones PEST, y dado
que no se disponfa del algoritmo matemdtico ni del programa informdtico originalmente utilizados
por Rogers et al (546), se ha seguido la siguiente aproximacién. En primer lugar, la deteccién de
regiones ricas en prolina, serina, treonina y 4cido glutdmico, se ha llevado a cabo mediante el
subprograma PRESIDUE de PC/GENE, que es capaz de determinar la " concentracién local " de
determinados residuos de amino4cidos (P, E, S y T, en este caso) a lo largo de la secuencia de una
protefna. Los resultados del andlisis se presentan en una grifica donde aparece el porcentaje de los
residuos elegidos para un intervalo fijado previamente (y que en nuestro caso fue de 15 residuos)
en funcién de la secuencia de la protefna. Por tanto, las posibles regiones PEST aparecerdn como
picos en este tipo de representacién (ver Figs. 26 A y 26 B). A continuacién las zonas detectadas
por el subprograma se analizaron manualmente, comprobando que la lofxgimd de las mismas era,
como minimo, superior a 10 residuos, que no se encontraban interrumpidas por residuos internos
de lisina, arginina o histidina, y que alguno de estos amino4dcidos se encontraban presentes, por lo
menos, en uno de los extremos de la posible regién PEST. Después, el tercer criterio de seleccién
fue realizar un andlisis de la distribucién de residuos hidrofflicos e hidrofébicos a lo largo de la
secuencia de las regiones candidatas. Se seleccionaron aquellas que presentaban un pronunciado
valle hidrofflico seguido o precedido por un agudo pico hidrof6bico. Finalmente, y como
comprobacién de que este procedimiento de deteccién de regiones PEST es correcto, est4 el hecho
de que ha sido capaz de detectar las mismas regiones que Rogers et al describieron en su artfculo
original para el Citocromo c y la Ornitina Descarboxilasa (incluida como control positivo, aunque
no presentada en la Tabla 26 al no ser una protefna mitocondrial), y no detectando, al igual que los
anteriores autores, ninguna posible regién PEST para la RNAsa A (también incluida en el andlisis
como control interno negativo).

Del andlisis de los datos de la Tabla 26, se puede observar un cierto mimero de
contradicciones que resultan al intentar aplicar a las protefnas mitocondriales las diversas reglas que
relacionan pardmetros estructurales con velocidad de degradacién. Asf, la OTC humana presenta un
residuo de aminodcido N-terminal clasificado como desestabilizador por esta teorfa, mientras que
posee la vida media mds larga descrita para una protefna mitocondrial (aunque determinada en un
sistema bioldgico distinto, la rata, cuya enzima sf que tiene un aminodcido N-terminal
estabilizador). Por otra parte, esta circunstancia tampoco es de extrafiar, pues ya vimos (Tabla 23)
que el sistema proteolftico de los reticulocitos dependiente de ubiquitina (que es el que se postula
como responsable de llevar a cabo la degradacién de protefnas de acuerdo con la regla del
amino4cido N-terminal), no tiene efecto alguno sobre 1a OTC. Sin embargo, no es 1a OTC el wnico
caso en que una misma protefna presenta, segin su procedencia, residuos de amino4cidos
estabilizadores o desestabilizadores, lo que implicarfa velocidades, y tal vez mecanismos, de
degradaci6n distintas para una determinada protefna segun el organismo en estudio. )
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FIGURA
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DETECCION DE REGIONES RICAS EN PROLINA, SERINA,
TREONINA Y ACIDO GLUTAMICO EN LA ESTRUCTURA
PRIMARIA DE LA ORNITINA TRANSCARBAMILASA Y LA
-AMINOLEVULINATO SINTETASA PROCEDENTES DE HIGADO
DE RATA.

Se ha utilizado el subprograma PRESIDUE del paquete informitico PC/Gene. Las gréficas
muestran el porcentaje de residuos de los aminodcidos P,E, S y T, para un intervalo de 15

residuos, en funcién de las secuencias de las proteinas.
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FIGURA 26B.- DETECCION DE REGIONES RICAS EN PROLINA,
SERINA, TREONINA Y ACIDO GLUTAMICO EN LA
ESTRUCTURA PRIMARIA DE LA CARBAMIL
FOSFATO SINTETASA I Y LA FUMARASA
PROCEDENTES DE HIGADO DE RATA.

Se ha utilizado el subprograma PRESIDUE del paquete informitico
PC/Gene. Las gréficas muestran el porcentaje de residuos de los amino4dcidos
P,E, S y T, para un intervalo de 15 residuos, en funcién de las secuencias de
las protefnas. En el caso de la CPS I, s6lo se presenta la regién comprendida
entre los residuos 300 & 900, y de las dos posibles secuencias PEST
detectadas s6lo una cumple con el tamafio minimo requerido.
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En el caso de protefnas oligoméricas con miiltiples y distintas subunidades, como pueden
ser la ATPasa o la Citocromo ¢ Oxidasa, nos encontramos con que, en una misma enzima, hay
subunidades con residuos de amino4dcidos N-terminales estabilizadores y desestabilizadores al
mismo tiempo. Si bien es cierto que el valor medido de t,, corresponde, en ambos casos, con el
promedio resultante de la velocidad de degradacién de cada una de las subunidades, la hip6tesis de
que cada subunidad se degradase con arreglo al residuo de su amino4cido N-terminal, nos llevarfa a
plantear mecanfsmos de recambio de compleja concepcién.

Algo andlogo sucede con la presencia de posibles secuencias PEST, que aparecen tanto en
protefnas mitocondriales de recambio muy rdpido, como la é-Aminolevulinato Sintetasa, o muy
lento, caso de la Fumarasa. No obstante, hay que tener en cuenta que estas secuencias PEST
detectadas son sélo probables o posibles, y la mayor parte de ellas corresponden a protefnas de las
que se desconoce su t,, y/o mecanismo de degradacién, por lo que su funcionalidad o el significado
de su presencia en enzimas mitocondriales no se puede llegar a establecer todavfa con claridad.
Asf, por ejemplo, el final de la secuencia PEST detectada en la OTC (Tabla 26) coincide con un
lugar potencial de fosforilacién de 1a Protefna Kinasa C (Tabla 25), pudiéndose especular que las
secuencias PEST fosforiladas podrfan generar sitios de unién de iones calcio que activarfan
proteasas Ca’’-dependientes, como las Calpafnas, de localizacién citos6lica y donde no serfa
conveniente para la célula que existiese actividad de OTC. En el caso de la CPS I, también la
posible secuencia PEST detectada presenta algunas coincidencias notables. Asf, los tres primeros
aminodcidos (HPE) coinciden con el final de una de las zonas que estdn (incluyendo dichos
residuos) totalmente conservadas en todas las Carbamil Fosfato Sintetasas para las que se conoce su
estructura primaria (599). Ademds, los residuos de histidina y 4cido glutdmico forman parte del
centro activo del dominio correspondiente a la actividad glutamina amidotrasferasa del tipo trpG
(11). Por otra parte, el resto de la posible secuencia PEST comprende una zona bastante conservada
entre todas las Carbamil Fosfato Sintetasas I conocidas, y marca el final del dominio
correspondiente a la actividad glutaminasa (599).

Sobre las secuencias KFERQ, son muchos los pentapéptidos relacionados con aquélla que
se han encontrado. Sin embargo, también en este caso se desconoce si estos motivos peptidicos, o
cudles de entre ellos, son o no funcionales. Asf, mientras que se conoce que bajo condiciones de
deprivacién de amino4cidos, o sea, en una situacién de proteolisis acelerada (similar, por tanto, a la
situacién de deprivacién de suero en cultivos celulares), gran parte de la proteolisis mitocondrial
hepdtica transcurre por vfa lisosomal, sin embargo, no se tienen datos individuales sobre las
diversas enzimas mitocondriales. Tan s6lo se puede destacar que, para protefnas multiméricas, se
vuelve a dar el caso de que unas subunidades presentan secuencias relacionadas con el pentapéptido
KFERQ y otras no. Por otra parte, y desde un punto de vista evolutivo, parecen estar bastante
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TABLA 27: TIPOS DE SECUENCIAS RELACIONADAS CON EL PENTAPEPTIDO KFERQ ENCONTRADAS EN
LAS PROTEINAS MITOCONDRIALES.

(+,-I[)0[1HQ Nimero de (+ +,-[1Q Niimero de

Motivos: secuencias Motivos: secuencias

Q(+,-1[11[1) encontradas Q(+, +,-1[1) encontradas
1 (1 fmng + - Q 1 25 + + [1 - Q 0
2 (1 1mn - + Q 1 26 + + - [1 Q 2
3 1 + 11 - Q 1 27 + []1 + - Q 0
4 (1] - [1 + Q 0 28 + - + []1 Q 0
5 [1 + - [1 Q 0 29 + [1 - + Q 1
6 1 - + [ Q 3 30 + - 1 + Q 0
7 - [1 + 11 Q 1 31 1 + - + Q 0
8 + [ - [1 Q 2 32 - + [1 + Q 0
9 - + [] [1 Q 3 33 - 1 + + Q 2
10 + - [1 [1 Q 2 34 (1 - + + Q 1
11 - [1 11 + Q 1 35 - + + []1 Q 1
12 + [1 11 - Q 0 36 (1 + + - Q 0
13 Q I[1 [1 + - 5 37 Q + + [1 - 2
14 Q 11 11 - + 1 38 Q + + - 11 1
15 Q 1 + 11 - 2 39 Q + [] + - 0
16 Q I[1 - 11 + 0 40 Q + - + [] 0
17 Q [1 + Y 1 41 Q + I - + 1
18 Q [1 - + [] 1 42 Q + - [ + 0
19 Q - [1 + 11 3 43 Q [] + - + 0
20 Q + [] - 1] 1 4 Q - + [1 + 1
21 Q - + [1 11 1 45 Q - 1 + + 1
22 Q + - 01 11 1 46 Q [1 - + + 1
23 Q = [] [] + 0 47 Q [1 + + - 1
24 Q + [1 [1 - 5 48 Q - + + I 1

Todos los pentapéptidos relacionados con 1a secuencia KFERQ detectados en las 214 protefnas mitocondriales que se han estudiado, y que se presentan en la Tabla 26, se han
clasificado de acuerdo con las 48 combinaciones posibles que se obtienen con los motivos genéricos: Q ( +, -, [1, +/[1)y ( +, -, [ 1, +/[ 1) Q, donde los amino4cidos
permitidos en cada posicién se representan mediante los sfmbolos siguientes: + = K,R; - = D,E; [] = F,V.L,I

SOAV.LINSTY



RESULTADOS

conservadas, pues cuando se presenta una o varias secuencias en una determinada protefna lo suelen
hacer en los diversos organismos estudiados. Sin embargo, tal y como podemos ver en la Tabla 27,
no parece existir, al menos en el conjunto de las enzimas mitocondriales estudiadas, ningun tipo de
motivo relacionado con la secuencia KFERQ que se presente con una frecuencia mayor que el
resto. En algunos casos, como el Citocromo P450 (118) de vaca y la protefna P1 humana o de
hamster, se da la curiosa coincidencia de que en una misma protefna se detectan dos secuencias
KFERQ " fusionadas ", es decir, un motivo peptfdico en cuyos dos extremos se sitian residuos de
glutamina y a partir de cualquiera de ellos, y en direccién hacia el otro, se lee una secuencia
relacionada con el pentapéptido KFERQ. En resumen, los resultados presentados en la Tabla 26
constituyen una extensa recopilacién de datos, cuyo verdadero significado y transcedencia deberan
ser evaluados conforme se vaya profundizando en el conocimiento de los mecanismos de
degradacién de las protefnas mitocondriales.
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6.1.- LOCALIZACION INMUNOCITOQUIMICA MEDIANTE LA TECNICA DE LOS
COMPLEJOS PROTEINA A-ORO COLOIDAL.

La primera aplicacién del oro coloidal como marcador inmunocitoqufmico en la
microscopfa electrénica de transmisién, fue descrita en 1971 por Faulk y Taylor (164), quienes
marcaron suero completo que contenfa anticuerpos contra Salmonella. Romano y Romano fueron
los primeros en preparar un complejo de protefna A y oro coloidal en 1977 (‘54'8),' qﬁe utilizaron
junto con técnicas indirectas de localizacién de antfgenos en material no incluido. Posteriormente,

Roth et al. (552, 553) demostraron la utilidad de esta técnica para l1a localizacién de antfgenos en
- secciones muy finas de tejido ya incluido, lo que ha provocado que la técnica de ios complejos
protefna A-oro coloidal haya ido ganando popularidad y sea, hoy en dfa, ampliamente utilizada para
1a localizacién tanto de antfgenos de superficie como intracelulares.

El método se basa en la propiedad de la protefna A de unirse a la regién Fc de las
moléculas IgG de muchas especies animales. La unién es muy fuerte con muchas de las subclases
de IgG humanas, de conejo, perro, cerdo y cobaya, menos fuerte con las de ternera, ratén y caballo
y muy débil con las de oveja, cabra, rata y pollo. Esta consideracién es muy importante y se debe
de tener en cuenta a la hora de elegir la especie animal a partir de la cual vamos a obtener los
anticuerpos. En nuestro caso, elegimos trabajar con IgG de conejo para las que la protefna A
muestra una muy alta fuerza de enlace, siendo la constante de disociacién del orden de
2a5- 10" M, que resulta ser similar a la afinidad del enlace que se observa en las reacciones
antfgeno-anticuerpo. La cinética del enlace es muy rdpida, alcanzdndose el equilibrio en menos de
treinta minutos para un rango de temperaturas comprendido entre 4 y 37° C (354).

La capacidad de uni6én del anticuerpo al antfgeno no se ve modificada e incluso se ha
observado que, en algunos casos, aumenta. Sin embargo, resulta mis importante - sobre todo
teniendo en cuenta el protocolo experimental que se ha seguido en este trabajo - el hecho de que los
complejos antfgeno-anticuerpo de las IgG, presentan una mayor afinidad de enlace con la protefna
A que las IgG por sf solas. Otra de las grandes ventajas de esta técnica, es la completa
conservacién de la actividad biolégica de la protefna A una vez que se ha adsorbido sobre la
superficie de las partfculas de oro coloidal.

En inmunocitoqufmica es obligado establecer criterios de compromiso en relacién con la
fijacién e inclusién del tejido. Un fendmeno comiin en las técnicas de tincién sobre materiales ya
incluidos es que la adecuada preservacién de estructuras produce a menudo una drédstica
disminucidén de la antigenicidad, ya que los fijadores afectan a ambos pardmetros de forma inversa.
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Por tanto, los factores a considerar son: la estructura objeto del estudio debe permanecer intacta, el
antfgeno debe quedar inmovilizado en su interior, 1a antigenicidad no debe alterarse y el antfgeno
debe quedar accesible al anticuerpo.

Glutaraldehfdo y formaldehfdo son los dos fijadores mds cominmente empleados en
biologfa. En general, el glutaraldehfdo, que es un fijador m4s fuerte, es mds adecuado para la
preservacion de estructuras e inmovilizacién de antfgenos, mientras que el formaldehfdo, al ser mds
débil, respeta mejor la antigenicidad y la accesibilidad del antfgeno. En nuestro caso, los resultados
obtenidos indican que la antigenicidad de las tres protefnas mitocondriales estudiadas resiste bien la
fijacién con glutaraldehfdo.

Otro pardmetro importante en el éxito de un procedimiento inmunocitoqufmico es la resina
de inclusién. En nuestro caso, el uso del Lowicryl K4M (una resina acrflica e hidrofflica compuesta
de hidroxipropil- e hidroxietilmetacrilatos entrelazados por glicoldimetacrilato) conserva muy bien
la ultraestructura, produce una tincién inespecffica muy baja y aumenta el marcaje especffico. Estas
mejoras se deben, probablemente, a que la inclusién a bajas temperaturas (- 35° C) preserva mejor
la conformacién de las protefnas y, por tanto, su antigenicidad. Otras ventajas son su estabilidad al
haz de electrones del microscopio y que no necesita una pelfcula de soporte sobre la rejilla, lo que
facilita llevar a cabo el inmunomarcado sobre las dos caras de la seccién al poder realizarlo sobre
la propia rejilla.

La formacién de los complejos protefna A-oro coloidal es dependiente del pH y como
Geoghegan y Ackerman (188) han demostrado, el valor 6ptimo corresponde a un pH ligeramente
més alcalino que el punto isoeléctrico de la protefna que va a ser adsorbida. Por tanto, en el caso
de la protefna A, cuyo pl es 5,1 hemos formado el complejo a pH 5,6 y no a 6,9 como describfa
originalmente Roth (552).

Los controles son de enorme importancia en inmunocitoqufmica, especialmente cuando se
trata de localizar por primera vez un nuevo antfgeno, como es en este caso la OTC. Ademds, una
de las ventajas de las técnicas que efectian la tincién sobre material ya incluido, estriba en que los
diferentes tipos de controles se pueden realizar sobre secciones procedentes de un mismo bloque de
tejido. Todos los controles que hemos llevado a cabo (ver seccién 4.14.1. de Métodos) intentan
determinar el grado de tincién inespecffica que origina falsos positivos. En todos los casos, esta
inmunotincién de fondo es muy baja y se distribuye al azar sobre la superficie del hepatocito, de la
misma forma que también se distribuye homogeneamente el marcaje especffico para cada protefna
sobre 1a poblacién de mitocondrias.
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El marcaje tiene lugar exclusivamente sobre la superficie de 1a seccién y sélo los lugares
antigénicos que quedan expuestos después del proceso de corte son los que se detectan. Esta es la
razén por la que la intensidad de marcaje se debe de calcular en relacién con el drea de la superficie
que ocupe la estructura celular marcada.

El tamaiio de las partfculas de oro tiene repercusiones sobre la cuantificacién, pues afecta
tanto a la sensibilidad como a la resolucién de la técnica. Asf, aunque una molécula de IgG sélo se
une a una molécula de protefna A, ésta es capaz de unir dos moléculas de inmunoglobulina y el
mimero de moléculas de protefna A adsorbidas sobre las partfculas de oro varfa con su tamafio.
Asf, por ejemplo, en la bibliograffa se encuentran datos de que las partfculas de 3 nm. adsorben
una molécula de protefna A, las de 8nm. adsorben aproximadamente 10 moléculas de protefna A y
las de 15 nm. adsorben alrededor de 60 moléculas de protefna A (552). Por tanto, el mimero de
sitios antigénicos que corresponden a una marca, depende del tamafio de la partfcula de oro que la
origina y de lo agrupado que se encuentre el antfgeno en el tejido. Ademds, como ya discutimos
anteriormente, la densidad del marcaje también disminuye conforme aumenta el tamafio de las
partfculas de oro coloidal debido a los impedimentos estéricos y a las fuerzas de repulsién entre
dichas partfculas, junto con el hecho de que los complejos de menor tamafio de oro coloidal pueden
llegar a penetrar en las irregularidades y huecos de la superficie de la seccién ligeramente m4s, por
lo que tienen acceso a mds moléculas de antfgeno.

Cuando se comparan las densidades de marcaje que producen los conjugados de
inmunoglobulina-ferritina en relacién con esta técnica, se observa que el mimero de partfculas por
unidad de 4rea es muy superior en el caso de la ferritina, pese a ser un marcador de un tamafio de
partfcula relativamente elevado (12 nm.). Sin embargo, este hecho no se debe a que la ferritina sea
un inmunomarcador mds eficaz, sino a la diferencia que existe en el mecanismo de la reaccién de
marcaje. La molécula de inmunoglobulina que ha reconocido especfficamente al antfgeno, en un
caso es capaz de unir més de un complejo IgG-ferritina, mientras que en el otro solo reacciona con
una molécula del complejo protefna A-oro coloidal. Por tanto, el aumento en la densidad de
marcaje con ferritina se debe mds bien a una amplificacién de la sefial, antes que a una mayor
eficacia en el marcaje.

En relacién con los otros métodos inmunocitoqufmicos que emplean enzimas como
marcadores, esta técnica, debido a la naturaleza granular de las partfculas de oro y a su alta
densidad electrénica, permite una deteccién y cuantificacién directa del grado de marcaje y logra
un nivel de resolucién que no puede alcanzarse con los flGculos amorfos que originan los productos
de las reacciones de marcaje con enzimas como, por ejemplo, la peroxidasa. .
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Por tanto, vemos que el creciente interés por el uso del oro coloidal como marcador
inmunocitoqufmico en la microscopfa electrénica estd mds que justificado. Sus ventajas se pueden
resumir en los siguientes puntos: facilidad de preparacién por diversos métodos y en diferentes
tamafios de partfculas, la adsorcién de macromoléculas sobre su superficie respeta la actividad
biolégica de aquéllas, las técnicas que se derivan de su empleo en inmunocitoqufmica resultan
relativamente ficiles, rdpidas y baratas de aplicar y dan lugar a adsorciones inespecfficas muy
bajas, a un aumento de la resolucién, una 6ptima delineacién del detalle estructural, flexibilidad en
experimentos de doble marcaje y gran versatilidad, pues se pueden marcar con oro coloidal no sélo
la protefna A, sino también el antfgeno o el mismo anticuerpo, bien policlonal 0 monoclonal.
Ademds, como el oro es capaz de producir una fuerte emisién de electrones secundarios, resulta ser
un marcador muy itil para microscopfa electrénica de barrido. Al igual que las otras técnicas de
marcaje inmunocitoqufmico, una de sus principales limitaciones es que sélo detecta determinantes
antigénicos, sin proporcionar informacién sobre su actividad biolégica. Finalmente, se debe
enfatizar que ningin método de localizacién serd mejor que los reactivos inmunolégicos utilizados
y la preservacién de tejido conseguida.

6.2.- NIVELES INTRACELULARES DE LAS ENZIMAS MITOCONDRIALES.

La localizacién y cuantificacién inmunocitoqufmica de las protefnas mitocondriales,
constituye una herramienta m4s en el estudio de los procesos de biosfntesis y degradacién de dicho
orgdnulo. Sin embargo, como consecuencia de las dificultades técnicas de estos métodos, se
encuentran en la bibliograffa pocos trabajos relacionados con las enzimas mitocondriales. La
técnica de los complejos protefna A-oro coloidal resulta m4s sencilla que otros métodos previos,
puesto que sustituye el empleo de varias preparaciones de inmunoglobulinas por un dnico reactivo -
el complejo protefna A-oro coloidal - que, ademds, se prepara rdpida y facilmente sin ninguna
purificacién especial.

Este procedimiento permite una clara deteccién y una precisa cuantificacién del marcaje,
debido a su alta densidad electrénica y a que su pequefio tamafio permite una clara identificacién de
la estructura celular subyacente. La resolucién lateral de la técnica, que en nuestro caso era de
aproximadamente 31 nm. (el didmetro medio de una molécula de IgG es de 8 nm. + el tamafio de
la molécula de protefna A es de unos 5 nm. + las partfculas de oro coloidal empleadas que se
encuentran alrededor de 18 nm.), permite localizar con exactitud 1a posicién intracelular de los
antfgenos en estudio.
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En este trabajo hemos aplicado esta técnica para la localizacién y cuantificacién
inmunocitoqufmica de tres enzimas del hepatocito de rata, dos de las cuales son, ademds, enzimas
especfficas de las células del parénquima hepético.

En todos los libros de texto especializados y revisiones (99, 227, 618), estas tres enzimas
se encuentran asignadas, en lo referente a su localizacién intracelular, a la matriz mitocondrial,
todo ello de acuerdo con los resultados que se obtienen mediante los procedimientos bioqufmicos
de ruptura celular, fraccionamiento por centrifugacién diferencial y andlisis enzimitico de los
diferentes orgdnulos y subfracciones de los mismos. Sin embargo, es un hecho bien conocido que
durante tales manipulaciones una protefna puede escapar de su localizacién celular y quedar
adsorbida a otras estructuras. Puesto que la distribucién intracelular de una determinada enzima es
una caracterfstica esencial, que es necesario conocer para determinar su funcién, es preciso
disponer de métodos para su localizacién en la célula intacta. Actualmente, la visualizacién por
medio del microscopio electrénico es, con mucho, la aproximacién m4s directa a este problema.

'El marcaje inmunocitoqufmico de la OTC, CPS I y GDH, se ha localizado en la matriz
mitocondrial del hepatocito en concordancia con todos los datos bioqufmicos precedentes. En
relacién con la posibilidad, que otros autores han sugerido (512), de que la OTC pueda estar
asociada, al menos parcialmente, con la membrana interna mitocondrial, como parece ser el caso de
la GDH (330), no es posible sacar conclusiones en ningiin sentido mediante nuestros resultados. La
razén estriba en que, dada la resolucién lateral del procedimiento empleado, el drea del circulo de
resolucién que podrfamos trazar alrededor de cada partfcula de oro coloidal es lo suficientemente
grande como para que estadfsticamente tenga una alta probabilidad de intersectar 1a membrana
interna mitocondrial, sin que ello signifique que esa era la verdadera localizacién intracelular del
antfgeno. Por tanto, para aclarar mediante un procedimiento inmunocitoqufmico si realmente existe
una cierta asociacién de la OTC con la membrana interna mitocondrial, se tendrfa que recurrir a
emplear un tamafio de partfcula de oro coloidal m4s pequefio, asf como marcar directamente con €l

los anticuerpos.

La densidad del marcaje en el conjunto de las mitocondrias de un mismo hepatocito o de
varios préximos entre sf, presenta una distribucién normal, indicando que existe una homogeneidad
intracelular en la poblacién de mitocondrias, bien procedentes de una misma célula o bien de las
que se encuentran préximas entre sf en una misma zona del parénquima hepético, en lo que se
refiere a la proporcion relativa de sus enzimas determinada inmunocitoqufmicamente. Sin embargo,
estas tres protefnas presentan velocidades de recambio muy distintas y s6lo una heterogeneidad
mitocondrial a nivel molecular serfa compatible con un mecanismo autofigico de degradacién
lisos6mica como wnico responsable de 1a degradacién de estas protefnas mitocondriales.
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No obstante, por una parte, s6lo hemos encontrado marcaje en las células del parénquima
hepdtico, mientras que en las células no parenquimatosas estas tres enzimas parecen estar ausentes
(resultados no presentados) y, por otro lado, estudios histoqufmicos indican que la GDH - que
presenta la vida media (t,, ~ 1 dfa) mds corta de las tres enzimas estudiadas - tiene una localizacién
preferencial en la zona perivenosa (299, 686), mientras que las otras dos enzimas implicadas en la
biosfntesis de urea - y que tienen vidas medias muy préximas, tal y como se demuestra en este
trabajo - se localizan preferentemente en la zona periportal del 4cino hepitico (178, 179, 248, 420).
Estos datos, se han visto corroborados por recientes estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio
(331, 352, 651, 654, 655) y que muestran que, en hfgado de rata, se pueden separar tres
poblaciones de hepatocitos morfoldgica y funcionalmente distintas, lo que indica que la
heterogeneidad mitocondrial se puede producir a nivel intercelular por una heterogeneidad hepética.
Se ha encontrado que el nivel de GDH es mayor en los hepatocitos m4s ligeros (perivenosos),
mientras que, por el contrario, los niveles de CPS1 y OTC son mayores en los hepatocitos
pesados. Ademds, el sistema autofigico-lisosomal estd mds desarrollado y es mds activo en los
hepatocitos ligeros, lo que se refleja en que la relacion entre el contenido en GDH y los contenidos
en OTC o CPS I es, aproximadamente, tres veces mayor en las vacuolas autofdgicas que en las
mitocondriales (651, 655).

Por tanto, esta heterogeneidad hep4tica permite explicar, al menos en parte, las diferencias
en las velocidades de recambio de las protefnas mitocondriales del hfgado de rata. Estos resultados
tampoco excluyen la posibilidad de que existan otros mecanismos, lisosémicos y no lisos6micos,
que regulen la degradacién proteica en el hepatocito. De hecho, la evidencia aquf presentada de que
la pbblacidn intracelular de mitocondrias es homogénea, al menos en lo que se refiere al contenido
de las tres enzimas mitocondriales estudiadas, OTC, CPS I y GDH, resalta de nuevo la importancia
que deben de tener otros mecanismos, lisosémicos 0 no, pero distintos de la proteolisis
incontrolada a través de la incorporacién a vacuolas autofdgicas, en la degradacién de las protefnas
mitocondriales.

6.3.- VELOCIDAD DE RECAMBIO DE LA ORNITINA TRANSCARBAMILASA.

Se ha establecido claramente que todas las protefnas intracelulares sufren un proceso de
recambio y que presentan vidas medias que van desde unos minutos a varios dfas o semanas. Sin
embargo, los valores reales de estas vidas medias son todavfa objeto de gran controversia.
Asimismo, no existe un modelo definitivo sobre la biosfntesis y degradacién de las protefnas
mitocondriales, como tampoco se ha establecido si las mitocondrias son degradadas como unidades
completas 0 bien por procesos independientes que actian sobre los diferentes componentes. La
demostracién de vidas medias similares para los mismos, sugerirfa una degradacién al unfsono,
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mientras que una evidencia sobre su heterogeneidad implicarfa la existencia de procesos
independientes.

Fletcher y Sanadi (171) encontraron que el Citocromo c y tres subfracciones mitocondriales
hepéticas pobremente caracterizadas, tenfan vidas medias muy parecidas. Beattic et al. (47)
examinaron mitocondrias y cinco subfracciones de éstas, y encontraron vidas medias equivalentes
para todas ellas en hfgado, pero no asf ea rifién y cerebro. Andlogamente, Gross et al. (231)
observaron que el DNA mitocondrial y algunos fosfolfpidos de la mitocondria tenfan vidas medias
iguales en el hfgado, pero no en el corazén o cerebro. Todos estos estudios sugerfan que, por lo
menos en el hfgado, las mitocondrias eran degradadas como un sélo conjunto, aunque los valores
de vida media calculados para las mismas variaban de un estudio a otro.

_ En franco contraste con estos hallazgos, De Bernard et al. (117) y Satav et al. (566),
partiendo de distintas aproximaciones, concluyeron que la membrana externa mitocondrial se
recambiaba mds rdpidamente que la membrana interna y la matriz. Druyan et al. (141) y
Aschenbrenner et al. (29) estudiaron el Citocromo by de la membrana externa y los Citocromos b y
c y el grupo hemo a de la membrana interna. Sus resultados indicaban que el componente de la
membrana externa presentaba una vida media mds corta que la de los otros, que ademds se
recambiaban de forma sincrénica. Por otra parte, Lipsky y Pedersen (370) han demostrado que la
vida media de las mitocondrias hepdticas es significativamente mayor que la del conjunto de
protefnas hepiticas, y que dentro de la mitocondria, el conjunto membrana externa y espacio
intermembranas presenta una vida media m4s corta que el conjunto formado por la membrana
interna y la matriz.

También existen evidencias experimentales indirectas sobre la heterogeneidad de las vidas
medias de las protefnas mitocondriales. Asf, Swick et al. (626) y Glass y Doyle (195), utilizando
dos procedimientos distintos, encontraron que al intentar determinar la constante de velocidad de
degradacidn para la mitocondria en su conjunto, el valor que se obtenfa dependfa de la duracién en
el tiempo que tuviera el estudio, lo que tedricamente no puede ser el caso de un orgdnulo con una
unica constante de velocidad.

Son muchas las razones que han provocado esta continuada falta de acuerdo entre los
resultados de los trabajos anteriormente citados. En primer lugar tenemos que, aunque las bases del
andlisis de la relacién entre precursor y producto en experimentos de marcaje se conocen desde
nada mds introducir el uso de los radiomiclidos en la investigacién biolégica, no se han aplicado
rigurosamente. La principal razdn estriba en que la radiactividad especffica del precursor directo de
la sfntesis proteica, el aminoaciltRNA, es muy diffcil de medir, dado que la cantidad de tRNA
presente en el tejido es extremadamente pequefia. Por tanto, los procedimientos que normalmente
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se emplean para el cdlculo de las constantes de velocidad de degradacién se basan en el andlisis de
las cinéticas de cafda de la radiactividad especffica. Existe, como ya hemos visto, una abrumadora
evidencia experimental que ha demostrado que estas cinéticas son distorsionadas por la presencia de
artefactos, sobre todo debidos a que los amino4dcidos marcados que se emplean como precursores
no desaparecen totalmente del acervo libre del tejido, sino que permanecen dentro del sistema
durante largos perfodos de tiempo, lo que da origen a una reutilizacién del precursor. Luego, esto
se convierte en una sobrestimacién de los valores de las vidas medias, desaparicién del marcaje que
no parece presentar una cinética de primer orden, la creacién o desaparicién de diferencias en las
velocidades relativas de degradacién de las distintas subfracciones o protefnas, etc. Todo ello ha
conducido al desarrollo de una serie de aproximaciones ingeniosas, disefiadas exclusivamente para
resolver estos problemas. No obstante, y hasta el momento, ninguna ha resuelto por completo los
inconvenientes anteriormente citados y, a menudo, son sélo adecuadas para un sistema concreto.

Otro problema adicional viene dado por la rdpida velocidad de recambio de las protefnas
recién sintetizadas. Efectivamente, la degradacién intracelular de una protefna transcurre mucho
mds deprisa inmediatamente después de su sfntesis que en fases posteriores de su vida celular. Se
ha postulado (229, 679, 680) que, muy probablemente, este fenémeno se deba, entre otras razones,
al estado " metaestable " en que se encuentran las protefnas recién sintetizadas y que todavfa no han
podido ser estabilizadas por su integraci6n en un orgdnulo, interaccién con substratos o cofactores,
constitucién de la protefna oligomérica, etc. Esta circunstancia conduce a una discontinuidad en las
curvas de degradacién que se obtienen mediante experimentos de marcaje radiactivo y da origen a
un error en la determinacién de la velocidad de recambio, puesto que la cinética aparente (que se
aproxima a una de primer orden aunque no lo es realmente) es la resultante de otras dos cinéticas
correspondientes a dos poblaciones de la misma protefna pero que son degradadas a velocidades
distintas. Por tanto, se debe evaluar siempre la contribucién de estas dos fases de 1a proteolisis al
determinar cinéticas de degradacién. En nuestro caso concreto, tal y como ya comentamos, dada la
metodologfa seguida y la larga vida media encontrada para la OTC, se puede considerar que el
error que se introduce en el cdlculo de t,, por la diferente susceptibilidad proteolftica de la
poblacidén total de moléculas de OTC, bien por los errores de la maquinaria sintética o antes y
después de ser incorporada a 1a mitocondria, no alterarfa prdcticamente los resultados.

En este trabajo se ha utilizado una modificacién de la técnica del doble marcaje de Arias et
al. (25), y se han llevado a cabo los estudios durante diversos intervalos de tiempo para asegurar
una adecuada discriminacién entre las distintas subfracciones. Se obtienen buenas diferencias entre
las constantes de velocidad de degradacién de diversas protefnas, cuando el intervalo de tiempo
transcurrido entre la administracién de los dos precursores es, por lo menos, de una vida media.
Los datos relativos a 1a vida media de la mitocondria descritos en la bibliograffa van desde 2,5 a 7
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dfas, para precursores de poca reutilizacién. Por tanto, y con vistas a abarcar todo el intervalo, en
este trabajo se han llevado a cabo las administraciones de precursores a 1, 3, 6 y 10 dfas.

No obstante, conviene recordar las condiciones de aplicacién del método del doble is6topo,
para una mejor comprensién de la validez de su aplicacién y de los resultados obtenidos. En primer
lugar, el sistema sometido a estudio debe encontrarse en estado estacionario durante todo el perfodo
que dure el experimento y las protefnas estudiadas deben de seguir una cinética de degradacién de
primer orden. En nuestro caso, el metabolismo hepitico de las ratas utilizadas no debe de sufrir
ningiin cambio, pues siguen sometidas a la misma dieta y condiciones ambientales antes y durante
los experimentos. Por otra parte, Zak et al. (704) han demostrado que, incluso bajo condiciones en
las que el acervo proteico aumenta en un 20 % por dfa, el cambio en la relacién entre los dos
isétopos es pequefia. Asf, de nuestros datos de la Tabla 10, vemos que la pérdida del marcaje para
cada una de las fracciones sigue aproximadamente una cinética de primer orden.

En segundo lugar, el intervalo de tiempo elegido debe encontrarse entre una y tres veces la
vida media del componente que se va a determinar. Esta circunstancia también se ha cumplido,
puesto que el valor encontrado para la vida media de 1a OTC es inferior a diez dfas hasta los que se
ha llegado a separar la administracién de los precursores.

En tercer lugar, los isétopos no deben de ser metabolizados y transformados en otros
productos susceptibles de incorporarse a las protefnas. En el caso de la leucina y de las protefnas
del hfgado de rata, esto ya ha sido demostrado por Arias et al. (25).

En cuarto lugar, el primer precursor se debe de administrar en forma de un " pulso " en
relacién con el intervalo de tiempo que transcurra hasta la segunda administracién, y no debe de ser
reutilizado. Como ya hemos discutido anteriormente, esta condicién no se cumple estrictamente.
Asf, aunque la leucina presenta un méximo de incorporacién entre 40 y 60 minutos después de su
administracién, permanece dentro del sistema en forma libre durante pricticamente toda la duraci6n
del experimento. Sin embargo, los datos de relacién de incorporacién de isStopos siguen siendo
vélidos si se dispone de valores de constantes de velocidad de degradacién que no se vean afectados
por esta reutilizaci6n.

Asf, vemos en la Tabla 10 que el valor de la vida media de la OTC, medido como pérdida
del marcaje con [“C] leucina es de 19 dfas, mientras que cuando se determina mediante las
constantes de velocidad de degradacién obtenidas con este mismo precursor, pero haciendo uso de
1a relaci6n de incorporacién de isétopos, el resultado se encuentra en el intervalo de 12 a 15 dfas.
Este hecho refleja la correccién de la reutilizacién que se introduce al hacer uso del método del
doble is6topo. En cualquier caso, los valores de vida media més fiables para la OTC son los que
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utilizan las K, calculadas con [‘C] bicarbonato, que se encuentran en el intervalo de 3,7 a 3,9 dfas

y que coinciden con los encontrados mediante el uso de este mismo precursor (370) para la
mitocondria en su conjunto (3,8 dfas) y 1a membrana interna (3,8 dfas) o la matriz (3,9 dfas) por
separado.

El resultado de t,, para la OTC al utilizar la K, obtenidas con [‘C] arginina, aunque est4

sujeto a una sobrestimacién debido a la reutilizacién del mencionado precursor, también es nitil
puesto que permite establecer una base de comparacién entre este valor y los correspondientes a las
t,, de otras enzimas mitocondriales que se han calculado mediante el mismo procedimiento.
Especial relevancia presentan los datos relativos a la CPS I y OTC, con vidas medias lo
suficientemente préximas como para que las diferencias no sean significativas, sino achacables a la
variabilidad del método, incluyendo dentre de este concepto la complejidad del sistema bioldgico
empleado: una rata. Ademais, en estudios llevados a cabo con preparaciones hepdticas de Rana

catesbeiana, se ha calculado que la vida media de 1a CPS I es de unos 3,5 dfas, y que se acorta a
2,3 dfas en presencia de tiroxina (591). En un sistema anfibio similar, se ha estimado que la t,, de

la OTC es de unos 4 dfas (99). Cabe destacar pues, la gran proximidad entre los valores de t,, de

la CPS 1y de l1a OTC, tal y como aquf hemos demostrado aplicando el método del doble is6topo.

A partir de todos estos datos se puede obtener una cierta informacién sobre la degradacién
intracelular de las mitocondrias hepdticas. La desaparicién del marcaje siguiendo cinéticas de
primer orden en ausencia de una reutilizacién significativa y con administraciones en forma de
pulso, y la gran similitud en las t,, encontradas, implican la existencia de una degradacién al azar.
A su vez, esto sugiere que o bien todas las mitocondrias son iguales o, si hay
" mitocondrias jévenes ", éstas tienen la misma probabilidad de ser degradadas que las
" mitocondrias viejas ". Parece, por tanto, que la degradacién de las mitocondrias no responde a
criterios de tamafio o calidad, sino que pueda ser m4s bien funcién de sus posiciones en la célula,
esto es, de su proximidad o lejanfa con respecto a un lisosoma.

El valor de t, que hemos obtenido para la OTC por el método del doble isétopo,
corresponde a uno de los mds largos descritos para una protefna mitocondrial de hfgado de rata.
Aunque se encuentra préximo al de la CPS I (t,, = 7,7 dfas) que también es otra protefna de la
matriz, difiere considerablemente de la GDH (t,, ~ 1 dfa) que parece encontrarse parcialmente

asociada a la membrana interna mitocondrial (294). Por tanto, estas diferencias aparentan estar en
contradiccién con nuestros resultados - tanto sobre 1a homogeneidad de la poblacién intracelular de
mitocondrias basada en procedimientos inmunocitoqufmicos, como sobre la degradacién al azar de
dicha poblacién segin su cinética de recambio de primer orden - que apuntan a la vfa autofigica de
degradacién lisosomal como la principal responsable de la destruccién de la mitocondria. Sin
embargo, existen numerosas evidencias de que los hepatocitos presentan diferencias bioqufmicas,
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funcionales y morfolégicas a lo largo del sinusoide hepético (178, 179, 233, 248, 298, 299, 331,
352, 420, 521, 651, 654, 655, 686). Asf, el acino hepitico, unidad microvascular del hfgado, se ha
dividido en tres zonas atendiendo a sus proximidades a los vasos portales: periportal o perilobular,
intermedia y perivenosa o centrilobular, cuyas poblaciones celulares pueden ser separadas por
centrifugacion en gradientes de densidad (368, 651).

Estudios recientes procedentes de nuestro laboratorio, han demostrado variaciones en los
contemdos de CPS I OTCy GDH en tres poblaclones diferentes de hepatocitos y procedentes de
las distintas zonas acinares del parénqulma hepatlco (651 655) Los resultados obtenidos indican
que la GDH, la enzima de t,, mds corta de entre las estudiadas, se encuentra en mayor cantidad en
los hepatocitos ligeros, mientras que la CPSI y la OTC son mds abundantes en los hepatocitos
pesados. Estos datos concuerdan con otros trzbajos que, mediante procedimientos
inmunocitoqufmicos y determinaciones microfotométricas de actividad enzimdtica, han demostrado
un mayor contenido de GDH en los hepatocitos perivenosos (352, 686), mientras que la CPS I
(178, 179, 248) y la OTC son mds abundantes en los hepatocitos situados alrededor de los vasos
periportales.

Esta heterogeneidad intercelular también se extiende a la actividad que presenta el sistema
lisosomal, siendo ésta mayor en los hepatocitos ligeros que, ademds, presentan una mayor
proporcién de GDH, en relacién a la CPS I y a la OTC, en vacuolas autofigicas respecto a su
contenido en mitocondrias. Por tanto, las diferencias que se observan en la vidas medias de la
protefnas mitocondriales pueden, al menos en parte, deberse a la heterogeneidad en las poblaciones
de hepatocitos, y vienen a apoyar nuestras conclusiones sobre la degradacién lisosémica por vfa
autofégica de las protefnas mitocondriales, segiin se desprende de sus velocidades de recambio.

6.4.- SUSCEPTIBILIDAD DE LA OTC AL SISTEMA PROTEOLITICO LISOSOMAL.

Durante las iltimas décadas, se ha producido un notable avance en nuestro conocimiento de
los procesos proteolfticos celulares, desde el procesado proteolftico de las cadenas nacientes de
polipéptidos que acompafia a la sfntesis proteica, hasta la proteolisis total que conduce a la
degradacidn de una protefna en sus aminodcidos constituyentes. Ademds, se ha puesto de manifiesto
que la proteolisis celular es un proceso altamente controlado y complejo que tiene lugar,
précticamente, en todos los compartimientos celulares. Sin embargo, todavfa se sabe muy poco
sobre los factores que inician y regulan los procesos proteolfticos, los substratos fisiol6gicos de
muchas proteasas 0 qué proteasas estdn implicadas en funciones especfficas, es decir, qué determina
el tipo, el grado de participacién y la regulacién de los sistemas proteolfticos implicados en la
degradacidn de las distintas clases de protefnas presentes en la amplia variedad de tipos celulares y
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condiciones metabdlicas existentes, y cudles son las diferentes sefiales que marcan a las protefnas
que van a ser degradadas.

Respecto a este ltimo apartado, ya vimos en la Introduccién que la heterogeneidad en las
t., de las diferentes protefnas celulares, indicaba que unas eran mds susceptibles a la degradacién
que otras. Pues bien, estudios recientes (34, 131, 132, 526, 546) atribuyen un papel importante en
la susceptibilidad in vivo del substrato que va a ser degradado, a las caracterfsticas estructurales de
la protefna, en concreto a su estructura primaria. Asf, la identidad del amino4dcido amino-terminal y
la brésehcia de seéue’nci'as'esbeéfﬁ'cas en el interior de la prdtefha‘(déndminddas secuencias PEST)
desempefian un papel, aunque todavfa por dilucidar totalmente, que podrfa ser el de determinar no
s6lo su velocidad de degradaci6n, sino también el sistema proteolftico implicado. El hecho de que
las estructuras proteicas anormales - es decir, polipéptidos que contienen andlogos de amino4cidos -
sean degradadas m4s rdpidamente que las protefnas normales, también indica que la estructura de la
protefna es determinante de la velocidad de degradacién. Ademds, también vimos en la
Introduccién, que se ha demostrado la existencia de una correlacién entre varias propiedades ffsico-
qufmicas de protefnas solubles de mamffero y su vida media in vivo: peso molecular de la
subunidad, punto isoeléctrico, superficie hidrofébica, velocidad de inactivacién en
homogeneizados, velocidad de inactivacién por proteasas, por agitacién mecénica o por bajo pH y
también con el punto medio de las curvas de inactivacién térmica (55, 65, 113, 135, 199, 526,
589).

En relacién a los sistema proteolfticos implicados en la degradacién intracelular de
protefnas, existe gran controversia sobre el grado de participacién de los sistemas lisosomales y no
lisosomales. En particular, se estdn investigando en profundidad los procesos de captura de
protefnas por el sistema lisosomal y su regulacién. Asf, diversos laboratorios han conseguido
reproducir in vitro 1a captura y degradacién de protefnas por lisosomas aislados intactos, mediante
un mecanismo supuestamente similar al de la microautofagia (4, 5, 17), aunque no se conocen los
factores reguladores de este proceso de incorporacién de protefnas al lisosoma. La observacién de
que el nimero de vacuolas microautofdgicas aumenta durante el ayuno (663), parece indicar que su
participacién no sélo se limita a la degradaci6n basal. Por iltimo, hay que indicar que la
microautofagia parece ser un proceso muy rdpido, lo que permitirfa explicar cémo las vacuolas
microautofdgicas, cuya fraccién de volumen citoplasmdtico es de sélo 0,15 % , pueden ser
responsables de una disminucién de hasta el 25-30 % en el contenido en protefna de los hepatocitos
después de 24 horas en ayuno (663). Sin embargo, todavfa sigue sin conocerse con certeza si los
lisosomas son capaces de llevar a cabo una degradacién selectiva bajo condiciones de estado

estacionario.
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Aldn mis escaso es nuestro conocimiento sobre la degradacién de las protefnas
mitocondriales. Los estudios al microscopio electrénico (197, 222, 328, 329), han demostrado
claramente la aparicién de estos orgdnulos secuestrados en autofagosomas tras una induccién del
proceso aﬁtofégico. En realidad, bajo dicho tratamiento se pueden encontrar englobados en
vacuolas autofdgicas todos los componentes subcelulares - con las nicas excepciones del micleo y
de la membrana plasmdtica - siendo, en ocasiones, alguno de ellos predominante pero, en general,
se suelen observar contenidos mixtos en dichas vacuolas autofdgicas. También disponemos de datos
sobre sistemas proteolftlcos mtram:tocondna]&s que deben de part1c1par de forma importante en el
proceso de recambio de este orgc’mulo pero cuyo papel estd por dilucidar, e incluso, estudios
procedentes de nuestro laboratorio, han encontrado evidencias preliminares de una posible
cooperacién entre los lisosomas y la membrana interna mitocondrial en la degradacién de GDH,
CPS I y ATPasa (228, 606, 651). En resumen, en la degradacién de la mitocond-ia participan
aparentemente rutas lisosémicas, no lisosémicas y mecanismos mixtos.

En este trabajo nos hemos centrado sobre una enzima de la matriz mitocondrial del
hepatocito, la Ornitina Transcarbamilasa, cuya inactivacién y proteolisis en dicho sistema sélo
parece efectuarse por vfa lisosomal, puesto que ésta es la tnica subestructura celular capaz de
degradarla (457). Efectivamente los lisosomas, incluso a muy baja concentraci6n, inactivan
rdpidamente la OTC, aumentando la velocidad de inactivacién conforme disminuye el pH. Ademd4s,
la capacidad hidrolftica del sistema lisosomal hepético en este caso, no parece estar limitada m4s
que por la dispohibilidad de la protefna substrato que va a ser degradada, puesto que la velocidad
de inactivaci6n aumenta casi linealmente al hacerlo la concentracién de OTC. Por otra parte, dicho
sistema presenta una cierta especificidad por esta protefna de localizacién tisular también casi
absolutamente hepdtica, como se desprende del hecho de que los lisosomas de cerebro no sean
capaces de inactivarla.

La inactivacién y proteolisis lisosémica de la OTC no parece ser un proceso hidrolftico
general e indiscriminado, mds bien al contrario, puesto que, como hemos visto, hay toda una serie
de ligandos o agentes alostéricos que son capaces de modular esta degradacién, bien acelerdndola o
bien inhibiéndola. Por un lado, tenemos que entre los substratos y productos de la reaccidn, el
carbamil fosfato es el \nico que muestra un marcado efecto protector. Precisamente, es este
substrato el que primero se une a la enzima en la reaccién que ésta cataliza, y con el que forma
complejos binarios muy estables justamente en su centro activo. No resulta extrafio pues, que el
otro substrato, la ornitina, no produzca ningiin efecto, ya que su enlace a la enzima depende de que
ésta se haya unido previamente al carbamil fosfato (379). Es decir, que mediante estos
experimentos de inactivacién también se pueden obtener evidencias adicionales sobre el orden de
enlace de los substratos. Por otra parte, el hecho de que la susceptibilidad a la degradacién de una
enzima pueda estar regulada por las concentraciones de sus substratos tiene bastante sentido. Asf,
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en ausencia de sus substratos, una determinada enzima es biolégicamente inactiva y su degradacién
selectiva no afectarfa a sus funciones metabdlicas, pero aportarfa amino4cidos y otros productos
necesarios para la sfntesis de otras protefnas esenciales para la nueva situacién.

Un tema que ha sido muy controvertido en relacién con la degradacién lisosémica de las
protefnas de hfgado de rata, consiste en el papel que pueda desempefiar la Catepsina D. Dean (112)
demostré que la Catepsina D no sélo era capaz de degradar las protefnas nativas del citosol de
hfgado de rata, sino que debfa tener un papel muy importante, puesto que la velocidad de
proteolisis en hepatocitos marcados disminufa en ‘unVS(v) % cuando se incbrbofaba a los inismos,
mediante lisosomas multilamelares, pepstatina, que es un inhibidor especffico de la Catepsina D.
Nuestros resultados indican que la Catepsina D no participa en la inactivacién lisosémica de la
OTC y evidencian que es el grupo de las cistefnproteinasas lisosémicas (Catepsinas B, H, L, M, N,
S y T) el que estd mds directamente implicado. Estos resultados se ven corroborados por los
trabajos precedentes de otros autores (277, 278, 281, 634), quienes han presentado evidencias de
que las cistefnproteinasas son las principales responsables de la degradaci6n proteica intracelular.

Estas cistefnproteinasas presentan unas homologfas tales en actividad y especificidad, en
secuencia de aminodcidos y sensibilidad a inhibidores, que las hacen diffcilmente distinguibles entre
sf, sobre todo al utilizar como substrato una protefna nativa en lugar de substratos sintéticos de
bajo peso molecular. No obstante, la proteasa responsable del primer paso de inactivacién e
hidrélisis de 1a OTC, no parecen ser ni la Catepsina H, que s6lo se inhibe moderadamente por la
leupeptina, ni la Catepsina L que es activada por EDTA. Por otra parte, resulta significativo
destacar que la Catepsina B se encuentra en el interior del lisosoma en altfsima concentracién,
aproximadamente 1 mM (116), lo que indica que debe de jugar un papel importante en la
proteolisis lisos6mica.

Como ya vimos, el carbamil fosfato protege a la OTC contra inactivacién y proteolisis
mientras que la presencia de ATP aumenta la susceptibilidad de 1a enzima a la inactivacién. Por
otra parte, la adicién de ATP aumenta considerablemente la afinidad de la enzima por el carbamil
fosfato a pH 5,5. Por tanto, todo parece sugerir que el papel de los nucleé6tidos de purina es el de
actuar como agentes alostéricos que interaccionan con la OTC en el sitio de enlace - 0 muy cerca
de éste - del grupo fosforilo del carbamil fosfato, donde se han localizado un residuo de una lisina
esencial (383) y otro residuo, excepcionalmente reactivo, de arginina (387).

Precisamente, resulta muy interesante el hecho de que la Catepsina B y otras
cistefnproteinasas, se caracterizan porque a pH 4cido hidrolizan los enlaces amida o éster en los que
existe una L-arginina o L-lisina a-N-aciladas (213). Todo ello nos conduce a sugerir que, muy
posiblemente, el o los enlaces que son susceptibles a las cistefnproteinasas se encuentran en una
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zona hidrofébica de 1a protefna, en el interior de las subunidades, y que quedan expuestos durante
los cambios conformacionales que induce la unién del ATP y protegidos cuando la enzima forma
los complejos binarios con el carbamil fosfato. Este mismo argumento servirfa para explicar por
qué el e-ATP resulta ser el nucledtido m4s efectivo en estimular la inactivacién lisosémica de la
OTC, puesto que al poseer un anillo extra, el cambio conformacional que induce debe de ser mds
dréstico y, por tanto, quizds exponga todavfa mis el centro activo de la enzima y/o el lugar de
ataque de las cistefnproteinasas. Ademds, este compuesto presenta por un lado unas propiedades
fluorescentes muy itiles, puesto que se puede excitar fuera del rango de absorcidén de 4cidos
nucleicos y protefnas, y emite en una regién en la que no interfiere con la fluorescencia de éstas, y
por otra parte conserva una gran actividad biolégica como substrato en sustitucién del ATP (585,
586), todo lo cual permitird realizar estudios posteriores para determinar el sitio y el tipo de unién
a la enzima de los nucledtidos de purina, ya que hasta este momento no se conocfa ningiin agente
alostérico de 1a OTC. Esta capacidad de unir ATP y la posibilidad de que éste pueda ser un agente
alostérico que regule la degradacién de la OTC, es un concepto nuevo y que llama poderosamente
la atencién, sobre todo al no ser la OTC una enzima alostérica per se. Sin embargo, muy
recientemente (349) se ha demostrado que una mutacién puntual en la OTC, cambiando la arginina
de la posicién 106 por un residuo de glicina, da lugar a una enzima mutante que presenta
cooperatividad entre los substratos, 10 que no existe en la enzima nativa. Ademds, también se ha
puesto de manifiesto (349) que el ion cinc, en concentraciones fisiolégicas, resulta un cofactor
alostérico de la OTC, al ser un inhibidor competitivo de la L-ornitina. Es decir, esta enzima
oligomérica tiene la capacidad de estar regulada alostéricamente y, quizds, convertirse en un punto
de control del ciclo de 1a urea si las condiciones fisiolgicas lo requieren.

Por otra parte, existe una enzima estrechamente relacionada con la OTC, que es la
Aspartato Transcarbamilasa (ATC), y que cataliza una reaccién andloga en la ruta de la biosfntesis
de pirimidinas. Las secuencias de amino4dcidos de ambas protefnas presentan una homologfa muy
alta. Tanto es asf que, cuando el dominio responsable del enlace del carbamil fosfato de 1a OTC se
fusiona con el dominio correspondiente a la unién de aspartato de la ATC, ambas procedentes de
E. coli, se obtiene una Aspartato Transcarbamilasa activa (348). Pues bien, la ATC es un clésico
ejemplo de una enzima sujeta al control alostérico, siendo activada por ATP e inhibida por CTP
(683, 709), o incluso UTP si estd en presencia de CTP (684), aunque la unién tiene lugar en la
subunidad reguladora de l1a ATC y no sobre la catalftica. Sin embargo, sf que se ha demostrado que
tanto ATP como CTP compiten con el carbamil fosfato por el centro activo y, de hecho, se unen al
mismo (313).

Una de las caracterfsticas generales y mds importantes de la degradacién proteica

intracelular es, como ya comentamos anteriormente, la necesidad de energfa metabélica. Sin
embargo, el papel que desempefian en la inactivacién de la OTC los nucleétidos de purina que
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contienen enlaces fosfato de alta energfa, difiere en muchos aspectos de los otros sistemas
proteolfticos ATP-dependientes descritos hasta la fecha. Esta conclusi6n se basa en las siguientes

observaciones:

- Esta estimulacién por ATP s6lo funciona en los valores de pH fisioldgicos del
lisosoma, es decir a pH 4cido, mientras que todas las proteasas ATP-dependientes
. descritas tienen valores de pH 6ptimos alcalinos.

- El efecto del ATP no se produée sobre el sistema proteolftico, sino que actia como
un agente alostérico de la protefna substrato aumentando su susceptibilidad
proteolftica.

- La estimulacién por ATP no requiere iones Mg’*, al contrario que los sistemas
proteolfticos del reticulocito dependientes o independientes de ubiquitina o que las
serfnproteinasas ATP-dependientes (67).

- Los andlogos no hidrolizables del ATP no producen ninguna estimulacién, al
contrario de lo que ocurre con todas las cistefnproteinasas que son estimuladas o
estabilizadas contra la desnaturalizacién térmica por el ATP. Nuestros resultados
indican que la hidr6lisis del ATP es necesaria, pero no para la actividad
proteolftica, como es el caso de la proteasa La de E. coli (411, 412, 635) y todas
las serfnproteinasas ATP-dependientes (67). En cualquier caso, queda por
demostrar si esta rdpida inactivacién ATP-dependiente de l1a OTC est4 sujeta o no a
un mecanismo de fosforilacién o incluso de incorporacién de adenina o guanina, y
que sea una de estas modificaciones covalentes de la protefna substrato la que
conduzca a su rdpida susceptibilidad al conjunto de cistefnproteinasas lisosomales.

- Ni el vanadato ni otros inhibidores de ATPasas, tienen efecto alguno sobre esta
estimulacién del ATP, al contrario de lo que ocurre con la proteasa La y otras
serinproteinasas ATP-dependientes cuya actividad lleva aparejada la hidrdlisis del
ATP. En nuestro sistema, el vanadato mds bien parece potenciar la inactivacién.
Esto podrfa deberse a su efecto inhibidor sobre las ATPasas presentes en las
preparaciones de lisosomas, lo que dejarfa mayor cantidad de ATP disponible para
ser consumido en la reacci6n de inactivacién de la OTC, o bien que, al ser un
andlogo del fosfato inorgdnico, provoque la formacién de un complejo enzima-
vanadato o induzca una conformacidn alterada de 1a enzima que resulten sensibles a
1a proteolisis.
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Por tanto, y como hemos podido constatar a traves de todo lo expuesto, existen miltiples
formas en las que el ATP puede estimular la proteolisis. Otro ejemplo, algo mds cercano a los
resultados aquf presentados, serfa el caso de las Catepsinas lisosomales L y D, para las que se ha
descrito una estimulacién ATP-dependiente de sus actividades proteolfticas (317, 501). Sin
embargo, se ha encontrado que el efecto del ATP sobre la Catepsina L era el de interaccionar con
el substrato - 1a Aldolasa - en lugar de con la proteinasa (407).

La localizacién de protefnas mitocondriales en las fracciones hepdticas correspondientes a
lisosomas y vacuolas autofigicas, tanto por métodos bioqﬁthidos como ininunocitblégiéos,
demuestra la participacién de estos orgdnulos en la degradacién de las protefnas mitocondriales.
Nuestros resultados confirman estas observaciones, al demostrar que este mecanismo estd regulado
por diversos agentes y en concentraciones fisioldgicas de los mismos. Asf, el papel de los
nucleétidos de purina puede ser importante para producir una rdpida inactivacién in vivo de 1a OTC
y evitar la presencia de una protefna activa, bien en el interior del lisosoma, bien fuera de la
mitocondria, donde podrfa resultar perjudicial para la célula al competir, por ejemplo, y dada su
alta actividad especffica, por el carbamil fosfato con la Aspartato Transcarbamilasa. Esta
posibilidad se ve reforzada por el hecho de que, recientemente, se ha podido demostrar que el
pOTC desnaturalizado es capaz de ensamblarse dando lugar a un trfmero enzimdticamente activo
(448).

La cantidad de protefna por volumen celular permanece esencialmente constante casi bajo
cualquier circunstancia, a pesar del extenso proceso de recambio de las protefnas intracelulares y de
la coexistencia de protefnas cuya vida media es parecida o superior al tiempo de generacién celular,
mientras que otras no llegan al 1 % del mismo. Por tanto, las velocidades de degradacién parecen
estar controladas de forma diferencial para cada protefna en particular y ser funcién del estado
fisiolégico de la célula (504). Por analogfa con la hipétesis de la secuencia sefial - que deriva de los
estudios sobre la secrecién de protefnas y la biogénesis de orgdnulos y segiin la cual secuencias de
amino4cidos de 1a regi6én amino-terminal son las que determinan el destino final de una protefna -
diversos trabajos han considerado que 1a informacién que determina 1a vida media de una protefna
podrfa estar en su estructura. En relacién con una de estas hipétesis, segin la cual la vida media in
vivo de una protefna serfa funcién de su residuo aminoterminal, cabe resaltar que 1a OTC de hfgado
de rata presenta un residuo de serina en su extremo N-terminal y que éste aminodcido es uno de los
que determinan o se asocian con las protefnas de vida media larga, como es el caso de esta enzima
segin hemos demostrado en este trabajo. Sobre la hipétesis de las secuencias PEST - segiin la cual
todas las protefnas eucariotas de vida media corta y secuencia conocida, contienen regiones ricas en
prolina, 4cido glutdmico, serina y treonina -, es preciso destacar que existen protefnas eucariotas
estables y de t,, larga que presentan también regiones PEST y que este tipo de mecanismo no

parece cumplirse para las protefnas bacterianas. Por tanto, deben de existir otros factores
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reguladores que determinen la velocidad de recambio de las protefnas y que no sean variables
independientes entre sf. Dentro de estos otros elementos se pueden encontrar la localizacién
intracelular, la asociacién con otras macromoléculas o, segiin los resultados que se presentan en
este trabajo, por 1a modulacién o modificacién que de las caracterfsticas conformacionales de una
protefna realice el medio ambiente celular. El modelo que se deriva de este control biolégico,
segin el cual las protefnas modifican constantemente su conformacién interaccionando con
substratos, cofactores de otros efectores alostéricos que inducen conformaciones " eldsticas " que

estabilizan, o " plésticas " que las convierten en substratos para ser degradadas, regularfa los
niveles de cada protefna y su velocidad de degradacién de acuerdo con Ia hipétesis de la plasticidad

molecular (217, 223, 224, 228).

6.5.- DETERMINANTES MOLECULARES DE LA VELOCIDAD DE RECAMBIO DE LAS
PROTEINAS MITOCONDRIALES.

El término motivo proteico se ha utilizado para describir diversas caracterfsticas de las
protefnas. Por un lado, se habla de motivos de secuencia, que se deducen a partir de secuencias
hom6logas, para las cuales puede o no haber informacién estructural. La identificacién de estos
motivos de secuencia se realiza alineando dos 0 mds secuencias homélogas, y construyendo una
secuencia consenso para aquellas posiciones con residuos de aminodcidos idénticos o que han

sufrido sustituciones o cambios conservativos.

También existen los motivos de secuencia derivados o relacionados con una estructura en
concreto. Es decir, pequefias secuencias patrén que predicen una determinada estructura secundaria
independientemente del contexto. Finalmente, también se encuentran motivos estructurales, que se
identifican mediante una comparacién detallada de las estructuras proteicas obtenidas por medio de
sofisticados programas de andlisis grdfico computerizado.

Todos estos motivos pueden ser caracterfsticos de superfamilias de protefnas que derivan de
un ancestro comiin y que, con el paso del tiempo, han ido perdiendo su semejanza excepto en
aquellas regiones que estdn implicadas en las funciones mds importantes. No obstante, dichos
motivos también pueden reflejar un fenémeno de convergencia evolutiva. Es decir, se presentan en
protefnas que no tienen nada que ver entre sf, pero constituyen la iinica solucién que la naturaleza
ha podido encontrar para resolver un problema concreto de catdlisis, de unién de substrato, etc. La
distincién entre divergencia y convergencia no es ficil en muchos casos, como por ejemplo, el
bucle de unién de fosfato (P-loop), que se presenta en protefnas tan distantes como la Adenilato
Kinasa y 1a Miosina y, sin embargo, no se encuentra en todas las protefnas que unen ATP. De
hecho, no existe un motivo universal que identifique un lugar de enlace para ATP. De las siete
familias en que se ha subdividido el motivo P-loop (565), sélo se conserva siempre el residuo de
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lisina de la secuencia originalmente descrita (GXXXXGK[TS]). Dicho residuo parece desempeiiar
un importante papel conformacional, interaccionando con los grupos fosfato 8 y 4 del nucleétido
trifosfato, y se ha postulado que su papel puede ser el de estabilizar el estado de transicién de la
reaccién de transferencia del grupo fosforilo (529). La presencia en la estructura primaria de la
OTC, de lo que podrfamos denominar como un resto de un bucle de unién de fosfato y muy
préximo al sitio de enlace del carbamil fosfato, junto con los datos del efecto del ATP sobre su
degradacién lisos6mica y del carbamil fosfato sobre dicho efecto, parecen confirmar, y mediante
dos aproximaciones totalmente distintas, que efectivamente la OTC tiene un sitio de enlace para
nucleétidos de adenina y guanina. Para el resto de los motivos proteicos detectados en la OTC, no
se puede dar por el momento, y con los datos bioqufmicos de que se dispone hoy en dfa, ninguna
asignacién del posible papel que podrfan desempefiar. Tan s6lo resaltar que dos de los potenciales
lugares de fosforilacién por la Protefna Kinasa II afectan, uno al lugar de enlace del carbamil
fosfato y otro a la posible secuencia PEST detectada.

La integridad estructural y de funcionamiento metabdlico de la célula, se mantiene pese a la
constante sfntesis y degradacién de sus protefnas constituyentes. C6mo se mantiene esa
organizacién celular durante dicho proceso de constante remodelado, establece un problema de
autoensamblaje de enormes proporciones, en el que la proteolisis intracelular desempeiia,
indudablemente, un papel clave al resultar un importante mecanismo de regulacién. Sin embargo,
este proceso de degradacién de protefnas estd a su vez altamente regulado, aunque no se conocen
bien los factores responsables, muy probablemente porque, al contrario que en el caso del
mecanismo de la sfntesis proteica, existen miltiples rutas de degradacién para las protefnas
_intracelulares. Estas presentan un amplio rango de valores de vida media, lo que conduce
l6gicamente a intentar encontrar correlaciones entre las caracterfsticas de las protefnas y su
velocidad de recambio. Existen numerosas hipétesis en este sentido, que podrfan agruparse en tres
grandes categorfas:

- Pardmetros globales.
- Propiedades de secuencias o composicién de amino4cidos.
- Localizacién.
En relacién con el primer punto, los estudios mds exhaustivos realizados (545, 551), y que
se apoyan fundamentalmente en la microinyeccién de protefnas en cultivos celulares, indican que
no existe la suficiente evidencia experimental para poder establecer inequfvocamente una

correlacién entre 1a vida media de una protefna y su tamafio, carga neta, contenido en amino4cidos
hidrof6bicos, acilacién del extremo N-terminal, proporcién de las conformaciones en hélice o y
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hoja plegada 8, estabilidad térmica, flexibilidad o pérdida transitoria de la estructura tridimensional
y susceptibilidad proteolftica. No obstante, los datos disponibles de otros estudios anteriores (55,
65, 113, 133-135, 199, 526, 589), no permiten descartar que algunas de las hip6tesis mencionadas
afecten la estabilidad intracelular de las protefnas y, claramente, se necesitarfa profundizar en estos
aspectos mediante nuevos estudios.

Sobre el segundo grupo, los estudios sobre la biogénesis mitocondrial y la secrecién de
protefnas, ya han demostrado claramente que pequefias porciones de una cadena polipeptfdica,
contienen la suficiente informaci6n para dirigir a una protefna hacia su correcta localizacién
celular. Asf, se han identificado las caracterfsticas esenciales de las presecuencias responsables del
transporte especffico de precursores proteicos desde el citosol a la mitocondria (253, 547, 662) o al
peroxisoma (209). Por otra parte, a partir de datos experimentales obtenidos combinando las
técnicas de microinyeccién e ingenierfa genética, se ha puesto de manifiesto la existencia de
determinadas secuencias de aminodcidos que parecen dirigir la degradacién de las protefnas. Asf
han surgido diversas hipdtesis como la de las regiones PEST, la de las secuencias KFERQ, 1a regla
del amino4dcido N-terminal, la de la oxidacién de residuos de metioninas, histidinas y cistefnas e
incluso la modificacién de los residuos de 4cido aspdrtico. Todas estas correlaciones entre
composicién o secuencia de aminoicidos y velocidades de degradaci6n, al ser relativamente
recientes, todavfa no se han visto suficientemente contradichas por otros estudios més dirigidos a su
comprobacién. Por tanto, habrd que esperar para ver si dichas formulaciones sobreviven en el
tiempo o, por el contrario, son objetadas por nuevas evidencias experimentales.

Finalmente, el concepto de que la localizacién de una protefna afecta a su estabilidad
intracelular es relativamente antiguo. No obstante, tal y como ya se comenté en la Introduccién, se
han realizado estudios que apoyan esta hipdtesis (526), indicando que puede resultar tan importante
para la degradacién de una protefna dénde se sitia intracelularmente, como cualquiera de sus
estructuras, desde la primaria a la cuaternaria. Si efectivamente esto es asf, entonces los intentos de
establecer correlaciones entre estructura y estabilidad proteicas frente a la degradacién, se
complican. Por tanto, se debe de procurar evaluar la importancia relativa que los determinantes
estructurales presentan per se frente a la localizacién. Esto es exactamente lo que se ha perseguido
en el ultimo apartado de este trabajo, puesto que en el camino para llegar a comprender los
mecanismos de degradacién de las protefnas mitocondriales, una de las cuestiones clave, entre
otras, es la de la selectividad del proceso.

El andlisis de las secuencias de amino4cidos de las protefnas mitocondriales disponibles en
las bases de datos, en relacién con las principales hip6tesis que intentan relacionar determinantes
moleculares y vidas medias, pone de manifiesto varias circunstancias, como se discute a
continuacién. En primer lugar, hay que resaltar que se dispone de pocos datos referentes a valores
de vida media de protefnas mitocondriales concretas. En efecto, son mayorfa las protefnas
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mitocondriales de las que se dispone de su secuencia de aminoicidos, pero se desconoce su
velocidad de degradacién, lo que dificulta en gran parte la interpretacién de los resultados
obtenidos.

Sobre la hipdtesis que establece que la vida media de una protefna es funcién del residuo de
su aminodcido N-terminal, parece claro que se puede aplicar al sistema proteolftico de los
reticulocitos dependiente de ubiquitina, aunque no es la wnica caracterfstica estructural del substrato
que se necesita para su degradacién por dicha ruta. Este sistema proteolftico es de localizacién
citbsdlicé y no parece tener efeéto; alr ﬁenos -in ‘vit‘ro-so;bre- p‘rotéfn'as‘mi‘toc':oridr'iales nativés (567).
Por tanto, el hecho de que se presenten algunas contradicciones al aplicar 1a regla del amino4cido
N-terminal a las protefnas mitocondriales no resulta sorprendente. Ademds, la situacién se complica
al tener en cuenta que existen diversas evidencias experimentales (35, 85, 96) que indican que las
caracterfsticas del substrato que son importantes para su reconocimiento y degradacién se extienden
mi4s all§ del extremo N-terminal. Como ejemplo de lo anterior, tenemos que la RNAsa A (que
presenta una lisina en su extremo N-terminal) no es un buen substrato del sistema proteolftico
dependiente de ubiquitina hasta que se oxidan sus residuos de metionina (96). También se ha
demostrado que moléculas de Dihidrofolato Reductasa con distintos aminodcidos en su extremo N-
terminal, presentan la misma estabilidad, independientemente de la presencia o no de residuos de
aminodcidos estabilizadores (35); experimentos posteriores (85) han confirmado que es necesaria la
presencia de un residuo de lisina en las proximidades del extremo amino para que se vuelva a
cumplir la regla. Asf pues, aclarar el papel que esta hipétesis pueda jugar en la degradacién de las
protefnas mitocondriales, necesitarfa de una mejor definicién sobre cudles han de ser las
caracterfsticas del substrato, poder disponer de datos sobre la estructura tridimensional de cada
protefna mitocondrial y, en todo caso, quedarfa limitada a la eliminacién de enzimas mitocondriales
que hubieran invadido el citoplasma celular.

En el caso de la hipétesis de las secuencias PEST, ocurre que éstas son diffciles de definir
de acuerdo con una determinada disposicién de amino4cidos y, en realidad, no existe una secuencia
tfpica o consenso que pueda agrupar o definir estas regiones que, ademds, pueden presentarse en
cualquier posicién dentro de la cadena polipeptfdica. Aunque aquf no se ha seguido el método
original para su deteccién, sf que se puede observar que las posibles secuencias PEST encontradas
en las protefnas mitocondriales responden a las caracterfsticas generales descritas para las mismas,
e incluso muchas de ellas contienen sitios potenciales de fosforilacién. Sin embargo, al no haber
podido seguir el procedimiento originalmente descrito, no se dispone del valor PEST que dicho
método asigna a cada secuencia. Se han detectado posibles secuencias PEST para protefnas
mitocondriales que presentan muy distintas vidas medias, desde la de vida media mds larga, la
Fumarasa con 233 horas (333) hasta la -Aminolevulinato Sintetasa que presenta una t,, - 1 hora

(526). Los resultados del andlisis realizado sobre la estructura primaria de esta enzima de vida
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media corta, revelan lo dificil que resulta conciliar los datos que se obtienen con las distintas
teorfas y las medidas de velocidad de degradacidn. Por una parte, los amino4cidos N-terminales en
los distintos organismos son desestabilizadores y, también en todos los casos, se detectan posibles
secuencias PEST. Ahora bien, éstas no se parecen en nada entre sf. Ello podrfa explicarse por la
conocida y reiterada ausencia de un motivo consenso para las secuencias PEST, que podfan haber
sufrido un proceso de evolucién degenerativa, al igual que ocurre con los péptidos de secuencias
sefiales, que tan s6lo presentan distribuci6nes de residuos que sugieren la existencia de rasgos
conformacionales comunes (463, 547). Adem4s, estas posibles secuencias PEST de las diferentes
6-Aminolevulinato Sintetasas estudiadas, se presentan en lugares distintos dentro de la cadena
polipeptfdica, y una de ellas incluye el sitio de corte en el que se produce el procesado proteolftico
del precursor. Por otro lado, nos encontramos con la presencia de secuencias relacionadas con el
pentapéptido KFERQ. A su vez, esto implicarfa su degradacién, bajo condiciones de proteolisis
acelerada, en los lisosomas que, aunque tradicionalmente han estado implicados en el proceso de
recambio de las protefnas de vida media larga (62), también se tienen evidencias experimentales en
favor de que pueden participar en parte del recambio de las protefnas de vida media corta (3, 590).

En el caso de la Fumarasa, quiz4s la secuencia PEST detectada tenga algin papel en la degradacién
de la enzima citosélica, pues ésta tiene una vida media sensiblemente m4s corta - t,, = 115 horas

(333) - que la mitocondrial - t,, = 233 horas (333) -. Asf, aun cuando no se pueda considerar a la

Fumarasa citosélica como una protefna de recambio répido, la secuencia PEST podrfa actuar como
una sefial de degradacién condicionada por alguna circunstancia - como un cambio conformacional
o la fosforilacién - que expusiera la regién PEST hacia la superficie de la protefna. Este tipo de
razonamiento se puede aplicar también al resto de secuencias PEST que aparecen en las protefnas
mitocondriales de vida media larga. De hecho, esta hipétesis del posible papel de las regiones
PEST como sefiales, condicionales y condicionantes, de degradaci6n se ha sugerido en otros casos
(524). Estos son precisamente aquellos en los que se ha observado que la presencia de una regién
PEST no implica necesariamente la rdpida degradacién de una protefna, sino que es necesario el
cambio de alguna otra circunstancia para que se produzca su accién. Como ejemplos de ello, es
decir, de protefnas con secuencias PEST latentes, son: el Fitocromo, que puede existir en dos
estados espectrales - P, (t,, > 100 horas), y P, (t:; ~ 1 hora) - o la Fructosa-1,6-Bifosfatasa de
levadura, que es esencial para el crecimiento sobre etanol, pero que es rdpidamente degradada al
afiadir glucosa al medio de cultivo. La inactivacién reversible de esta enzima parece transcurrir a
través de un proceso de fosforilacién, dependiente de CAMP, y que tiene lugar precisamente en su
secuencia PEST. De hecho, en m4s del 50 % de las regiones PEST detectadas en las protefnas
mitocondriales aparecen sitios potenciales de fosforilacién. De entre ellos, 1a mayorfa corresponden
a secuencias que encajan con el motivo consenso de la Casefna Kinasa II la cual, segin una
hipétesis del propio Rechsteiner, debe de desempeiiar un papel importante en la degradacién de las
protefnas con secuencias PEST.
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Una observacién detallada de la Tabla 26, pone de manifiesto que en muchos de los casos
de enzimas formadas por multiples y distintas subunidades, en alguna de ellas siempre se detecta
una secuencia PEST, lo que a priori parecerfa un contrasentido. Sin embargo, puede que el papel
de estas secuencias PEST no sea el de seiialar a una determinada cadena polipeptfdica para que
sufra una rdpida degradacién, sino que podrfan desempefiar otras funciones relacionadas con las
asociaciones o interacciones entre subunidades. Por ejemplo, las regiones PEST podrfan
representar sitios susceptibles de modificacién (i¢de nuevo fosforilacién?) que alteren las
asociaciones protefna-protefna. A este respecto, hay que destacar que muchas de las protefnas
descritas originalmente por contener regiones PEST, se encuentran formando complejos (524). Asf,
la presencia de elementos PEST en las interfases entre subunidades podrfa controlar su asociacién
y/o disociacién, y su rdpida degradacién serfa un ejemplo mds del acelerado recambio a que est4dn
sujetas las subunidades sin ensamblar (523).

La abundante presencia en muchas de las protefnas mitocondriales de secuencias
relacionadas con el pentapéptido KFERQ, no deberfa de ser una sorpresa puesto que es abrumadora
la evidencia experimental que ha demostrado la presencia de mitocondrias, restos de las mismas o
enzimas mitocondriales en el interior de lisosomas y bajo condiciones de recambio proteico
acelerado (197, 222, 328, 329, 437). Sin embargo, no hay que olvidar que esta hipétesis surgié de
estudios sobre protefnas citos6licas, aunque también existen muchas protefnas intracelulares con
secuencias relacionadas con el pentapéptido KFERQ (132). Por tanto, es muy posible que no todas
las protefnas que presentan estas secuencias sean degradadas preferencialmente bajo condiciones de
proteolisis acelerada. Por ejemplo, se ha sugerido la posibilidad de que lo hagan s6lo aquellas
protefnas en las que el pentapéptido no se encuentre situado en la estructura tridimensional de la
molécula dentro de un entorno inaccesible (132).

El mimero de péptidos que responden a las secuencias consenso: Q (+, -, [ 1, +/[ Dy
(+,- 0[], +/1]) Q, es de 48 y no de 40 como se ha descrito en la bibliograffa (132), y cuando se
tienen en cuenta los amino4cidos permitidos en cada posicién (+ = K,R; - = D,E; [] = F,V.L,]),
el mimero de combinaciones posibles es de 2304. Asf pues, no es de extrafiar que, en el andlisis de
este tipo de péptidos sobre las secuencias de las protefnas mitocondriales, no se dé ningiin caso de
repeticién del mismo pentapéptido en dos protefnas distintas. Por otra parte, se suele cumplir, con
alguna excepcidn, el hecho de que si en una protefna aparece una secuencia relacionada con
KFERQ, lo haga en todos los organismos estudiados (como ejemplos tenemos la Glutamato
Deshidrogenasa o la Aspartato Transcarbamilasa), y si no aparece secuencia KFERQ, no lo hace en
ninguno de los organismos (OTC, Citocromo ¢, Citocromo B). También se observa que hay
enzimas formadas por muiltiples subunidades, y en las que no se presenta ningin péptido
relacionado con KFERQ, y no lo hace en ninguna de las subunidades ni en los distintos organismos
estudiados (Citocromo ¢ Oxidasa, NADH:Ubiquinona Oxidoreductasa, Ubiquinol-Citocromo ¢
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Reductasa). Todo ello parece indicar que la distribucién de estas secuencias KFERQ no es, en
modo alguno, aleatoria.
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1.- La aplicacién de la técnica de los complejos protefna A-oro coloidal en células de higado de rata
ha permitido realizar una determimacién inmunocitoqufmica de la localizaci6n intracelular de OTC,
GDH y CPS 1, asf como calcular las concentraciones relativas entre dichas protefnas. Los
resultados obtenidos permiten confirmar, mediante una aproximacién totalmente distinta, los datos
bioqufmicos de localizacién y concentracién de estas protefnas.

2.- La distribucién de las mitocondrias en un hepatocito de rata, de acuerdo con el mimero de
partfculas de oro por micra cuadrada para cada una de las tres enzimas estudiadas, se ajusta
estadfsticamente a una distribucién normal. Por tanto, la determinacién inmunocitoqufmica de estas
protefnas ha puesto de manifiesto la existencia de una homogeneidad en la poblaci6n intracelular de
mitocondrias. Todo lo cual indica que las diferencias en vidas medias observadas para las diferentes
protefnas mitocondriales deben tener su origen, bien en mecanismos de degradacién distintos de la
autofagia, bien en la heterogeneidad intercelular dentro del tejido hepdtico, o en ambas
circunstancias.

3.- La vida media de 1a OTC, determinada por el método del doble isétopo, ha resultado ser de 8,7
dfas utilizando las K, que se obtienen mediante el marcaje con [guanidino-"C] arginina, y de 3,9

dfas utilizando las K, que proporciona el marcaje con [‘C} carbonato. Asf pues, su velocidad de
recambio, que es 1a mds lenta que se ha descrito para una enzima mitocondrial, es muy similar a la
de 1a CPS 1 y estd dentro del rango de la que presenta en su conjunto la mitocondria. Todo ello
sugiere que la autofagia lisosomal podrfa ser el mecanismo de degradacién implicado en el
recambio de la OTC.

4.- Los lisosomas son 1a unica fraccién subcelular capaz de inactivar la OTC, inactivacién que es
estimulada por ATP y otros nucledtidos de purina que contengan enlaces ricos en energfa,
especialmente por el &-ATP. Esta estimulacién de la inactivacién lisosémica de 1a OTC tiene lugar
en el intervalo de concentraciones fisiolégicas del ATP, no necesita la presencia de iones magnesio
y sobre ella no tienen efecto alguno ni los inhibidores de ATPasas ligadas a membranas ni los de
las solubles.

5.- El carbamil fosfato protege totalmente a la OTC de su inactivacién y proteolisis por lisosomas,
incluso en presencia de ATP, que no hace sino aumentar la afinidad de la enzima por dicho
substrato.

6.- El efecto del ATP y de los demds nucledtidos de bases piricas se produce sobre la OTC, no

sobre el sistema proteolftico lisosomal, y lleva asociada la hidrélisis de aquel. Esto descubre un
nuevo aspecto de la dependencia energética de la degradacion de protefnas, puesto que presenta
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marcadas diferencias con los sistemas proteolfticos ATP-dependientes descritos hasta este
momento.

7.- La inactivacién de la OTC por lisosomas origina, inicialmente, dos fragmentos peptfdicos de
pesos moleculares 24.000 y 15.000 respectivamente, y va seguida de una extensa proteolisis. El
proceso de inactivacién inicial parece estar mediado por cistefnproteinasas de los lisosomas
hépéticos que, posiblemente, reconocen un sitio de corte especffico en la secuencia de amino4cidos
de la OTC, que quedarfa expuesto o inaccesible en funcién de los cambios conformacionales
inducidos por el enlace de los distintos ligandos. Todo ello concuerda con los planteamientos de la
hipétesis de la plasticidad molecular.

8.- El andlisis de 1a secuencia de amino4cidos de la OTC, revela la existencia de potenciales sitios
de fosforilacién y de una posible secuencia PEST que afectarfan a las inmediaciones del lugar de
enlace del carbamil fosfato'. Sin embargo, no se han detectado secuencias relacionadas con el
pentapéptido KFERQ, pese a que tanto su velocidad de degradacién in vivo, como su proteolisis in
vitro, apuntan a que sea el sistema lisosomal el principal implicado en la degradacién intracelular
de 1a OTC.

9.- El andlisis de 214 secuencias proteicas correspondientes a 114 polipéptidos mitocondriales de
mamfferos superiores, ha permitido describir la presencia de posibles secuencias PEST y
pentapéptidos relacionados con la secuencia KFERQ dentro del conjunto de protefnas estudiadas.
En relacién con el pentapéptido KFERQ, por primera vez se describe la presencia de la misma
secuencia en dos protefnas, aunque no mitocondriales, descritas en las bases de datos: el antfgeno
JY8 humano del complejo de histocompatibilidad principal de clase I, y la Protefna Kinasa 1 de
Schizosaccharomyces pombe. Ademas, entre los 52 motivos diferentes relacionados con la
secuencia KFERQ y detectados en las protefnas mitocondriales, ninguno repite la misma secuencia
ni tampoco aparece ningiin motivo genérico con una frecuencia significativamente m4s alta que los
demds. Sobre las posibles secuencias PEST detectadas, muchas de ellas contienen sitios potenciales
de fosforilacién y se presentan tanto en protefnas de vida media larga, como OTC, CPS I y
Fumarasa, como en las de vida media corta, por ejemplo la &-Aminolevulinato Sintetasa.
Andlogamente ocurre con los aminodcidos N-terminales, encontrdndose residuos estabilizadores y
desestabilizadores tanto en protefnas de velocidad de recambio rdpido como lento. Asf pues, este
andlisis de la estructura primaria de las protefnas mitocondriales en relacién con las principales
hipétesis que intentan relacionar velocidades de recambio con determinantes estructurales de las
protefnas, ha puesto de manifiesto algunas de las contradicciones de dichas teorfas, al menos en lo
respecta a su aplicacién sobre el conjunto de protefnas que integran la mitocondria.
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