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I. INTRODUCCION.

I.1. ENVEJECIMIENTO Y ENZIMAS.

Durante el envejecimiento se producen, entre otros
muchos, una serie de cambios estructurales y funcionales de
las enzimas, como consecuencia de lo cual, en algunos casos,
una misma enzima presenta distinto comportamiento segun
proceda de animales Jjoévenes o de animales viejos,
apareciendo a lo large del proceso de envejecimiento
importantes alteraciones funcionales y estructurales en

algunas enzimas de origen y localizacion diferente.

Entre las propiedades que sufren cambios durante el
proceso de envejecimiento, podemos citar: propiedades
cinéticas (Km, Vmax), actividad enzimdatica, sensibilidad
térmica, propiedades espectrales, sensibilidad e
inactivacidén frente a proteasas (Gershon y Gershon, 1970,
1873; Lavie y col., 1982; Reznick y col., 1981), siendo 1la
rérdida de actividad de un gran numerc de enzimas uno de los
fentmenos mas generales vy mejor conocidos, de todos leos que
ccurren durante el proceso de envejecimiento (Gershon vy

Gershon, 1970; Reznick y Gershon, 19738; Rothstein, 1977;



Sharma y Rothstein, 1878, 1980; Rothstein, 1882), si bien
este comportamiento no es general para todas las enzimas, ni
se produce en todos los é6rganos, pues aungque, la mayoria de
las enzimas pierden actividad durante el envejecimiento
(Reiss y Gershon, 1978; Weber y col., 1876; Rothstein vy
col., 1880; Sharma y Rothstein, 1980; Gordillo y col., 1988,
1988), otras no sufren cambios (Joenje y col., 1978; Petell
v col., 1978; Sharma y Rothstein, 1978) e incluso en algunas
aumenta su actividad (Vitorica y col., 198la, 1981b, 198lc;

Machado v col., 1883; ).

Otras propiedades como el peso molecular, aminoadcido HN-
terminal y C-~terminal, carga eléctrica, comportamiento
electroforético e inmunodifusidén, parecen no sufrir cambio
algunoe (Gorin y col., 1977; Gershon, 1979; Hayflick, 1880)

(Tabla I).

I.2. HIPOTESIS DEL ENVEJECIMIENTO.

Las modificsaciones estructurales de las enzimas
asociadas al proceso de envejecimiento, asi como lds
mecanismos por los que estas modificaciones tienen lugar no
son aun bien conocidos, por lo que no se puede formular una
teoria sdélida que dé respuesta satisfactoria a 1los hechos

que en ls actualidad estédn cientificamente bien



TABLA I. PROPIEDADES DE LAS PROTEINAS ALTERADAS CON

LA EDAD

Propiedades que sufren cambios con mas frecuencia:
-propiedades cinéticas (Km, Vmax)
-actividad especifica
~gensibilidad térmica
-propiedades espectrales
-inactivacidn por proteasas

-inmunotitulacidn

Propiedades gque no sufren cambios:
-peso molecular
—aminoééidos C- v N-terminal
-carga eléctrica (pl)
-~comportamiento electroforético

-inmunodifusidn




establecidos, especialmente en lo referente a la pérdida de
actividad especifica que algunas enzimas sufren durante el
proceso de envejecimiento, transforméandose en formas
inactivas o menos sctivas. Y asi, lo que en realidad existen
son hipdétesis, que en unos casos mds que en otros, dan

respuestas parcialmente satisfactorias.

De todas ellas, analizaremos brevemente la del error

catastré6fico vy la de las modificaciones post-traduccionales.

I.2.1. HIPOTESIS DEL ERROR CATASTROFICO.

Esta hipétesis, formulada inicialmente por Medvedev vy
desarrollada postericormente por Orgel (1963), supone que la
fidelidad del proceso de sintesis de proteinas se pierde con
el tiempo, produciéndose una serie de proteinas erréneas,
que van aumentando en cantidad, por loc que 1la célula va
envejeciendo. La actuacidn de estas ehzimas modificadas en
los diversos procesos en los que intervienen no seria
normal, supcniendo Orgel que alguncs de estos procesos son
la replicacidn, transcripecisdn o traduccién del DNA. Los
errores en estas series de reacciones conducen & una
regulacién por retroalimentacion (feed-back) positiva de
errores en todo el mecanismo que conduce a la formacidn

final de las proteinas (Fig. 1) (Orgel, 1963; Holliday,



FIGURA 1. FLUJO DE INFORMACIORN Y PROCESOS IMPLICADOS
EN LA MODIFICACION DE LAS PROTEINAS
(TEORIA DE ORGEL).
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186%).

En 1la actualidad, se piensa que, esta hip6tesis tiene

pocas probabilidades de ser cierta, ya gue:

a) Si 1los errores fueran a nivel de maquinaria
biosintética todas las proteinas, en viejos, deberian estar
modificadas, fendmeno que no occurre (Steinhagen-Thiessen vy

Hilz, 1876).

b) Muchas de las enzimas estudiadas, en jévenes y en
viejos, como es el caso de proteinas del imago de Prosophila
melanocgaster, presentan el mismo peso molecular y el mismo
punto isceléctrico, lo que indica que la expresién génica no
presenta ninguna alteracidén de tipo cualitativo con la edad
(Fleming vy c¢ol., 1886), v desde luego no es valido el
argumento de que las formas viejas modificadas se pierdan
durante el proceso de purificacidén, ya que el proceso de
purificacidén seguido con las proteinas de animales jévenes,
es idéntico al seguido con las proteinas de animdles viejos,

vy los rendimientos obtenidos son prédcticamente idénticos.

c¢) Ademds, estudios especificos sobre la fidelidad del
mecanismo de la sintesis de proteinas (Buchanan vy col.,
1980; Harley v col., 1980; Wojtyk v Goldstein, 1980) ési
como estudios especificos sobre proteinas alteradsas

(Rothstein, 1882; Gracy y col., 1985; Velez y col., 18985)



han demostrado gque las alteraciones encontradas en las
enzimas durante el proceso de envejecimiento no son debidas
a mutaciones ni a cambios de aminodcidos en 1la estructura
primaria de las proteinas, sinoc gque parece estar mas de
acuerdo con modificaciones gquimicas producidas con
posterioridad a 1a sintesis de proteinas, es decir s

modificaciones post-traduccionales.

1.2.2. HIPOTESIS DE MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES.

Estas modificaciones, como queda feflejado en la Tabla

II, pueden ser enzimaticas y no-enziméticas.

2.2.1 MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES ENZIMATICAS.

Este tipo de modificaciones, desempefian un papel
de gran importancia en procesos de control metabdlico y/
expresidn génica (Freedman y Hawkins, 1980; Wold y Moldave,
1984), =in embargo, parecen no desempefiar un papel relevante

en el procesc de envejecimiento.

2.2.2. MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES NO-ENZIMATICAS.

En los dltimos affos se han ido ascumulandc importantes

evidencias a favor de las modificaciones post-traduccionales



TABLA II. CLASIFICACION DE LAS MODIFICACIONES

POST-TRADUCCIONALES COVALENTES.

1.-ENZINATICAS.

A.-Modificaciones a nivel de enlace peptidico:

a.~Degradacidn proteclitica parcial.

-para facilitar transporte vy almacenamiento hacia y/o en
determinados compartimentos  celulares.
=para modificar la actividad bioldédgica.

B.-Modificaciones = nivel de restos aminocacidicos:

a.~Adicion de grupos no aninoacidicos (carbohidratos, lipidos)
bo-Modificacidn de restos amincecidicos.
~a  nivel de anincdcidos terminales (del grupo amino  del N-
terminal o del carboxilo del C-terminal)
—modificaciones o nivel de los restos anincacidicos:
—fosforilacidn
-metillacidn
~ailacidn
~hicroxi laciénm
-0 dcdac ion

2.-NO-ENZIMATICAS

A.-Modificaciones que transcurren a través de 1a
formacién d= una base de Schiff:

a.~GElucosilacidn o glicacitn
b.-Reaccionss con aldehidos vy cetonas
Ca-RRacciones con gquinonas

B.-0Otras modificaciones no-enzimiticas:

a.~Cianilacidn

d,wIsaherlz&cimn

(Modificado por Machado, 1888)



no-enziméticas in vive durante el proceso de envejecimiento
(Adelman y Sartin, 1984; Harding, 1985), observandose que
cuando existe pérdida de actividad enzimatica, esta pérdida
frecuentemente, no suele ir acompafiada de una disminucidén en
la cantidad de enzima (Gershon y Gershon, 1973; Gafni,
1981), sino que lo que parece tener lugar es la acumulacién
de proteinas enziméticas “alteradas",’inactivas o con menor
sctividad (Rothstein, 1980; Rothstein, 1985; Stadtman,
1986; Machado, 1988), como consecuencia de este tipo de
modificaciones. Este fendémeno ha sido descrito
principalmente en proteinas citoplasmdticas, tales como la

gliceraldehido-fosfato deshidrogenasa {(Gafni, 1981, 1983),

glutamina sintetasa (Levine, 1983; Stadtman vy col., 1983%),
enzima mélico (Gordille y ecol., 1988), fosfogluconato
deshidrogenasa (Gordillo y col., 1989), etc., obtenidas =a

partir de diferentes fuentes (Tabla III).

Si las modificaciones post-traduccionales nd—
enzimadticas son una de las principales causas que conducen a
la generacidén de proteinas ihactivas 0o con menor actividad
durante el envejecimiento, este proceso debe ser vdlido no
s6lo pars proteinas citoplasmaticas (como ya hemos visto),
sino también para proteinas no citoplasmaticas, como es el
caso del complejo sacarasa-isomaltasa del intestino
delgado, proteina de la membrans, situada en el borde en

cepillo de las vellosidades intestinales, y cuys actividad



TABLA III. ALGUNAS ENZIMAS QUE SE ACUMULAN EN FORMAS
“ALTERADAS" DURANTE EL PROCESO DE ENVEJECIMIERTO.

-Enolasa
-Glucosa-B6-fosfato-deshidrogenasa
-Lactato deshidrogenassa
-Fosfoglicerato quinasa

-Piruvato quinasa

-Glutamina sintetass

-Glutation reductasa

~Hipoxantina fosforribosil transferasa
~Isocitrato liasa

-Maltasa

~Enzima mélico

-B8-fosfogluconato deshidrogenasa

~Gliceraldehido fosfato deshidrogenasa

10



especifica se modifica durante el envejecimiento (Holt and

Rotler, 1987).

Entre los tipos de modificaciones post-traduccionales
no-enzimdticas se han sugerido, entre otras, la glicaecién o
glucosilacién no-enzimatica v las modificaciones
oxidativas, como las principales vias responsables de 1la
pérdida de actividad biolégica (actividad enzimética o
funcional) observada en muchas proteinas durante el

envejecimiento.

GLICACION O GLUCOSILACION NO-ENZIMATICA.

El proceso de glicacién, comienza con la unidén de la
glucosa u otro azucar reductor, en su forma abierta y a
través del grupo carbonilo, al grupo €-aminoc de la lisina o
a8l K-amino N-terminal de la cadena polipeptidica en su forma
no protonizada (-NH,) dando lugar a la formacidén de una base
de Schiff inestable, la cual conduce por reordenamiento, de
Amadori cuando el azucar unido es una aldosa 0
reordenamiento de Heyns cuando es una cetosa, a la
acumulaciodn de un aducto azucar-proteina estable,
quimicamente reversible, que genéricamente recibe el nombre
de ‘“producto de Amadori” (Higgins y Bunn, 1981; Cheftel ¥y

Cheftel, 1988).

11



Es importante sefilalar que, dependiendo de la vida media
(T 1/2) de 1la proteina, en las glucosilaciones no-
enzimaticas pueden formarse dos tipos de productos
glucosilados (Fig. 2). Las proteinas de vida media corta
(dias o semanas) como la hemoglobina, albimina, ete., pueden
reaccionar con el azucar y formar la base de Schiff a una
velocidad que refleja la concentracidén media ambiental de
glucosa (Monnier y Cerami, 1983). En pocas semanas, a través
de reordenaciones quimicas, llegan hasta la formacidn del
producto de Amadori. Sin embargo, en el casc de proteinas de
vida media larga (meses o aflos), es decir proteinas cuyo
recambio (turnover) es mucho més lénto, como en el caso del
colégeno, proteinas del cristalino del ojo, etec., se
producen uniones o entrecruzamientos (craosslinking) de los
productos de Amadori, que a través de mecanismos conplejos
en los que estan implicadas deshidrataciones y ciclaciones
dan lugar a la formacién de oligdmeros que contienen anillos
furandésicos y heterociclos nitrogenados (Pongor vy col!,
1984), v que son los responsables de la formacidén de los
cromé6foros complejos denominados advanced glycasylated
end-products por Brownlee vy col. (1988) o productos de
glucosilacioén avanzada (PGA). Estos complejos coloreados se
desarrollan lentamente, son irreversibles y se acumulan
durante todo el tiempc de vida de la proteina, dando lugar a
cambios estructurales v funcionales significativos en la

proteina (Koenig y Cerami, 1980; Higgins v Bunn, 1981;

12



FIGURA 2. ESQUEMA DE LA GLUCOSILACION NO ENZIMATICA.
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Monier v Cerami, 1983; Cerami y col., 1885; Cerami y col.,

1987; Brownlee y col., 1888).

ILa unidédn no-enzimatica de la glucosa y otros azicares
reductores a los grupos o- y/o &-amino de las proteinas
puede desempefiar, in viva, un papel importante en fendmenos
biolagicos que incluyen modificacién de la actividad
enzimdtica, suceptibilidad de proteolisis, modificacidén de
la unién a moléculas reguladoras, reconocimiento celular vy

enidocitosis, ete. (Romay y Pascual, 1987).

MODIFICACIONES OXIDATIVAS NO-ENZIMATICAS.

Las reacciones consideradas generalmente como
responsables de la oxidacidén de 1aé proteinas, son aguellas
gue conducen & la formacidén de diferentes derivados del
oxigeno altamente reactivos, y que de forma genérica se
denominan sustancias oxigenadas activas (SOA). Esta
reactividad es consecuencia de su peculiar configuracién
electrénica en la gue existen electrones desapareados 0

enlaces muy léabiles.

Entre las sustancias oxigenadas activas podemos

distinguir (Fig. 3):

14



FIGURA 3. SUSTANCIAS OXIGENADAS ACTIVAS.
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a) Radicales 1libres oxigenados

~-radical superéxido: OéT
~radical hidroxile: HO-

-radical perdxido: ROO:

b)) Perdxidos

-perédxido de hidrégeno: H202

-peréxidos organicos: ROOH

Entre 1los sistemas bioldégicos capaces de generar
sustancias oxigenadas activas (Tabla IV), cabe destacar 1los

que tienen lugar:

a) Mediante sistemas enzimadticos de oxidacidén mediados
por 1iones métalicos -metal-ion catalyzed oxidation-(MCO) o
simplemente sistemas-MCO enzimaticos constituidos por
NAD(P)H, 02, Metal (Fe(III) o Cu(Il)) v enzimas enddégenas
(principalmente oxidasas, algunas con una amplia
distribucidén en las células aerobias, como es el caso de los
sistemas NAD(P)+/NAD(P)H oxidasas vy el sistema-citocromo-
P450, «que desempefian un papel fisioclégico importante)
(Oliver y <col., 1880; Levine y col., 1981; Fuceci y col.,

1883; Stadtman y Wittenberger, 1885) y

16



TABLA IV. SISTEMAS GENERADORES DE SUSTANCIAS
OXIGENADAS ACTIVAS.

ENZIMATICOS:
_.02
~NAD(P)H
~-Metal (Fe(III) o Cu (II))
~Enzimas enddgenas (sistema citocromo P-

450, NAD(P)H oxidasas, peroxidasas...)

NO-ENZIMATICOS:
..02
-Metal (Fe(III) o Cu(ll))

-Agente reductor (ascdérbico, NAD(P)H...)

17



b) Mediante sistemas no-enzimaticos de oxidacién
mediados por iones metdlicos o simplemente sistemas-MCO no-
enzimadticos (Oliver y col., 1985; Amici y col., 1989;
Gordillo vy eo0l., 1888, 1990), constituidos por 02, Metal
(Fe(III) o Cu(II)) v salgdin agente reductor (ascdrbico,

NAD(P)H, etc.).

Ambos sistemas presentan caracteristicas andlogas,
dando lugar a las mismas sustancias oXigenadas activas.
Debido a esto, la mayoria de los estudias in vitroc se
realizan con sistemas-MCO no-enzimaticos y especialmente los

que utilizan ascorbato.

S1 se comparan las listas de proteinas enzimdticas que
se inactivan mediante los sistemas-MCO 3 enzimaticos vy no-
enzimédticos, con las que se acumulan de forma inactiva
durante el proceso de envejecimiento (Tabla V), se observa
que la gran mayoria de las enzimas que se acumulan durante
el procesc de envejecimiento, se inactivan también por 1los

citados sistemas de oxidacién. Esta observacién es la que ha

(*)Los sistemas de oxidacidn catalizados por iones metédlicos
(metal-catalyzed oxidation, MCO) han venido denominandose
hasta 19838 comec sistemas de oxidacidn de funcidén mixta
(mixed-function oxidation, MFO), pero debido a gque pudieran
existir confusiones con el término “oxidasas de funciodn
mixta"” se ha sustituido la denominacién MFO por la de MCO.
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TABLA V. ENZIMAS INACTIVADAS POR SISTEMAS-MCO "in vitre® Y
ENZIMAS QUE SE ACUMULAN EN FORMA ALTERADA DURANTE EL PROCESO
DE ENVEJECIMIENTO.

Se inactivan Se acunmulan

-Enolasa
~-Fructosa-1,6-difosfatasa
-Glucosa-6-fosfato DH
~-Lactato DH
-Fosfoglicerato quinasa
-Piruvato guinassa
-Glutamina sintetassa
-Acetilcolina sintetassa
-Alcohol DH
~Aspartato quinasa III
-Creatin quinasa
~Gliceraldehido-3-fosfato DH
-Lisozima
-Ornitindescarboxilasa
-Ribonucleasa A y B
-Glutation reductasa
~-Hipoxantina-fosfo-
ribosil~-transferassa -
-Isgcitrato liasa -
-Enzima malico
-6-fosfogluconato DH +

b4+ 4+ + + + + +

P+ + 4+ + 4+ ++ 4+ 4+ + 4+ ++ + +

+
+ o+ 4+

18



conducido y centrado la investigacién de diversos grupos en
el estudio de los cambios sufridos por algunas proteinas
durante el proceso de envejecimiento y su relacién con las

modificaciones oxidativas de las proteinas.

A partir de los estudios realizados con estos sistemas,
se establecidé que el H202 v el Fe(II) o el Cu(l) generados
por los sistemas-MCO interactdyan con las moléculas proteicas
en sus sitios de unidén a metales dando lugar a. la formacidn
de radicales libres oxigenados como el radical superdéxido vy
el radical hidroxilo (Fig. 4) de los que se piensa que Sson
los principales responsables de la oxidaciodén de las cadenas
laterales de 1los restos aminoacidicos de las proteinas,
dichas cadenas laterales han de estar «cercanas al lugar
donde se han originado estos radicales y a esta oxidacién es

la que se le denomina "oxidacidén sitio especifica”.

Entre 1las distintas cadenas aminocacidicas, las de los
restos de histidina, prolins, arginina, lisina, metionina vy
cisteina son las mé&s sensibles a la “"oxidacién sitio~
especifica” catalizada por iones metdlicos (Oliver vy col,

1885; Amici y col., 1889).
La investigacidén de eszste proceso, se ha visto en cierto

grado favorecida por la observacidn de que la oxidacidn de

las proteinas por los sistemas-MCO conduce, entre otros
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FIGURA 4. FORMACION DE RADICALES OXIGENADOS.
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cambios, a la conversidn de determinados restos
aminoacidicos en sus correspondientes derivados carbonilicos
(Levine, 1883; Oliver y col., 1885; Amici y col., 1889) como
se ha comprobado en estudios realizados con homopolimeros
aminoacidicos de prolina, arginina, lisina e histidina, que
tras su oxidacion por sistemas-MCO dan lugar a la formacidn
de determinados derivados carbonilicos, cuya determinacién y
cuantificacién, puede considerarse comc una medida ¢ indice
del estado de oxidacidén/modificacidén de las proteinas
{Levine, 1983). Asi, se han identificado el semialdehido
glutdmico como principal producteo de oxidacién de la prolina
y la arginina (Fig. 5) (Amici v col., 1989; Climent v c¢col.,
1989), el derivsado ~/5~(2—oxo—imidazolonil)alanina como
producto de oxidacidén de la histidina (Uchida y Kawakishi,
1886, 1889) (Fig. B6), vy el semialdehido adipico como
producto de oxidacidén de 1la 1lisina (Miller vy col.,
citado por Stadman, 1980). Existen evidencias de que los
restos de treonina puedan oxidarse a &cido 2-amino-3-

cetobutirico (Taborsky, 1973).

Ademas de 1los derivades carbonilicos, los restos de
prolina, al oxidarse, dan también lugar a restos de 4&cido
glutdmico y/o piroglutamico, y la histidina se convierte
también en asparragina y/o dcido aspéartico (Creeth y col.,

1983; Cooper y col., 1985; Farber y Levine, 19886).
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FIGURA 5. OXIDACION DE LA PROLINA Y DE LA ARGININA DANDO EL
SEMIALDEHIDO GLUTAMICO COMO PRODUCTO PRINCIPAL.
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FIGURA 6. OXIDACION DE LA HISTIDINA DANDO COMO PRODUCTO

PRINCIPAL EL DERIVADO l’b—(2—OX0-IHIDAZOLONIL)ALANINA.
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Los restos de metionina soﬁ oxidados a metionina
sulféxido y sus derivados (Auroma y Halliwell, 1989 Maier y
col.,1888) vy 1los restos de cisteina se convierten en
disulfuros mixtos y/o dan lugsr a la formacién de enlaces
cruzados tipo puentes disulfuro intra- o intercatenarios
(Ballad vy Hopgood, 1876; Francis y Ballard, 1980; Bond vy

Offermann, 1981; Offermann y col., 1984).

De los datos disponibles, parece no existir duda sobre
la no implicacidén de los restos de triptdéfano, fenilalanina
vy tirosina como centros de oxidacién en los procesos de

oxidacién por sistemas—MCO.

En contraste con la oxidacidén por sistemas-MCO, en 1la
oxidacién por radiacidn gamma, todos los restos
aminocacidicos son oxidados siendo, en este caso, los restos
aminoacidicos  aromaticos los centros de oxidaciédn
preferentes (Swallow, 1860). Esta diferencia, entre la’
oxidacién por sistemas-MCO y la oxidacidn por radicacién, en
los centros de oxidacidén preferente, se puede atribuir

fundamentalmente a la naturaleza sitioc-especifica de 1la

oxidacidn por sistemas-MCO, como va hemos indicado
anteriormente.

En ausencia de oxigeno, los radicales superéxido
producidos por radiclisis conducen a un extenso
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entrecruzamiento proteina-proteina via formacién enlaces
tirosina-tirosina principalmente, ’si bien también puede
tener 1lugar la formacién de enlaces cruzados entre otros
restos, como, por ejemplo, la formacidn de enlaces
disulfuros (~S-S-) entre restos de cisteina. En presencia de
oxigeno, no se produce la formacidén de enlaces cruzados
entre las cadenas de proteinas, y en su lugar lo que ocurre
preferentemente es la ruptura de enlaces peptidicos con la
formacidén simultédnea, de grupos carbonilos en las cadenas
proteicas (Garrison y col., 1882; Schuessler y Schilling,
1984; Wolff y col., 13886; Davies y Delsignore, 1887; Davies

y Goldberg, 1887).

Asi pues, podemos concluir que, independientemente de
la fuente de los agentes oxidantes, la formacién de grupos
carbonilos destaca como sefial de oxidacién de las proteinas

en medios oxigenados.

I.3. MECANISMOS DE OXIDACION DE PROTEINAS MEDIADOS POR

SUSTANCIAS OXIGENADAS ACTIVAS.

El estudio de diferentes enzimas inactivadas por
sistemas-MF0Q y/0 sistemas-MCO, ha puesto claramente de
manifiestoc que la inactivacidén de las proteinas por estos

sistemas va paralela a una serie de hechos, tales como:
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a) modificacidén por oxidacién de determinados restos
aminoacidicos, (fundamentalmente restos de histidina,
prolina y lisina) (Levine, 1983; Oliver y col., 1885; Rivett

y col., 1985; Gordillo y col., 1988, 1989),

b) ruptura de enlaces peptidicos (Wolff y col., 1886;

Davies y Delsignore, 1987).

Como consecuencia de ambos procesos se observa un
incremento del contenido en grupos carbonilos (Levine, 1883;
Oliver y col., 1985; Rivett y col., 1985; Gordillo y col.,

1888, 18989).

A partir de estudios realizados con 1la glutamina-
sintetasa de E., ¢oli se ha postulado que el papel de los
sistemas-HCO estéd principalmente implicado en la produccidn
de H202 y de Fe(II), los cuales, posteriormente interactian
en los sitios de unién a metales de la enzima para generar
in situ sustancias oxigenadas activas (radical hidroxilo,
perdxido de hidrdégeno, etc), siendo estés sustancias
oxigenadas activas las responsables de la oxidacidén de 1los
restos saminocacidicos situados en el entorno del sitio de

unidén a metales.

Este mecanismo viene soportado por los siguientes

datos:
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1. Todos los sistemas-MCO ensayados tienen la capacidad

de catalizar las reacciones i) y 1ii):

. MOens N

NAD(P)H + H + 02-————-———4-HQDE + NEDF) (i)

MIO-enz . .
NAD(FIH + 2Fe(lll)~————a(Il) + NAD(F) + H {ii)
Fe(Il) + HEDE = SO0+ Fe(II}) (iid)
SO+ ENZ TV e N2 TIMEY OX TDADE (iv)

MOO-norens ’
(—\fsctyr"b/DE/Fe( T11)

b e (11 (ii)}

Fa(ll) + H202 - G0A 4+ Fe(Ill) (iii)
S0 + ENZIMA = ENZIMA OXIDADN {iv)

2. El H202 v el Fe(Il) formados causan la inactivacién

de las enzimas en ausencia de sistemas-MCO.

3. La catalasa inhibe la inactivacidn de 1las enzimas

por los sistemas-MCO.

4. Agentes quelantes fuertes (o-fenantrolina, 4&cido
edético, etc.) generalmente inhiben la inactivacién (Fuccl y
col., 1983; Levine, 1983; Nakamura y col., 18985; Stadtman vy

Wittemberger, 1985).
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En cuanto a la ruptura de enlaces peptidicos que se ha
descrito en algunos procesos de oxidacidn, generalmente se
acepta que en esta ruptura estd implicada la eliminacidn del
hidrégeno situado sobre el C , v en la que interviene de
manera directa el radical hidroxilo, OH', para formar ‘un
radical carbonado. Estos radicales carbonados en presencia
de oxigeno darian lugar a la formacidén de radicales peroédxido
como productos intermedios, y que al reorganizarse podrian
dar lugar a 1la ruptura del enlace peptidico, con la
consiguiente formacién de los <correspondientes derivados
amidados y carbonilicos (Stadtman, 1990). De acuerdo con
Garrison vy cols (1982) este proceso podria tener 1lugar a

traves del mecanismo indicado en la Fig. 7.

La reaccidén global es formalmente andloga a la reacciédn
sitio-especifica catalizada por iones metédlicos dependientes
de oxigeno, descrita por Bateman y cols (1985) y a la
ruptura oxidativa del enlace peptidico mediada por iones

cobre, descrita por Levitzki y cols (1987).

I.4. SIGNIFICACION DE LAS MODIFICACIONES OXIDATIVAS DE LAS

PROTEINAS.

Cada vez parece estar més claro que las proteinas cuyos

restos aminocacidicos han sido oxidados, presentan una mayor
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FIGURA 7. RUPTURA DE ENLACES PEPTIDICOS DESCRITO EN ALGUNOS

PROCESOS DE OXIDACION.
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predisposicidn a la degradacién proteolitica por los
diversos sistemas proteoliticos celulares, sirviendo pues
esta oxidacién como sefial marcadora de dicha
predisposicién (Stadtman, 1985, 1986, 1990) (Fig. 8), v
evidenciando esto la muy posible implicacidén de la oxidacidn

proteica en el recambio de las proteinas (turncver),

Sin embargo, no estd claro el por qué durante el
envejecimiento se acumulan las proteinas marcadas o]
alteradas, si este fenémeno tiene lugar para favorecer su

degradacidén o eliminacidn.

El acuimulo de proteinas alteradas por oxidacidén durante
el envejecimiento podria explicarse, entre otras razones,
por la disminucién del turnaver de proteinas, que puede

tener lugar:

A. Por disminuecién de la actividad proteolitica.

Debido a que la oxidacién de una proteina se considersa
como una etapa de marcaje previa a la degradacién de 1a
misma (Levine vy col., 1981; Dice, 1882; Stadtman, 19886;
Davies, 1987; Davies y Goldberg, 1987; Davies y Lin, 1988;
Stadtman, 1988, 1890) vy que esta oxidacidén conlleva un
aumento de su sensibilidad frente a las proteasas (Levine vy
col., 1981; Rivett, 1985a,b; Stadtman, 1986; Roseman vy

Levine, 1887), un acumulo de este tipo de proteinas oxidadas
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FIGURA 8. ETAPAS IMPLICADAS EN LA OXIDACION DE PROTEIRAS in
viva POR SISTEMAS-MCO.
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podria ser debida a una disminucién de la actividad
proteolitica de las proteasas encargadas de la degradacidn
de las moléculas "alteradas", bien porque 1las proteasas
fueran menos activas o bien porque se sintetizara menor

cantidad de las mismas.

B. Aumento del dafic causado por las sustancias

oxigenadas activas.

El aumento de los dafios causados por las sustancias
oxigenadas activas -fundamentalmente por radicales
oxigenados-~ durante el procesoc de envejecimiento podria
deberse a un incremento de su produccidén ko bien a una
disminucidén de los sistemas de defensa y proteccidn contra
este tipo de sustancias, segin postulan Harman, (1881);

Sohal (1988); y Miquel (1886).

I.5. METODOS MAS USUALES UTILIZADOS EN LA CUANTIFICACION DE

GRUPOS CARBONILOS EN LAS PROTEINAS.

Como ya hemos dicho anteriormente, el incremento en el
contenido de grupos carbonilos de las proteinas, se puede
considerar como indice del estado de oxidacidén de las
proteinas. Por eso su cuantificacién es necesaria para
comparar el estado de oxidacidén de las proteinas a lo 1largo

del desarrollo, v mnas concretamente durante el
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envejecimiento.

De una manera general y atendiendo al tipo de reaccién,
los métodos utilizados para cuantificar los grupos
carbonilos en 1las proteinas se pueden sgrupar en los

siguientes apartados:

1.-Reduccidn del grupo carbonilo a alcohol con

borohidruro tritiado.

2.-Reacecidn del grupo carbonile con 2,4-dinitrofenil
hidrazina (DNPH) para formar la correspondiente 2,4~

dinitrofenil hidrazona.

3.-Reaccidn del grupo carbonilo con fluoresceina
tiosemicarbazida para formar la correspondiente

tiosemicarbazona.

4.-Reaccidén del grupc carbonilo con fluoresceinamina
para formar una base de Schiff la cual se reduce con c¢iano-
borohidruro a la correspondiente amina secundaria.

1.-Reducecidén con borohidruro tritiade. (Lenz y col., 1888).

Es el método mas sensible de los gque se utilizan

normalmente. El borohidrurc reduce todos los grupos
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carbonilos (esto es, aldehidos, cetonas y cetodcidos) a
alcoholes; y ademés reduce también las bases de Schiff a
aminas; con lo que mediante este método se detectan también
los grupos carbonilos que han formado bases de Schiff con
los grupos -amino de la lisina y 1los -amino de 1los
aminodcidos N-terminales. En cada caso, si se utiliza

borohidruro tritiadoc se introduce un marcaje radiactivo

estable:
NaE~H,
Froteina-{=0 - ey b i na " HOH-CH
NaE-Hy
Froteina-L=N-Froteina o Frrbesd na="HOH-NH-Froteina
NaE~H, .
Froteina-nN=C-R o prteina-NH-HCH R

2.-Reacecidn con 2,4-dinitrofenilhidrazina (Levine, 1983; 1884)

El 2,4-DNPH es el reactiveo clédsico de los ¢grupos

carbonilos, siendo su uso con las proteinas satisfactorio.

En este método se necesita mayor cantidad de proteina,
gue en el casoc anterior, ya que la hidrazona se determina

espectroforéticamente(*)

Cuando se dispone de suficiente muestra (alrededor de

["Nata: ambos metodos dan resultados iguales (lenz y col., 1989).
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0,5mg proteina) este método es preferible al radiactivo para

la determinacién de grupos carbonilos en las proteinsas.
Asumiendo 'que 1las bases de Schiff reaccionan en las

condiciones empleadas, las reacciones son:

HAN-NH-2, 4-DNF
Froteina-C=0 = Froteina-Ceft-NH-2,4-DNF + H-0

H?IWN%-‘#"E‘ o 4N :
Froteina-C=-Froteina - o et ina-EN- N2 4-DINF + I-IED

3.-Reaccidn con Fluoresceina-tiocsemicarbazida. (Ahn y c¢ol.,

1987).

La fluoresceina-tiosemicarbacida y la fluoresceina-
adipico-hidracida reaccionan con los grupos carbonilos dando
lugar a 1la formacidn de tiosemicarbazonas o hidrazonas

fluorescentes andlogos a los croméforos 2,4-DNP-hidrazonas.

Las proteinas marcadas con fluoresceina-
tiosemicarbacida pueden separarse por PAGE-LDS (lithium
dodecyl sulphate-PAGE) proporcionando un método muy sensible
para visualizar proteinas oxidadas, aunque si bién
potencialmente es muy util como mnétodo de screening, esta
técnica no parece ser aplicable para determinaciones
cuantitativas en los geles, debido a diferencias en la
estabilidad de 1los derivades y a 1la variabilidad en

rendimientos cudnticos (Ahn y col., 1987).
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4.-Reaccibén con fluoresceinamina v ciano-borohidruro

(Climent y col., 1889).

Es un método relativamente nuevo (Climent y col., 1988)
vy 86lo se ha aplicado a proteinas purificadas. Se basa en la
capacidad de las aminas primarias aromaticas para formar
bases de Schiff con los grupos carboniles a pH neutro. A
éste pH, el ciano—bordhidruro reduce las bases de Schiff a
aminas secundarias pero no reduce a los grupos carbonilos
(Climent v col., 1989), por lo que ambos reactivos pueden

utilizarse simultaneamente, las reacciones son:

O HAFT
Froteina—{=0 - = Froteina-Ho=p-F1 o+ H-0
NaCNEH-;
Frorteina~+CH-NH- 1

El derivado obtenido es fluorescente, sin embargo, el
rendimiento cuantitativo es bajo y varia con el solventé
utilizado. No obstante, su absorbancia molar es alta
{ 86.000 a 480nm) de manera que el marcaje proporciona un

croméforo muy util para cuantificar grupos carbonilos.

La fluoresceinamina no reacciona con todos los grupds
carbonilos presentes en las proteinas, asi en el caso de la
glutamina sintetasa 5610 reacciona con el B5% s
principalmente con el -glutamil-semialdehido (Climent vy
col., 1989). La principal ventaja de éste métodoc es que

proporciona un “"derivado-marcado” muy estable.



I.6. COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA.

I.6.1. RECUERDO ANATOMO-FISIOLOGICO.

Como es bien conocido, en 1a mayoria de los mamiferos,
la estructura del intestinoc delgado responde a un patrén
comin, en respuesta a dos necesidades: la de presentar una
superficie muy extensa para la absorcidén y la de caber en el

espacio limitado de 1la cavidad abdominal.

Para cumplir tales exigencias, forma asas y presentsa
varios tipos de proyecciones dirigidas hacia 1la luz

intestinal que incrementan notablemente su superficie.

El intestino delgadoc se extiende deéde la wvalvula
pildérica hasta el intestino grueso, distinguiéndose en é1
tres secciones: duocdeno, yeyuno € ileon, cuya relacién,
arbitrariamente fijada, es 1:4:7 (D:Y:I). A partir del
ligamento de Treitz, el duodeno se transforma en yeyuno, no
existiendo frontera anatdémica entre el yeyuno y el ileon. La
pared del intestino delgado presenta en los tres segmentos
la misma organizacién anatémica (Fig. 8) (Hollander vy

Weinstein, 1882):

1.-Las valvulas conniventes o pliegues de Kerkring:

formadas por repliegues de la pared que incluyen mucosa,
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FIGURA 9. ORGANIZACION ESTRATIFICADA DE LAS CAPAS TISULARES

DE LA PARED INTESTINAL.
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muscularis mucosae y submucosa.

2.-Las vellosidades intestinales: son proyecciones de
la mucosa en forma de dedo, de 0,5-1 mm de altura, cubierta
por una sola capa de epitelio columnar, conteniendo una red
de capilares vy vasos linfdticos (quiliferos), existiendo
aproximadamente entre 20-40 vellosidades por mmz. Este
epitelio columnar estd formado a su vez por dos tipos
principales de células: caliciformes o mucosas, que segregan
el mucus que recubre y protege la pared intestinal y las
células que realizan la absorecidén, denominadas enterocitos,
implicadas en funciones de digestidn v transporte,
constituyendo estas dltimas aproximadamente el 90% de las
células de las vellosidades, caracterizadas sobre todo por
poseer un borde estriado en la superficie luminal de 1la

célula. E1 epitelio intestinal tiene un turnover de 2-3 dias

en el ratdn y en la rata v de 3-6 dias en el hombre.

Entre 1las vellosidades, estéan situadas las criptas de
Lieberkiihn. La divisidén del epitelic intestinal, esta

restringida a la base de las criptas de Lieberkihn.

El ciclo celular completo, transcurre en 10-17 horas en
roedores, necesitande al menos 24 horas en el hombre.
Después de al menos dos divisiones dentro de la cripta, las

células migran a la vellosidad. El1 paso del comportamiento
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formador al funcional, se acompafia de una diferenciacidén vy
maduracién celular, estando presente entonces 1las enzimas
relacionadas con la funcién de absorcidén de nutrientes. La
migracidén celular se complets muy répidamente en el ileon vy
yeyuno, como resultado del descenso de la altura de la

vellosidad a lo largo del intestino delgado.

La migracidén termina con la expulsién de 1las célulsas
inservibles por la parte superior de la vellosidad, siendo
la pérdida celular por el dpex de la vellosidad equivalente

al nacimiento celular en la base de la criptsa.

Tanto los enterocitos o células absortivas como las
células mucosas, migran a través de la vellosidad. Una vez
maduras, no sufren mitosis y las endocrinas migran a més

velocidad que las mucosas.

3.-Microvellosidades: dijimos anteriormente que las
células absorbentes de las vellosidades se caracterizaban
por poseer, en su superficie luminal, un borde estriado, que
con una altura media de 0,75 a 1,5 nm, gque constituye las
microvellosidades o borde en cepillo del intestino delgado,
aumentando con esta disposicidn espeéial la superficie
absorbente de la célula entre 14 y 30 veces (Fig. 10). En su
interior, 1las microvellosidades contienen microfilamentos,

cuya funcidén es ayudar a su movimiento y contracciones.
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En este borde en cepillo es donde se encuentran las

disacaridasas, comc veremos mas adelante.

Para hacer efectivo el proceso de absorcidn e impedir
que los nutrientes, una vez absorbidos, sean de nuevo
filtrados hacia el lumen por los espacios intercelulares,
existe un cinturén que rodea las uniones entre las células
epiteliales, descrito por primera vez por Farquhar en 1966

al que denominéd "zdnulas occtudens” o uniones estrechas.

En la regidén correspondiente s una unidén estrecha, las
membranas plasmiaticas de dos células epiteliales adyacentes,
parecen fusionarse formande una regidén de intensc contacto,

“ i

que constituye un "aro” que cifie cada célula.

Cubriendo las microvellosidades se encuentra la
membrana celular, formada por dos capas de moléculas
lipidicas, recubiertas a su vez por una capa glucidica que
es més gruesa gue la que corresponde a la mayoria de las
membranas celulares. Este recubrimiento de gldicidos de 1a
membrana celular, conocido como glicocalix estd compuesto
por fibras muy finas que se prolongan sin solucidén de

continuidad a partir de la membrana celular (Fig. 11).

En 1881, se aisla por centrifugacidén diferencial el

borde en cepillo, en la Universidad de Washington (San Luis)
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FIGURA 11. GLICOCALIX.
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por David Miller y Robert K. Crane, descubriéndose entre sus
componentes sacarasa y maltasa. En la década de los 70 se
demostrsd que las citadas enzimas formaban parte integrahte
de la membrana de la microvellosidad vy no estaban
simplemente asociadas por algin tipo de interaccidén débil.
Las enzimas digestivos glicoproteicos, alcanzan diferentes
profundidades en la membrana de la microvellosidad,
insertdndose el componente proteico de la enzima en la
matriz lipidica que constituye la membrana, mientras que las
cadenas de carbohidratos se proyectan hacia la luz

intestinal.

Las enzimas ancladas en la membrana son de Varios
tipos (Fig. 12): las distintas disacaridasas (a,b,c) se
proyectan desde la membrana, donde sd6lo penetran hasta
cierta profundidad. La fosfatasa alcalina (d) que hidroliza
muchos de los compuestos fosfatados de la ingesta se adentra
profundamenete en 1la membrana por su parte proteica. Las
aminopeptidasas (e) gque liberan un aminocdcido terminal de un
péptido de cadena corta, atraviesan la membrana y alcanzan

el interior de la microvellosidad.
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1.6.2. DESCRIPCION DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA.

Las disacaridasas del borde en cepillo del intestino
delgado de mamiferos (sacarasa-isomaltasa, maltasa-
glucoamilasa y lactasa-glicosilceramidasa) forman un grupo
homogéneo de enzimas en cuanto a sus propiedades
cataliticas, su modo de insercién en la membrana, y su

biosintesis.

Estas disacaridasas estan insertas en la membrana del
borde en cepillo del intestino delgado y juegan un papel
importante en los 1uUltimos pasos de l1la digestiodn del

glucdégeno y del almidén (Semenza 1981a, 1881b).

Uno de los complejos méds estudiados es el de la
sacarasa-isomaltasa (SI), proteina intrinseca de membrana
que constituye alrededor de un 10% dé la proteina total de
la membrana del borde en cepillo del intestino delgado
(Kessler y col., 1978). Dicho complejo, con un peso
molecular aproximado de 260 Kilodaltons (KDa) (Sjoéstrom vy
col., 1980), se sintetiza como una cadena polipeptidica
simple (Hauri y «col., 1879; Sjostrdom y col., 1980;
Montgomery y col., 1981; Wacker y col., 1981; Hauri y col.,
1882), denominada pro-sacarasa-isomaltasa (pro-3I) con dos
sitios enzimédticamente activos. Tras la insercién en la

membrana de las microvellosidades, éste precursor es
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hidrolizado por acecién de proteasas pancreaticas en dos
subunidades, similares pero no idénticas (Hasuri y col.,
1979; Hauri y col., 1980; Semenza, 1981a; Sjdstrom y col.,
1980; Riby vy Kretchmer, 1985) (Fig. 13). El1 complejo
sacarasa-isomaltasa cuenta con aproximadamente un 80% de 1la
actividad maltasa, la mayoria de la actividad isomaltasa vy
toda 1la actividad sacarasa del intestino delgado. Se trata
de una enzima que se encuentra compuesta por dos
subunidades, sacarasa e isomaltasa, cada una de las cuales
es una cadena polipeptidica simple y glucosilada. Este
complejo se ha estudiado en conejo (Kolinska y Semenza,
1967), en el hombre (Conklin y col., 1975), en cerdo
(Sjostrom ¥ col., 1980), en rata (Sasaki y col., 1879) v en

gallina (Mizumo y col., 1982).

Una de las subunidades, la sacarasa (E.C.3.2.1.48), de
aproximadamente 120 KDa, hidroliza principalmente maltosa vy
sacarosa, ¥y la otra subunidad, la iscmaltasa (E.C.3.2.1.10),
de aproximadamente 140 KDa, hidroliza principalmente maltosa
y uniones 1,8 «-glucopiranosidicas de los oligosacéridos

{Hauri y col., 1880).

El complejo sacarasa-iscomaltasa esta unido a  la
membrana mediante un segmento polipeptidico hidrofébico,
denominado péptido de anclaje, localizadoc cerca de la

regidén N amino terminal de la subunidad iscmaltasa (Frank v
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FIGURA 13. HIDROLISIS DEL PRECURSOR PRO-SACARASA-ISOMALTASA
POR ACCION DE PROTEASAS PANCREATICAS PARA DAR LUGAR AL
COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA.
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col., 1978; Brunner y col., 1979; Hauri y col., 1982; Spiess
y col., 1882), vy atraviesa la bicapa 1lipidica (Kenny vy
Maroux, 1982). Este péptido de anclaje, supone el 3% o0 menos
de la masa proteica del complejo y es de naturaleza muy
hidrofébica. La subunidad sacarasa no interacciona
directamente con la membrana y tiene tantc el C- como el N-
terminal en el lumen del intestino delgado (Hunziker y col.,
1986). Se pueden considerar por tanto cinco dominios en el
complejo sacarasa-isomaltasa: dominio citoplasmatico, que es
la parte amino terminal de la isomaltasa que esta dentro de
la membrana; segmentoc transmembranal o péptido de anclaje,
que es la parte inmerssa en la bicapa lipidica; segmento de
conexidén, que es el segmento que conecta el péptido de
anclaje vy el resto del cuerpo globular de la proteina, que
estd muy glucosilado mediante uniones 0O-glucosidicas; el
cuerpo globular de la isomaltasa y por dltimo el cuerpo

globular de la sacarasa (Fig. 13).

El complejoc no se puede extraer de la membrana del
borde en cepillo con soluciones acuosas, siendo necesario
para realizar esta extraccidn el empleo de deterdgentes o
bien 1la utilizacidn de técnicas de digestidén proteolitica
controlada (Auriecchio y col., 19883; Sigrist y c¢ol., 1875;

James y col., 18971).

La diferencia principal entre las formas extraidas por
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los dos métodos es su sclubilizacién en solventes acuosos:
mientras que las formas solubilizadas con detergentes,
normalmente, y debido al péptido de anclaje son de
naturaleza hidrofébicas (Bordier, 1881), teniendo tendencia
a formar agregados en ausencia de detergentes, 1las formas
solubilizadas mediante proteolisis limitada, son normalmente
proteinas de naturaleza hidrofilicas, vya que en la
solubilizacién proteclitica se produce 1la ruptura del
segmento de conexidén a diferente nivel segin sea el agénte
utilizado en la proteolisis (Fig. 14) (Spiess y col., 1981).
Como hemos dicho, las formas solubilizadas mediante el uso
de detergentes, en ausencia de los mismos forman micelas de
peso molecular aparente superior a un milldén (Hussain,
1985). La diferencia en el peso molecular aparente entre la
forma solubilizada c¢on detergentes v 1la solubilizada por
proteasas es debido al segmento gue queda inserto en la

membrana vy a los detergentes unidos al complejo.

Ambas subunidades son glucoproteinas, con un contenido
total de aziucares comprendido entre un 10 a un 15% (Cogoli y

col., 1972, 1873).

Al estar formado el complejo por dos subunidades muy
similares (Cogoli v col., 1973), existe un considerable
solapamiento en la especificidad del sustrato y en 1la

agquimica de los inhibidores competitiveos. Ambas enzimas se
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FIGURA 14. POSICIONES RELATIVAS A LAS QUE SE ROMPE LA SUBUNIDAD

ISOMALTASA BAJO LA ACCION DE DIFERENTES PROTEASAS.
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activan por iones de sodio y la cinética de las reacciones
que catalizan parecen ser muy similares (Semenza, 1874). La
informacidén acerca de la naturaleza quimica de 1los sitios
activos es escasa. De los datos que se tienen, parece ser
que existen al menos dos grupos carboxilos en 1los sitios
activos de cada una de las dos subunidades (Braun y col.,
1975; Quaroni y Semenza, 1978), encontréandose que la
secuencia aminoacidica en estos sitios activos es
prédcticamente idéntica. Estos sitios cataliticos estéan
localizados en una zona hidrofébica y no parece tener
interapgecidén con la capa hidrofébica de la membrana (Sjostrom
y col., 1982), de forma que cambios en la .fluidez de la
membrana o en la solubilizacidén no afectan a las propiedades
cataliticas del complejo (Quaroni, 1976). Se han propuesto
mecanismos de catdlisis similares para las dos enzimas
(Cogoli, 1875). Parece ser que las actividades de estas dos
subunidades tienen un mecanismoc de control biosintético

comun o parecido (Semenza, 1986).

I.6.3. PRO-SACARASA-ISOMALTASA.

La hipdtesis de una cadena unica pro-sacarasa-
isomaltasa como precursor del complejo sacarasa-isomaltasa
podria resumirse de la siguiente forma (Semenza, 1878,

1979a, 1979b; Frank y col., 1978; Brunner y col., 1879):

53



a)ln gen ancestral codifica una cadena polipeptidica,
con un sitio asctivo que hidroliza maltosa e isomaltosa, se

trata de una isomaltasa simple.

b)Una duplicacidn parcial del gen permite codificar
una cadena simple polipeptidica que tiene dos sitios activo
idénticos, cada uno de los cuales hidroliza maltosa e

isomaltosa: se trata de una doble isomaltasa.

c)Por mutaciones puntuales y/o delecciones cambia uno
de estes sitios activos desde una isomaltasa-maltasa a 1la
actual sacarasa-isomaltasa. Asi se forma una larga cadena
polipeptidica, que posee dos sitios activos similares pero
no idénticos: se trata del precursor pro—-sacarasa-

isomaltasa.

d)Esta cadena polipeptidica simple pro-sacarasa-
isomaltasa se sintetiza e inserta en la membrana del
reticulo endoplasmico y finalmente se transfiere a lsa
membrama del borde en cepillo del intestino delgado, siendo

durante éste periodo cuando ocurre la glicosilacidn.

e)Hay modificaciones post-translacionales de ésta
cadena simple polipeptidica (por proteasas intracelulares)
que dan lugar a las dos subunidades que forman el complejo

sacarasa-isomaltassa final. Las subunidades permanecen
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asociadas entre si a través de interacciones no covalentes
formadas durante el plegade de la inicial pro-sacarasa-

isomaltasa.

La pro-sacarasa-isomaltasa tiene las mismas propiedades
cataliticas e inmunoldgicas que el complejo sacarasa-
isomaltasa final (Sjostrdom y col., 1880), lo que sugiere que
la forma pro y el complejo final tienen estructuras
secundaria y terciaria similares si no idénticas (Hauri vy

col., 1982).
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II. OBJETIVOS.

Hasta 1la fecha, la mayoria de las manifestaciones que
acompafian al proceso de envejecimiento y gue implican
cambios estructurales y funcionales de las proteinas se han
estudiado en proteinas intracelulares. Estos cambios tienen
lugar fundamentalmente por modificaciones post-
traduccionales no-enzimdticas, entre las que desempefian un

papel muy importante las oxidaciones.

Sin embargo, es de suponer que si este fendmeno es un
proceso de validez general en el envejecimiento, se dara
también en otro tipo de proteinas, tales como proteinas de

membrana, proteinas estructurales, etec.

Por ellc, hemos seleccionado el complejo sacarasa-
isomaltasa del intestinoc delgsado, que es una proteina ligada
a membrana en el borde en cepillc intestinal, para lo que se

ha procedido segin el siguiente esquema:

a) Estudio del efecto de la edad sobre el intestino
delgado centrandonos en 1la variacidn de pardametros
fisiolégicos vy bioguimicos tales como: longitud, contenido
proteico, distribucidén de las actividades enziméticas

(sacarasa e isomaltasa).

b) Estudio de la variacidn de la actividad especifica

del complejo sacarasa-iscomaltasa con la edsad.
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¢) Purificacidn del complejo.

d) Estudio de la relacidn actividad/cantidad de enzima
mediante la utilizacién de anticuerpcs policlonales v

monoclonales.

ey Estudio de la relacidn de la pérdida de actividad
con 1la edad y el estado de oxidacidén del complejo vy de 1las
subunidades separadas mediante la titulacién de restos

aminoacidicos con reactivos especificos.

£) Estudio de la inactivacién del complejo-SI mediante

sistemas-MCO no-enzimaticos.

g) Estudiar la relscién existente entre el estado de

oxidacidén y su sensibilidad a proteasas.
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ITI. MATERIAL Y METODOS.

ITI.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Los animales de experimentacidén utilizados por nosotros
han sido ratas machos de la raza Wistar jdévenes y viejas.
Las Jjévenes de 3-8 meses de edad y entre 250-350 gramos de
peso corporal. Las viejas de 24-28 meses de edad y peso
corporal entre 8650-750 g. Las ratas se alimentaron ad
Iibitum, con una dieta estandar de 1laboratorio y agua

potable.

Para obtener 1los anticuerpos se emplearon conejos
hembras blancos de raza Neozelandesa, de unos 6 meses de
edad, utilizando como antigenc el complejo sacarasa-

isomaltasa purificado.

ITI.2. PRODUCTOS.

Los sustratos v enzimas utilizados proceden,
fundamentalmente, de las firmas Boehringer (Manhein,

Alemania), Sigma Chemical Co. (U.S.A.) v Merk (Alemania).

El Sephadex G-200, la Sepharosa 4B activada con CNBr, y
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los marcadores moleculares (rango entre 56.000 y 280.000 Da)

son productos de Pharmacia (Suecia).

La acrilamida, bisacrilamida, TEMED , el persulfato
aménico de Bio Rad (U.S.A.), y el anhidrido citracénico de

Sigma (U.S.A.).

La proteina-A y los tampones necesarios en la

purificacién de anticuerpos proceden de Beckman (U.S.A.).

Para la preparacidn del resto de tampones v
disoluciones se emplearon reactivos de las firmas Sigma
Chemical Co. (U.S.A.) y Merk (Alemania), con alto grado de

pureza.

I1I.3. PREPARACION DE LAS MEMBRANAS DE LAS MICROVELLOSIDADES

INTESTINALES.

La preparacion de las membranas de las
microvellosidades intestinales se realiza siguiendd
badsicamente el método descritoc por Kessler y col. (18978),

con algunas modificaciones.

Una vez sacrificadas las ratas (Jévenes y viejas)

mediante dislocacidén cervical, se extrae el intestino

delgado 1o més rapidamente posible v se mantiene en frio
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(bafic de hielo), se lava con solucidn salina fisiolégica vy
se raspa la mucosa con la ayuda de un porta. Al raspado se
le afilade 10 veces su peso, en volumen, de la solucidén de
tampén A (fosfato sdédico 20 mM, PMSF 1 mM, DTT 1 mM, ajustar
el pH a 7,0) y se homogeniza durante 3 minutos (10 pasadas)
en un homeneizador Ultra Turrax provisto de un sistema con
hielo. El1 homogeneizado se centrifugd a 1.500 x g durante 15

min. .

Al sobrenadante opalescente se le afiade cloruro céalcico
cristalino a una concentracidn final de 10 mM vy se mantiene
con agitacidn suave, en bafio de hielo, durante 45 minutos,
pasados 1los cuales se centrifuga a 3.000 x g durante 10
minutos. El precipitado, -que contiene mitocondrias, nucleo,
la mayoria de las membranas basolaterales y trozos rotos de
células-, se elimina y el sobrenadante, con la gran mayoria
de la actividad sacarasa-isomaltasa se centrifuga a 35.000 x
g durante 30 minutos. De ésta udltima centrifugacidn, se
elimina el sobrenadante v nos quedamos con el precipitado,
donde estan los fragmentos de la membrana del borde en
cepillo que contienen la mayor parte de actividad sacarasa-

isomaltasa y se resuspende en 4 volumenes de tampédn A.
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II1.4. AISLAMIENTO DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA.

Para 1la solubilizacidn del complejo-SI con el fin de
extraerlo de la estructura de la membrana, manteniendo su

actividad enzimédtica, se utilizaron dos métodos.

ITT.4.1. SOLUBILIZACION CON DETERGENTES.

En general, las disacaridasas del borde en cepillo son
bastante resistentes a la solubilizacidén mediante el uso de
detergentes. Sin embargoe se consigue una solubilizacidn
considerable del complejo-SI utilizande Tritén X-114 al 0,5%
(concentracidn final) en tampdén fosfato sédico 10 mM, a pH
7,0 vy NaCl 0,1 M (Schmitz y col., 1973; Takesue y col.,
1973; Sigrist y col., 1975; Kessler y col., 1978; Hauser vy
col., 1880). Las membranas se mantienen a 4°C durante 90
minutos y con movimiento ocasional. Centrifugamos a 90.000 x
g durante 60 minutos y nos quedamos con el sobrenadante que
contiene nuestro complejo solubilizado. Este sobrenadante se
concentra 10 veces por ultrafiltracidn (corte nominal
100.000 Da). E1 concentrado se cromatografia por una columna
de Sephadex G-200, equilibrada con tampén fosfato sédico 10
mM, tritdn X-114 al 0,5% y NaCl O,1M (flujo de 10 ml/h). El
complejo se eluye con el mismo tampdn de equilibrio entre
los 1,2 y 4 volumenes de la columna (50 x 1,7 cm). La

proteins una vez solubilizada, mantiene un elevado
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porcentaje de su actividad enzimdtica original. Para
eliminar el Tritén de la muestra seguimos el método descrito

por Takesue y col., 1973, de precipitacién con acetonsa.

I1T.4.2. SOLUBILIZACION CON PAPAINA.

Experimentos in vitro han demostrado que el complejo-SI
se puede solubilizar de la membrana del borde - en cepillo
mediante incubacién con enzimas protecoliticas (Auricchio,

1963; James y col., 1971; Sigrist v col., 1975; Alpers vy

col., 1981). Entre las proteasas pancredticas, la elastasa
es la mas efectiva para la solubilizacidn de las
disacaridasas intestinales (Alpers vy Tedesco, 1975;
Maestracci, = 1976), sin embargo en el casoc del complejo

sacarasa-isomaltasa, rompe el segmento de conexidén muy cerca
a la parte globular de la isomaltasa, por lo que es la
papaina la més comunmente utilizada, ya que obtenemos mas
del 80% de 1la masa total del complejo-SI permaneciendo
anclado a la membrana lipidica solamente la parte N—amiho
terminal v el péptidec de anclaje de la isomaltasa (Kblinska
y col.; 1975).‘Por el contrarioc, la tripsina y quimotripsina
parecen ser inefectivas para solubilizar el complejo a menos
gue utilicemos concentraciones elevadas (1 mg/ml)
(Maestracei, 1978). Originalmente, para solubilizar con
rapaina, se partia del homogeneizado del intestino delgado,

pero se ha visto que es mejor partir de las membranas del



borde en cepillo uns vez obtenidas.

Las membranas del borde en cepillo se diluyen con un
tampén cisteina-HC1l 5 mM/EDTA 1 mM (concentracién final) en
tampén fosfato potédsico 50 mM a pH 6,8 y se incuban durante
30 minutos a 37°C con la papaina activada. Se wutilizan
0,09 U de papaina por mg de proteina (Louvard y col., 1875).
La papaina se activa afiadiendo yodoacetato sédico a pH 6,8 y
a una concentracién final de 10 mM. Las membranas
insolubilizadas se separan por centrifugacién a 90.000 x g
durante 860 minutos. Eliminamos el precipitado vy el
sobrenadante se concentra 10 veces por ultrafiltracién (UF)

(corte nominal 100.000 Da).

II1.4.2.1 PURIFICACION DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA

SOLUBILIZADO CON PAPAINA.

Unos 2 ml del concentrado obtenido anteriormente pof
UF, se cromatografian en una columna de Sephadex G-200 (65 X
1,5 cm), previamente equilibrada con tampédn fosfato potasico
0,014 (pH 6,8). La elucién se realiza con tampén fosfato
potédsico 0,01M (pH 6,8), a un flujo de 10 ml/h, recogiendo
las fracciones cada 15 min. El1 experimento se lleva a cabo a

4%¢,

Se toman las fracciones que presenten actividad
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sacarasa-isomaltasa y se realiza una electroforesis en
condiciones nativas, seguida de una tincidn por actividad, y
la banda que tenga actividad sacarasa-isomaltasa se corta,
se homogeniza en tubo Eppendorf y se centrifuga. Este
sobrenadante es el que utilizamos para la obtencidén de
anticuerpos anti-sacarasa-isomaltasa mediante inoculacidén en

conejos Neozelandeses.

III.5. OBTENCION DE LOS ANTICUERPOS POLICLONALES.

Los anticuerpos policlonales para el complejo sacarasa-
isomaltasa se preparan mediante inoculacidn, del complejo-S1
purificado {(mediante electroforesis preparativa), a conejos
hembras de raza Neozelandesa siguiendo béasicamente la
técnica de Cummins y col.(1988).

Se mezclan 0,5 ml del complejo-SI purificado (0,5
mg/ml) con un volumen igual de coadyuvante de Freund,
inyectéandose a continuacidén subcutaneamente en los conejos,
de 1los que previamente se obtiene suero preinmune para
utilizarlo como control. Transcurridos unos 12-15 dias de la
inyeccidn, se inyecta subcutaneamente la misma cantidad de
antigeno en una mezcla andloga a la utilizada en la primera
inoculacidn pero que contiene coadyuvante incompletoc de

Freund. Cuando desciende la respuesta se vuelve a inyectar



antigeno como en la 2% inyecciédn, repitiéndose las
inyecciones de antigeno periddicamente y obteniéndose suero

una semana después de cada inyeccidn.
IIT.5.1. PURIFICACION DE LOS ANTICUERPOQOS.

La fraccién gammaglobulina del suero se purifica
mediante precipitacién de las proteinas con suifato aménico.
A un volumen de sueroc se le afiade, muy lentamente, en frio y
con agitacidn suave, sulfato aménico hasta una concentraciédn
final del 40%, se deja a 4°C durante 4 horas, y una vez
transcurridas se centrifuga a 10.000 x g durante 10 min., el
sedimento obtenido se resuspende en un volumen de PBS, y se
realiza unsa segunda precipitacidén con sulfato aménico al 40%
de la misma forma. Al cabo de una hora de precipitacidén se
centrifuga a 10.000 x g durante 10 min.. El1 sedimento se
redisuelve en 0,1 voldmenes de PBS, y se dializa durante
toda la noche a 4°C frente a una solucién de PBS diluida 10

veces.

Solucidén de PBS:

NaCl................ 8,0g
POgHNAY . oo 2,9¢
PO4H2K .............. 0,2g
KC1l................. 0,2g

Llevar hasta un volumen final de 1000 ml.

Ajustar el pH a 7,4. Almacenar a 4°C



I11.6. OBTENCION Y PURIFICACION DEL ANTICUERPO MONOCLONAL

BBC 1-35/11/2.

Se parte del hibridoma del anticuerpo monoclonal BBC
1-35/11/2 (cedido por el Dr. Andrea Quaroni, Universidad de
Cornell, Ithaca, U.S.A.), que es especifico de la subunidad

isomaltasa.

El crecimiento, expansién y obtencién de sobrenadantes
ricos en anticuerpos se realiza en colaboracidén con el
Servicio de Inmunologia del Hospital Virgen del Rocio
(Sevilla), cultivando las células del hibridomé en
crecimiento exponencial durante 7 dias, sin cambiar el medio
de cultivo, a una densidad celular inicial de 50.000 cel/ml
en medio RPMI-164Q (casa Biochrom) y se crecidé en medio
libre de suero, suplementado con 20% de BMS (casa Biochrom),
2 mM de L-glutamina (Sigma) v 0,2 g/1 de bicarbonato sdédico
(Lab.BDH). Pasado este tiempo, se recogen los sobrenadantes,
se centrifugan a 1.000 x g durante 10 minutos y se recoge el
sobrenadante. Los anticuerpos monoclonales (mAB) se
precipitan con sulfato aménico al 40%_(concentracién final),
afiadido muy lentamente, en frioc y agitacidén suave, se deja
durante 4 horas a 4°C, pasadas las cuales se centrifuga a
10.000 x g durante 10 min., el sedimento se resuspende en la
minima cantidad de PB3, y se dializa toda la noche a 4°¢C

contra una solucidén de PBS diluida 10 veces.
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Esta solucioén dializada se purifica en cromatografia de
afinidad en Agarosa proteina A segin las instrucciones

especificas del proveedor (Beckman).

I1IT.7. PURIFICACION DEL COMPLEJO SACARASA—ISOHALTASA POR

INMUNOAFINIDAD.

Las fracciones con actividad sacarassa-isomaltasa
provenientes de la cromatografia en columna de Sephadex G-
200 se cromatografian en una columna de inmuncafinidad,
Sepharosa 4B activada con cianuroc de bromo a la que se le
han unido los anticuerpos policlonales purificados,
siguiendo basicamente el método desecrito por March y col.,
1974. La concentracidn de la inmunoglobulina es de unos 15
mg/ml y 1la relacidén entre el volumen de 1la solucidén del
anticuerpo y la Sepharosa empaquetada es de 1:1. Basandonos
en la abscrbancia a 280 nm antes y después de la etapa de
unidén, vemos gque la cantidad de inmunoglobulina unida a la

Sepharosa es de un 80% de la cantidad inicial.

La purificacidén final del complejo-81 se realiza por
inmunoadscrcidén a la columna de Sephsrosa s la que se le ha
unido el anticuerpo.

Las fracciones con actividad sacarasa—-isomaltasa
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provenientes de la columna de Sephadex G-200 se pasan a
través de la columna de la anti-SI-Sepharosa (4,8 x 1,2 cm)
equilibrada con tampén Tris-HC1l, 50 mM (pH 8,0) que contiene
0,15 M de NaCl s un flujo de 5 ml/h) ¥y se recogen fraccionés
de 5 ml. Tras lavar con 100 ml de tampdén de equilibric el
complejo-31 se eluye a temperatura ambiente con tampén Tris-
HC1 2 mM (pH 8,0). Se realizan electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones nativas y con 35DS para

determinar la purezs del complejo.

I11.8. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

Las electroforesis en geles de poliascrilamida, en
presencia de 8DS, se efectuan siguiendo bésicamente el
método descrito por Laemmli (1970), modificado por Reddy vy

col. (1880).
Para la preparacién de los geles se utilizan las
siguientes soluciones de partida:

Scl. A.- Acrilamida al 30%/bis-acrilamida al 0,8%

Sol. B.- 1,5 M Tris/HC1l, pH 8,8

Sol. C.- 0,125 M Tris/HCl, pH 6,8
Sol. D.- 8DS al 10%
Sol. E.- Persulfato amdénico al 10%
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El gel separador se prepara al 7% segin el siguiente

protocolo:
Solucidn A............... 8,5 ml
Solucidén B............... 7,0 ml
Solucidén D............... ’0,3 ml
Agua destilada......... 13,98 ml
Solucidon E............... 0.2 ml
TEMED......... ... ... ... 15 pul

El gel de empagque se prepara al 3% segun el siguiente

protocolo:
Solucidn A.............. 0,996 ml
Soluecién C.............. 0,625 ml
Soluecidén D................ 0,1 ml
Agua destilada............ 8,2 ml
Solucidn E................. 65 pl
TEMED. ... .. .o 7 pl

Las muestras se mezclan en proporcidon 1:1 con el tampén

de muestra, y se hierven durante 5 min.

El tampdén de muestra tiene la siguiente composicién:

Azul de bromofencl....0,008%

Tris/HC1l, pH 7,0....... 80 mM
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El tampén de corrido tiene la siguiente composicién:
Trizma base............ 0,05 M
Glicina............... 0,383 M

Ajustar el pH a 8,3 y afiadir SDS al 0,1%

Para la electroforesis sir SDS se sigue el bmétodo

descrito por Cogoli y col., 1873.

La electroforesis se lleva a cabo a temperatura
ambiente a una intensidad de corriente de 25 mA/gel en el

gel de empaque y de 50 mA/gel en el gel de resolucidn.

Una vez acabada la electroforesis los geles se tifien
durante 1 hora con Coomassie blue G-250 al 0,25% (p/v) en
etanol: agua: &cido acético (5:5:1), decoloréndose a
continuacién en una mezcla de solucidén de &cido acético al
7,5 % v metancl al 5 % . Las tinciones por actividad se
realizan incubando el gel con el sustrato (sacarosa o

palatinosa) y tampdén fosfato 200 mM.

Cuande 1las cantidades de proteina son del orden de
ng/mm2 de gel, utilizamos la tincidén de plata siguiendo el
método descrito por Switzer y col., 1979, modificadoc por
Oakey v col., 1980, que es 100 veces mas sensible que el

Coomassie Brillant Blue.
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I1T.9. DETERMINACION DE PROTEINAS.

Para la determinacidén de proteinas se sigue basicamente
el método de Bradford (1976), modificado por Stoscheck

(1880).

Este método estd basado en la interaccidén del colorante
utilizado como reactivo con los restos de arginina, Yy e€n
menor proporcidén con los restos de histidina, lisina,
fenilalanina, triptéfanc y tirosina de las proteinas,
produciéndose asi la estabilizacidén de la forma anidnica del
colorante por interacciones hidrofébicas e idnicas, pudiendo
detectarse por el méaximo de absorbancia del c¢olorante en

solucidén adcida que se encuentra entre 485 y 595 nm.

Las cifras de proteinas detectables se encuentran en
el intervale de 0,2 y 100 pe . El1 protocolo seguido se

detalla a continuacidén.

a) Preparacién del reactivo:

Disolver 100 mg de Coomassie Brillant Blue G-250 en 50
ml de etanol al 954 y 100 ml de ééido fosférico al 85%
Cuando se ha disuelto el colorante se filtra y se 1lleva
hasta un volumen de 1000 ml con agua bidestilada. Se afladen

20 Pl de NaOH 10 M por ml de reactivo.
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b) Soluci6én de proteina para el trazado de 1la curva

estandar:

Se parte de una solucién de albimina de concentraciédn
100 ug/ml yv a partir de ella se preparan soluciones de menor
concentracién por diluciones sucesivas. El1 tampdédn utilizado
para 1la proteina estandar es el mismo que el tampdén en el

que va disuelto nuestro complejo.

¢) Preparacién de las muestras:

Las muestras se preparan de forma que su concentracidn

final esté dentro del rango de los 20-80 pg/ml.

d) Protocolo:

A 100 pl de la solucién a medir (patrdn o muestra) se
le afiade 1 ml del reactivo de Bradford (las soluciones se
preparan por triplicado), se agitan y se dejan reposar 5
min. a temperatura ambiente. La absorbancia se lee a 595 nm

frente a tampén.

I11.10. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL

COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA.

Para la determinacidn de las asctividades del complejo-

SI se ha seguido bisicamente el método descrito por



Dahlgvist, quien ha ido desarrcllando y mejorando las
téenicas para la determinacidén de disacaridasas intestinales

desde 1864 hasta 18984 (Dahlqvist, 1864; 18868; 1870; 1884).

a) Principio:

Después de la incubacién de la preparacidén enzimética
con el sustrato apropiado, se interrumpe la reaccidn
mediante la ebullicién de las mueStras con la consiguilente
precipitacidn protéica. La glucosa liberada por la enzima se
determina mediante el método de la Glucosa-0Oxidasa,
utilizandoe el 2,2 Azino-di(3 etil bentiazolinsulfonato(8))

(ABTS) como reactivo cromogénico.

b) Reactivos:

Como sustratos, se utilizan: la sacarosa para la medida
de actividad sacarasa y la palatinosa para la medida de
actividad isomaltasa, preparando disoluciones 58 mM del
disacérido apropiado (sacarcsa ©¢ palatinosa) en agua
destilada. Las soluciones se almacenan en pequefias alicuotas

de 1-2 ml a -20°C hasta su posterior uso.
Tampén fosfato sédico 100 mM, pH 6,8.

El estandar de glucosa, se prepara a una concentracidn

de 9,1 Fg/ml.
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Reactivo de la glucosa oxidasa:

Peroxidasa (POD)................ 40 pl
Glucosa Oxidaxa (GOD)........... 220 nl
ABTS. ... e 100 mg

c¢) Medida de l1la actividad disacaridasa.

De cada dilucidén se toman 0,1 ml y se colocan en un
tubo, que contiene 0,05 ml de tampén fosfato sédico 200 mM a
un pH de 6,8. A continuacidn se le aflade el sustrato, es
decir, 0,1 ml de solucién de sacarosa 6 palatinosa 56 mH,
segun se vaya a determinar la actividad sacarasa o]
isomaltasa. También se preparan los tubos controles, uno
para cada sustrato, que contienen 0,05 ml de tampén y 0,1 ml

del sustrato correspondiente.

Todos los tubos se llevan a un banfio termostatizado a
37°C durante un periodo de 80 minutocs. Pasado éste tiempo se
afiaden & los tubos controles 0,1 ml de la disolucidn del
homogeneizado correspondiente. La reaccidén se interrunmpe
introduciendo todos los tubos en agua hirviendo durante dos
minutos, vy las muestras se centrifugan en una microfuga

durante 2 min.

En el sobrenadante se encuentra la glucosa liberada de
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la hidrélisis de los disacéaridos, por la enzima
correspondiente. Dicha glucosa se determina por el método de

la Glucosa-0Oxidasa.

Este método se basa en la reaccidn:

Muestra + Sustrato = Flucosa + Fructosa
GOD
Glucosa + 02 + HZO » jdcido glucurdnico + H202
POD
H202 + ABTS »cromdéforo + HZO

d) Protocolo:

Se toman 0,2 ml de la solucidén que contiene la glucosa
a medir, se le afiaden 5 ml del reactivo de la GOD, dejando
desarrollar la reaccién durante 10 min. a 37°C y leyendo 1la
absorbancia a 800> nm. (se procede igual <con el blanco

contreol).

e) Calculos:

Definimos wuna unidad de actividad disacaridasa como

aquella que hidroliza un nmeol de disacarido por minuto.

La actividad disacaridasa por ml de preparacidén de

enzima se calcula aplicando la siguiente fdérmula:

EP
Cone. (mg/ml)= 0,091 x

Estd
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II1.11. INMUNOPRECIPITACIONES DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

Para los ensayos de inmunoprecipitacién de las
actividades enziméticas, en tejidos de ratas Jovenes vy
viejas, se utilizan los sobrenadantes obtenidos de 1lsa
centrifugacidén a 105.000 x g. A una determinada cantidad de
actividad del complejo-5I se le sfiaden cantidades crecientes
de anticuerpo, ajustando la mezcla a un volumen constante
con solucidén salina y Tritén X-100 al 1,7% (p/v) de
concentracion final. Transcurrida 1 hora de reaccién a 37°C
¢ toda la noche a 4°C se centrifugan a 12.000 x g durante 10
minutos a 4°C, midiendo las actividades remanentes en los
sobrenadantes obtenidos. Se wutiliza suero preinmune de
conejo como control de la incubscidén, no observandose

pérdida de la actividad del complejo estudiado.

I111.12. DISOCIACION DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA EN DOS

SUBUNIDADES ENZIMATICAMENTE ACTIVAS.

E1l procesc que se suele usar para la disociacidn de
proteinas, envuelve el uso de agentes desnaturalizantes,
como por ejemplo: urea, guanidina o exposicidén a pH
alcalinos o 4dcidos {(Cogoli y col., 1973; Quaroni y col.,
18756). Estas condiciones producen cambios en la estructura
terciaria y las subunidades que se obtienen son insolubles a

pH neutros en ausencia de agentes desnaturalizantes. Por
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ello, la disociacién del complejo sacarasa-isomaltasa en sus
dos subunidades, enzimdticamente activas, se ha llevado a
cabo mediante citraconilacidén segun el método descrito por
Brunner y col. (1975}, yva que este método presenta  la
ventaja de ser reversible, ademés de permitir la
recuperacidén de las dos subunidades sin que exista por ello

una pérdida significativa de sus actividades enzimdticas.

A una soclucidn del complejo de sacarasa-isomaltasa de
aproximadamente 5 mg en 1 ml de tampdén fosfato sédico 50 mM
a pH 8,2 y Tritdén X-114 al 0,5% se le affaden 60 pl de una
solucidén al 10% (p/v) de anhidrido citracdnico (Sigma)
disuelto en dioxano, dejando que transcur:a la reaccidn
durante un periodo de 60 minutos a temperatura ambiente vy

manteniendo el pH a 8,2 mediante la adicién de KOH 1N.

Trds una extensiva dialisis contra una solucién de
fosfate sédico 10 mM a un pH de 8,2 y tritén al 0,5%, que
permite la renaturalizacidén de las subunidades, éstas se
cromatografian en una columna de Bio-gel P-200 (90 x 2,5 cm)
con tampén fosfato sdédico 10 mM (pH 6,8) a 4°C y con flujo
de elucidén de 5§ ml/h. Las fracciones que contienen actividad
sacarasa-isomaltasa se recogen y se concentran mediante
ultracentrifugacidén a 140.000 x g durante toda la noche vy
posteriormente el precipitadoc se redisuelve en 1la minima

cantidad de tampén fosfato sddico 10 mM y se cromatografia
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en columna de Sephadex G-200 (30 x 1,5 cm) con tampdn
fosfato 10 mM (pH 6,8) a 4°C y flujo de 2,5 ml/h. En esta
cromatografia se obtienen separadas las dos subunidades que
mantienen practicamente toda su actividad enzimética

inicial.

IT1.13. MODIFICACION QUIMICA.

ITT1.13.1. DETERMINACION DE GRUPOS -SH.

La determinacidén de grupos -SH se llevd a cabo con en
reactivo ééido 5,5 -ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB), que
es un disulfuro aromatico. Dicho compuesto reacciona con los
grupos -SH de las proteinas dando lugar a la formacién de
un disulfuro mixto, ademds del 2-nitro-5-tiobenzoato. Un mol
de 2-nitro-5-ticbenzoato equivale a un mcl de P-SH.(La

sustancia que absorbe es la mitad del DTNB hidrolizado).

Se puede seguir la resccién espectrofotometricamente a
412 nm, ya que el Z-nitro-5-ticbenzoato absorbe fuertemente
a dicha longitud de onda. El coeficiente de extincidén molar
para éste compuesto es de 5:1,36x104h‘lcm—1. El intervalo de

pH en el que se realiza la reaccidn es entre 8,0 y 9,0.

Para 1la determinacién de grupos -SH directamente
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accesibles, se ha seguido bisicamente el método descrito por

Sedlak y Linsay (1988):

- Tomar 0,5 ml de solucidn de enzims no
desnaturalizada, y mezclar con 0,4 ml de tampdon Tris-HC1

0,01 M a un pH de 8,2.

- Affadir 0,1 ml de solucidn de DTNB 0,01 M disuelto en

metanol y preparado en el momento de su utilizacidn.

- Mezeclar bien y dejar reaccionar durante 80 minutos a
37°C con el fin de que se desarrolle el color

caracteristico.

-~ Medir 1la absorbancia s 412 nm, . frente a blanco

muestra.

-~ Para la realizacidén de los calculos, restar la
absorbancia del blanco reactivo a la absorbancia leida para

la muestra.

Para 1la determinacién de grupos -SH en muestras
desnaturalizadas, 1le afiadimos SDS al 2% a la solucién de
enzima v se procede de la misma forma gque se ha descrito
anteriormente para las muestras nativas (Eliman, 1889).

Estudio Cinetico:

La reasctividad de los grupos -SH presentes en el
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complejo-SI se ha realizado de la siguiente manera:

- En la cubeta de medida ponemos (0,5 ml de solucidn de

enzima vy se mezcla con 0,4 ml de tampdn Tris-HCl (pH 8,2).

- Se coloca la cubeta en el espectrofotdmetro vy se le
afiaden 0,1 ml de la solucién de DTNB 0,01 M. 8Se agita
rapidamente y se toma la primera lectura que corresponde al

tiempo O.

- Durante_ el primer minuto tomamos lectura cada 10
segundos vy a partir de ahi a los 2, 3, 4, &, 6, 8, 10, 15,

20, 30 y 60 minutos.

El estudio cinético se realiza mediante la
representacién grafica del log. de 1la concentracién de

grupos -SH no modificados frente al tiempo.

Para la determinacién de la actividad enzimatica tras
la modificacidén de los grupos -SH se procede de la siguiénte
forma: a 0,5 ml de la solucién de enzima se le afaden 0,4 ml
de tampdn Tris-HC1 O0O,01M (pH 8,2). Afiadimos 0,1 ml de
solucidén de DTNB 0,01 M, agitamos y wvamos midiendo la
actividad enzimatica a distintos tiempos: 0, 5, 10, 15 y 30

minutos.
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I1Y.13.2. DETERMINACION DE GRUPOS ARGININA.

Las determinaciones cuantitativas de 1los restos de
arginina en 1las soluciones enzimaticas puras, se han
realizado siguiendo el método de Yamasaki (1881), utilizando

el reactivo p-nitrofenilglioxal (p-NPG).

Como consecuencia de la reaccidén de los grupos arginina
con éste reactivo se produce un producto de condensacidn que
absorbe a una longitud de onds de 475 nm. El producto que se
obtiene con arginina o con N-acetil arginina contiene dos
moles de fenil glioxal por mol vde aminoacidos. El

procedimiento seguido es el siguiente:

- A 3 ml de muestra (0,5-1,0 mg/ml) en tampdén fosfato
sédico 0,15 M(pH 9,0) se le afladen 30 pl de p-NPG al 10% en

metanol.

~ La reaccidén se desarrolla a temperatura ambiente y a
intervales de tiempo determinados, medimos absorbancia a

475 nm, frente a un blanco patrén.

- La cuantificacidén de los restos de arginina se
realiza a partir de una curva de calibrado trazada

previamente con L-arginina como patrdn.

Al igual que para los grupos ~-SH 1la determinacidén de
la actividad enzimética tras la modificacidén de los restos

de arginina con p-NPG se realiza siguiendo un protocolo
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totalmente anélogo al anteriormente detallado para los

grupos-SH.

I17.13.3. DETERMINACION DE GRUPOS HISTIDINA.

Los grupos histidina de 1las soluciones enzimdticas
puras se han wvalorade utilizande como reactivo el

dietilpirocarbonatc (DEPC) (Miles, 1977).

La reaccidén entre le DEPC y los grupos histidina da
lugar al N-carbetoxihistidina, compuesto que tiene un méaximo
de absorbancia a 240 nm ( £=3200 M"lcm_l)(Miles, 1977;
Tophan v Dalziel, 1988). El procedimientoc seguido es el

siguiente:

- A 2 ml de muestra (0,5 - 1 mg/ml) en tampédn Tris-HC1
0,14 a un pH de 7,0 se afiaden 0,5 ml de DEPC al 1% en tampédn

fosfato 0,1 M.

- Dejamos que la reaccidén transcurra durante 60 minutos
a temperatura ambiente y vamos tomando lectura de 1la

absorbancia a 240 nm a intervalos de tiempo fijos.

Al igual que en los casos anteriores se determina la
actividad enzimatica de la mezela solucidén-tampdén-reactivo,

tomando valores a distintos intervalos de tiempo.
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TIT.13.4. DETERMINACION DE RESTOS DE LISINA.

Para 1la determinacién de los restos de lisina en las
soluciones enziméticas se ha utilizado como reactive el
Trinitro benzol-sulfdénico (TNBS) en agua siguiendo
badsicamente el método de Habeeb (1988), modificado por

Tuengler y Pfleiderer (1877).

El ntimero de restos de lisina por mol de enzima se
determina a partir del incremento de absorbancia a 342 nm

(£=14.4 cm'lpmoles_l) procediéndose de la siguiente forma:

- Tomamos 250 pl de solucién enzimatica (10-30 pg) vy
affadimos 250 pl de tampén borato 0,5 M (pH 9,5) y 250 pl de

TNBS 0,1% en agua.

- Dejamos la mezela en incubacién durante 3 horas a

40°C y afiadimos 250 pl de SDS al 10% y 125 pl de HC1 1N.
- Cuantificamos los restos de lisina a 342 nm a partir

del incrementoc de absorbancia frente a un blanco (sin

solucidn enzimatica).

ITI.13.5. MODIFICACION DE LOS RESTOS METIONINA

La modificacidn de los restos de meticonina se lleva a
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cabo con cloramina-T segin el método de Trout, (1979) que

badsicamente consta de los siguientes pasos:

- A 0,5 ml de solucidén enzimitica se le afiaden 0,3 ml
de tampdn fosfato 0,15 M, (pH 7,0) v 0,2 ml de cloramina-T
de concentracién variable (0,001; 0,01; 0,02; 0,04; 0,08 vy
0,1 MH). Mezclar bien y dejar que se desarrolle la reaccidn

durante 30 minutos a temperatursa ambiente.

Una wvez transcurrido el tiempo de incubacibén se

procede a:

a) determinar la actividad enzimatica.

b) determinar el n2 de restos de metionina modificados

Los restos de metionina presentes en la molécula de
la enzima se determinan como homoserina, segun 1 método de

Gross (1967) que bésicamente consiste en:

Digestidén de la muestra (0,5 a 1,5 mg) con CNBr.

Hidreclisis dacida en presencia de DTT.

Determinacidn cromatografica de homoserina
(equivalente a los restos de metionina oxidados a metionina

sulfoxido).

El n® de restds de metionina modificados por la
cloramina-T se calecula por diferencia con los wvalores

obtenidos para una muestra no tratada.
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II1.14. INACTIVACION DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA CON LOS
SISTEMAS-MCO NO-ENZIMATICOS: Fe(I1I)/ASCORBATO/0, Y

Cu(II)/ASCORBATO0/0,.

Se prepara una solucién de ascorbato 1,28 M en tampdn
HEPES 100 mM a pH 7,4 ylla mantenemos en frio. La solucién

se prepara momentos antes de su uso.

Se prepara una solucidn de Cl3Fe 25 mM disuelto en HC1

1 mM.

Las concentraciones en cubeta, en un volumen total de

2,05 ml, para los diferentes componentes deben ser:

Muestra......... 0,1-0,2 mg/ml
Tampén HEPES.......... 50 mM
FeClg.......... ..., 0,1 mH
CuSOgq.... ..ot 0,1 mM
Ascérbico............ 2,5 mM

Se preparan nueve muestras para medir la actividad
enzimatica remanente a diferentes tiempos (0, &, 10, 15, 20,
30, 45, 60, 180 min.). La reaccidén se para afladiendo 1 ml de
una solucion de EDTA al 50 mM. El exceso de ascorbato se
elimina, para evitar interferencias, cromatografiando las

muestras por una columna PD-10 (Pharmacia).
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IIT.15. DETERMINACION DE GRUPOS CARBONILOS.

Los grupos carbonilos se han determinado mediante dos

procedimientos:

1) Con 2,4-Dinitrofenil hidrazina (2,4-DNPH): empleado
para cuantificar los grupos carbonilos de la albimina
oxidada durante 50 horas con el sistema-MCO no-enzimético
(Fe(III)/Ascorbato/Oz), utilizada comoc patrdén en la
determinacién de grupos carbonilos con el reactive DIG-X-

hidrazids.

2) Con Digoxigeninmsuccinil—zﬂamino~cqproico—hidrazida.
(DIG-X-hidrazida): empleado para cuatificar  grupos
carbonilos en el complejo-SI de animales jévenes, viejos y

oxidado, utilizando albimnina-oxidads como patrdn.

IT1.15.1. DETERMINACION DE GRUPOS CARBONILOS CON 2,4~

DINITRO-FENIL-HIDRAZINA

Este es el reactivo general para el estudio de 1los
grupos carbonilos (Brady y Elsmie, 19286; Fields vy Dixon,
1971; Levine, 1983); vy el mas conveniente de usar cuando -se
dispone de cantidades apreciables de muestra ( 1lmg/ml) (Lenz

y col., 1889).
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El método se basa en la siguiente reaccidn:

HoNNH-Z, 4 DVF

o

FROTEINA-C=0 o FROTEINA=N-NH-2, 4-DNF + HS0

v la hidrazonsa formada se puede cuaantificar

espectrofotométricamente asumiendo una 15222x103 M'l cm'l.

a) Reactivos

HC1 2NM.

I

t

2,4 DNPH 10 mM en HC1 2ZM.

Acido tricloroacético, 20% (p/v).

!

Guanidina, BM en tampdn fosfato potdsico 20 mH,

pH 2,3 (ajustar el pH con acido trifluorocacético).
b) Protocolo

- En un tubo Eppendorf de 1,5 ml se pipetean las
siguientes cantidades:

Problemas ‘ Blanco

Muestra................. 1 ml 1 ml

-Con el fin de concentrar la proteina, la precipitamos
con triclorocacético (TCA), eliminandoc el sobrenadante. Al

precipitado le afiadimos las siguientes cantidades:

Problemas Blanco

HCL 2M. .o, - 500 pl
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-Dejamos resccionar a temperatura ambiente durante 1
hora, agitéandolos cada 10-15 min. Transcurrido este tiempo

de reaccidn, afiadir:

Problemas' Blanco

TCA 20% ........... 500 pl 500 pl

v centrifugar en una centrifuga de mesa a 11.000 x g durante
3 min. Eliminar el sobrenadante. Lavar el precipitado 3
veces con 1 ml de etanol:acetato de etilo (1:1) para
eliminar el exceso de resctivo (Dejar reposar unos 10 min.

antes de centrifugar).

Una vez lavado el precipitado, redisolverlo en 0,6 ml.
de solucién de guanidina. Eliminar los insolubles mediante
centrifugacién y utilizar el sobrenadante para determinar el

contenido en grupos carbonilos.

Hacer un espectro desde 250 a 400 nm y calcular el
contenide de grupos carbonilos a partir del méximo de
absorcidén (380-380 nm) que presenta el espectro, asumiendo
un coeficiente de absorcién molar de 22.000 K71 m~1

(Johnson, 1853).
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I11.15.2. DETERMINACION DE GRUPOS CARBONILOS CON
DIGOXIGENIN-SUCCINIL-S-AMINO-CAPROICO-HIDRAZIDA.

Con el fin de aumentar la sensibilidad del método de la
2,4-DNPH se han obtenido diferentes derivados de la
hidrazina, tales como la fluoresceina tiosemicarbacida o la
fluorescein-adipic~hidracida (Ahn y col., 1987) gue mejoran
sensiblemente su sensibilidad, sin embargo, estos métodos,
por causas auin no explicadas, no son facilmente aplicables
directamente en la cuantificacidén de grupos carbonilos
utilizéndose fundamentalmente para la deteccidén de proteinas
oxidadas en geles de poliacrilamida o en Western-blots. (Ahn

v col., 18839).

Sin embargo, trabajando en esta linea, nuestro grupo
(Bautista y col., resultados no publicados) ha desarrollado
una técnica de “enzimo-inmunoensayo” gue utilizando un
derivado de la hidrazina, la Digoxigenin-succinil- -amino-
caproico-hidrazida {(DIG-X~-hidrazida) y un anticuerpo
antidigoxigehina ligado a fosfatasa alcalina permite la
cuantificacién de grupos carbonilos a niveles de ng de

proteina.

El método se basa en las reacciones reflejadas en 1la

Fig. 15.
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a) Reactivos:

- Microplaca de 96 pocillos.

- DIG-X-hidrazida.

~ Anticuerpo antidigoxigenina ligadoc a fosfatasa alca-
lina ¢( <DIG> PA ).

- p-nitrofenil-fosfato disddico.

- TBS~-Tween 20.

- Albumina oxidada.

b) Protocolo:

- En una microplaca de 86 pocillos ponemos 100 pl de
cada una de las soluciones a ensayar {(estandar y problenmnsa),

por triplicado, e incubar a 4°C durante toda la noche.

- Lavar 3 veces con TBS-Tween 20.

- Afiadir 5 pl de DIG-X-hidrazida + 85 pl de tampén TBS
pH 7,4 e incubar 1 hora a temperatura’ambiente. |

- Lavar 5 veces con TBS-Tween 20.

- Bloquear 1los sitios libres con reactivo de bloqueo
(200 pl) e incubar de 1-2 horas a temperatura
ambiente.

- Lavar dos veces con TBS-Tween 20.

- Diluir el <DIG> PA con TBS pH 6,5 en una proporcidn
1:1000 y poner 100 pl de 1l=a dilucién en cada pocillo.
Dejar incubar una hora a temperatura ambiente.

-~ Lavar 5 veces con TBS-Tween 20.
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- Afiadir 100 pl de solucién sustrato (pH 8,8).
~ Leer en el Elisa-reading, a 405 nm a los 10 min. ¥y a

los 30 min.

El contenido en grupos carbonilos se determina a partir
de la curva estandar trazada con la albumina oxidada a 30

horas.

ITI.16. ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN EL INTESTINO DELGADO.

Se han determinado dos tipos de actividad proteolitica:

1.-Actividad proteolitica debida a = proteasas
pancreaticas (tripsina, quimotripsina y elastasa), expresada

como unidades de tripsins.

2.-Actividad proteclitica propia del intestino,
expresada como actividad proteclitica écida (medida a pH
5,8) y como actividad proteolitica alcalina (medida a pH

8,8).

I1IT.16.1. ACTIVIDAD PROTEOLITICA PANCREATICA.
La sasctividad proteclitica pancredtica se determina en

el Jugo intestinal siguiendo basicamente el método descrito

por Erlanger y col., 19861.
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El jugo -‘intestinal se obtiene en el lavado del
intestino delgadoc una vez sacrificado el s&animal. El
fundamento del método empleado para medir la actividad

protedsica es el siguiente:

tripsina
benzoilarginina-p-nitroanilida + Ho{) e————a-benzoilarginina + p-nitro-
fenilanilina
Esta reaccidn tiene lugar en presencia de las proteasas
pancredticas, aunque con una especificidad menor que para la

tripsina, para quien esta reaccidén es especifica, por lo que

los resultados se expresaran como unidades de tripsina (U).

a)Reactivos.

-Tampén Tris-HC1 0,2 M con Cl2Ca 25 mM a pH 7,8

-Benzoilarginina-p-nitrofenilanilida 12 mM

b)Protocolo.

Se toman 2 ml de tampdn Tris-CaC12 v se le afiaden 0,2
ml de la solucidén de benzoilarginina-p-nitrofenilanilida. Se
mezclan bién y se incuban durante 5 minutos en bafio maria a

259¢C.
Se afladen 0,2 ml de scolucidén problema a la mezcla

anterior. Al blanco se le arfaden 0,2 ml de sgua destilada en

lugar de solucidn problema. Se mezclan y medimos absorbancia

g3



a 405 nm a tiempo cero (Al) y & un tiempo de incubacidén de

15 min. (Az) a 25°C después de la primera lectura.

¢c)Calculos.

La actividad expresada como actividad tripsina se
expresa en unidades internacionales aplicando la siguiente

férmula:

U.I1.(259C)= 80,0 x Ayqgsnp

donde:
A= A2 - Al
A1: absorbancia a tiempo cero.

A2: absorbancia a 15 minutos de incubacidn.

I1T.16.2. ACTIVIDAD PROTEOLITICA INTESTINAL.

I11.16.2.1. ACTIVIDAD PROTEOLITICA INTESTINAL ACIDA.

Para la determinacidn de la actividad proteolitica
dcida se ha seguido b&asicamente el método descrito por
Reimerdes y Klostermeyer (1976), ligeramente modificado por

Rivett (1985a).
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Se utiliza el homogeneizado de mucosa intestinal,

previamente lavado, y por tanto sin el jugo pancredtico.

a)Reactivos.

Solucidn de hemoglobina desnaturalizada al 0,27%

disuelta en tampén Tris-HC1l 0,13 M con CaClZ 25 mM a pH 5,5.

b)Protocolo.

‘A 1 ml de la solucién de la hemoglobina desnaturalizada
se 1le afladen 100 pl de homogeneizado (para el blanco se le

affaden 100 pl de tampéh).

Se incuba durante 1 hora a 37°C y se para la reaccién
afiadiendo 1,1 ml de solucidén de TCA al 5% . Se centrifuga vy

se lee absorbancia a 280 nm en el sobrenadante.

Definimos 1 Unidad de actividad como los mg de
hemoglobina desnaturalizada que se hidrolizan por minutoc vy

por mg de proteina problems.

ITI.16.2.2. ACTIVIDAD PROTEASICA ALCALINA
Para 1a determinacidn de la actividad proteolitica
intestinal alcalina seguimos el mismo protocolo que para la

determinacidén de la actividad proteclitica intestinal 4&cida
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con la s=iguiente salvedad: se utiliza como reactivo una
solucidén de caseinatc al 0,27% disuelto en tampén Tris-HC1
0,13 M con CaCl, 25 mM a pH 8,8 en lugar de solucidén de

hemoglobina desnaturalizada.

II1.17. SENSIBILIDAD DEL COMPLEJO-SI FRENTE A PROTEASAS -

La sensibilidad del complejo frente a proteasas se ha
estudiado frente a proteasas pancreaticas y frente a
proteasas inteétinales alcalinas. Para ello se ha utilizado
el complejo de animales jévenes, viejos y el complejo
oxidado de animales joévenes, y como fuente de proteasas se

ha utilizado:

-Tripsina como proteasa pancreadtica

~-Homogeneizado de mucosa, previamente lavado,
solubilizadas las proteinas con Tritén X-114, y filtradoe por
ultrafiltracién (corte nominal 100.000 Da), conb 1o que
obtenemos un UF sin sactividad sacarasa-isomaltasa, como

fuente de proteasas intestinales.

El protocolo seguido, badsicamente ha consistido en 1la
incubacidén del complejo-51 con la correspondiente proteasa
durante diferentes intervalos de tiempo y medida posterior

de la actividad enzimética remanente.

a6



Los resultados se han expresado como tanto por ciento

de la actividad inicial (actividad a tiempo cero).

I11.18. ESTABILIDAD TERMICA.

Para los ensayos de inactivacidén térmica del complejo,
seguimos bésicamente el método descrito por Takahashi y Goto

(1887).

Sometemos al complejo-SI de Joven y de viejo a
diferentes temperaturas y medimos la actividad enzimatica

remanente a distintos intervalos de tiempo.

También incubamos 1la solucién del complejo modificado y
sin modificar por el sistema Fe(III)/ascorbato/Oz a 45°C,
representando la actividad remanente del complejo-SI frente

a diferentes tiempos de incubsacidén a dicha temperatura.

I1I1.19. DESGLUCOSILACION.
La desglucosilacidén del complejo se ha llevado a cabo

bajo condiciones nativas siguiendo basicamente el método

descritoc por Byatt y col., 1980.
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Se toman 100 pg del complejo sacarasa-isomaltasa
liofilizado y se disuelven en 200 pl de sagua bidestilada.
Pars eliminar los oligosacaridos unidos a través de wuniones
tipo-N, 1la solucién del complejo sacarasa-isomaltasa se
tampona con 200 pl de tampén fosfato sédico 0,55 M, a pH 8,6.
A esta mezcla tamponada se la afiade como inhibidor de
proteasas 30 ul de una solucién de 1,10-fenantrolina hidrato
100 mM disuelta en metanol y 30 pl de una solucidén de
aprotinina de 30 mg/ml y como glucosidasa se le afiaden 500
mU de N-glucosidasa-F (la solucién stock contiene 2000
mU/ml). Se agita y se incuba la mezcla durante 24 horas a

37°C.

Para eliminar 1las uniones glucosidicas de tipo-0 la
mezcla se liofiliza y se reconstituye con 400 pl de tampdn
acetato 0,5 M a pH B8,0. A esta solucidén se le afiaden 120 mU
de O0-glicanasa (solucién stock 1450 mU/ml), vy se incuba

durante 24 horas a 37°C.

Todas las reacciones de desglucosilacidn se paran por

congelacidn a -80°¢C.

Las muestras desglucosiladas se pasan a través de una
PD-10 para eliminar sales y azdcares. Las fracciones que
contienen la proteina libre de sales y azucares son las que

se utilizan para posteriores estudios.

98



RESULTADOS



IV. RESULTADOS.

IV.1. EFECTO DE LA EDAD SOBRE EL CORTENIDO PROTEICO DEL

INTESTINO DELGADO DE RATA.

En las Tablas VI y VII se muestran 1los pesocs,
expresados comoc peso humedo, vy longitudes del intestino
delgado de ratas jévenes y viejas utilizadas en el presente
estudio, asi como las cantidades de mucoss, obtenida
mediante raspado, de los distintos segmentos intestinales

estudiados (duodeno, yeyuno, ileon proximal e ileon distal).

En las Tablas VIII y IX se expresan los contenidos
proteicos hallados mediante determinaciones realizadas en la
mucosa y en las membranas del borde en cepillo, de los
distintos segmentos del intestino delgado estudiados, en

animales jévenes y viejos.
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TABLA VI. EFECTO DE LA EDAD SOBRE EL PESO CORPORAL, LA LONGITUD Y
LAS CANTIDADES DE MUCOSA OBTENIDAS MEDIANTE RASPADO EN EL
INTESTINO DELGADO DE RATA.

RATAS JOVENES (3 meses)

Pesoc de mucosa raspada en diferentes

Peso Longitud segmentos del intestino delgado (g)
(g’ (em)
D Y Ip Id
250,2 110,3 0,40 0,43 0,41 0,35
248,4 101,86 0,31 0,42 0,45 0,37
239,3 112,2 0,42 0,31 0,43 0,31
273,5 116,1 0,41 0,43 0,40 0,27
255,0 112,8 0,42 0,34 0,40 0,34
216,3 111,3 0,40 0,41 0,41 0,33
253,2 110,2 0,39 0,42 0,33 0,44
225,6 104,4 0,50 0,62 0,58 0,46
238,8 111,3 0,42 0,45 0,42 0,31
287,7 116,8 0,43 (0,44 0,41 0,33
227,5 112,1 0,50 0,45 0,42 0,41
257,4 110,1 0,45 0,40 0,40 0,36
283,2 109,3 0,41 0,33 0,38 0,34
2581,4 110,2 0,32 0,45 0,43 0,36
278,86 117,3 0,44 0,87 0,37 0,33
256,1 111,1 0,39 0,43 0,43 0,32
259,0 110,3 g, 40 0,582 0,35 0,35
x (251,1) (111,0) (0,41) (0,44) (0,42) (0,35)
DE(£17,4) { +3,8) (+0,05) (x£0,07) (+£0,08) (+0,035)
D= duodeno, Y= yeyno, I1p= ilean proximal, Id= ileon distal = valor medic,
DE= desviaecitn estardar. re= 17 ratas.
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TABLA VII. EFECTO DE LA EDAD SOBRE EL PESO CORPORAL, LA LONGITUD
Y LAS CANTIDADES DE MUCOSA OBTENIDAS MEDIANTE RASPADO EN EL
INTESTINO DELGADO DE RATA. ‘

RATAS VIEJAS (28 meses)

Peso de mucosa raspada en diferentes
segmentos del intestino delgado (g)

Peso Longitud
(g) (cm)
D Y Ip Id
464,2 110,3 0,53 0,49 0,52 0,38
450,6 114,1 0,39 0,53 0,51 0,32
462,1 112,4 0,52 0,41 0,43 0,38
456,7 111,3 0,50 0,54 0,57 0,40
443, 3 112,2 0,61 0,66 0,38 0,39
459,2 112,1 g, 38 0,48 0,54 0,38
411,5 108,3 0,48 0,48 0,53 0,45
433,5 112,86 0,62 0,62 0,47 0,46
453,3 102,8 ' 0,51 0,80 0,59 0,47
x (448,4) (110,7) (0,51) (0,52) (0,380) (0,40)
DE(+15,86) ( +£3,2) (+£0,08) (+£0,07) (+0,06) (+0,05)
D= ducdena, Y= yeyuno, Ip= ilecn proximal, Id- ileon distal x= valor medio,

D= desviacidn estardar. = 9% ratas.,
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TABLA VIII. EFECTO DE LA EDAD SOBRE EL CONTENIDO PROTEICO DE LA
MUCOSA Y MEMBRANAS DE LAS VESICULAS DEL BORDE EN CEPILLO EN LOS
DISTINTOS SEGMENTOS DEL INTESTINO DELGADO DE RATA.

RATAS JOVENES (3 meses)

Contenido proteico del homoge- Contenido proteico en la mem-
neizado de mucosa (mg) brana de las vesiculas del
borde en cepillo (mg)

D Y Ip Id D Y Ip Id

47,1 48,2 52,5 39,3 2,2 2,8 2,4 2,0
49,3 60,5 51,7 40,2 2,6 2,6 2,3 2,4
55,1 47,2 50,4 46,2 2,8 2,6 2,3 2,0
83,2 87,2 30,9 46,2 2,9 2,8 2,3 1,8
46,8 46,3 48,9 36,2 2,4 2,8 2,4 2,3
49,2 81,2 52,6 40,3 2,5 3,1 2,5 2,3
53,7 56,4 54,1 39,3 2,4 2,6 2,8 2,9
‘46,2 43,2 50,2 42,0 2,6 2,8 2,0 1,8
48,1 47,4 80,2 40,5 2,6 2,9 2,8 1,8
52,9 49,8 50,3 43,2 2,4 2,4 2,4 1,8
x (50,0) (380,8) (51,2) (40,9 (2,5) (2,7 (2,3) (2,1)
DE(£3,3) (£5,3) (x1,5) (£2,35) (+0,1) (£0,2) (£0,2) (£0,3)

n= 10 ratas.
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TABLA IX. EFECTO DE LA EDAD SOBRE EL CONTENIDO PROTEICO DE LA
MUCOSA Y MEMBRANAS DE LAS VESICULAS DEL BORDE EN CEPILLO DE LOS
DISTINTOS SEGMENTOS DEL INTESTINO DELGADO DE RATA.

RATAS VIEJAS (28 meses)

Contenido proteico del homoge- Contenido proteico en la mem-
neizado de mucosa (mg) brana de las vesiculas del
borde en cepillo (mg)

D Y Ip Id D Y Ip Id

50,3 56,7 58,0 48, 2 2, 2,9 2,6 2,0
56,2 53,8 63,1 44,1 2,9 2,7 2,4 2,3
60,7 58,2 80,2 51,3 2,8 3,1 2,6 1,8
57,3 70,5 64,8 42,4 2;4 2,8 2,3 2,2
57,4 56,3 59,3 56,4 2,0 2,9 3,0 2,1
58,2 54,7 57,0 47,3 2,7 3,0 2,3 2,1
58,9 57,3 61,0 48,72 2,5 2,7 2,7 2,4
54,3 52,4 58,4 57,2 2,9 2,5 2,86 1,9
55,6 57,8 55,2 46,3 2,7 2,9 2,86 2,2
x (56,6) (57,5) (958,7) (48,1) (2,6) (2,8) (2,8) (2,1)
DE(£2,7) (£4,9) (x2,8) (£4,8) (£0,1) (+0,2) (£0,2) (0,2)
D= duodeno, Y= yveyuno, Ips= leon prowimal, Ids Lleon distal w= valor medio,

DE= desviacidn estandar. ns 9
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IV.2. DISTRIBUCION DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA A LO
LARGO DEL INTESTINO DELGADO Y VARIACION DE SU ACTIVIDAD

DURANTE EL PROCESO DE ERVEJECIMIENTO.

Con el fin de estudiar la distribucidén del complejo
sacarasa-isomaltasa a lo largo del intestinc delgado, se
procedi¢d a determinar en primer lugar 1la actividad del
complejo en los diferentes segmentos intestinales de ratas

jévenes. Los resultados obtenidos se exponen en la Fig. 16.

La Fig. 17 muestra la actividad media del complejo,
medida como actividad sacarasa, en el intestino delgado, a

distintas edades.

La Fig. 18 muestra comparativamente los datos obtenidos
para la actividad especifica sacarasa del complejo en
animales Jjovenes vy viejos, en los distintos tramos del
intestino delgado, mostréandose en la Fig. 19 los relativos a'

la actividad especifica isomaltasa del complejo.
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FIGURA 16. ACTIVIDAD DEL COMPLEJO-SI, EN LOS DISTINTOS

SEGMENTOS DEL INTESTINO DELGADO, DE RATAS JOVENES.
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FIGURA 17. ACTIVIDAD DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA,
MEDIDA COMO ACTIVIDAD SACARASA, A LO LARGO DE LA VIDA DE LA
RATA, EN EL HOMOGENEIZADO DE LA MUCOSA DEL INTESTINO DELGADO.
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FIGURA 18. ACTIVIDAD ESPECIFICA SACARASA DEL COMPLEJO
SACARASA-ISOMALTASA DE ANIMALES JOVENES Y VIEJOS EN LOS
DISTINTOS SEGMENTOS DEL INTESTINO DELGADO DE RATA.
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FIGURA 18. ACTIVIDAD ISOMALTASA DEL COMPLEJO SACARASA-

ISOMALTASA DE ANIMALES JOVENES Y VIEJOS EN LOS DISTINTOS

SEGMENTOS DEL INTESTINO DELGADO DE RATA.
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IV.3. EXTRACCION DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA A PARTIR
DE LAS MEMBRANAS DE LAS MICROVELLOSIDADES DEL INTESTINO

DELGADO.

En la Tabla X se presentan los resultados de la
extraccidén del complejo sacarasa-isomaltasa de la membrana
de las microvellosidades intestinales mediante

solubilizacidn con Triton X-114 v con papaina.



TABLA X. EXTRACCION DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA A PARTIR DE
LAS MICROVELLOSIDADES INTESTINALES, MEDIANTE EL USO DE TRITON X-
114 Y DE PAPAINA.

Proteina Actividad
Peso Vol.
(g) (ml) - (mg) (mU/mg) (mU)
Mucosa 8,5 - - - -
Homogeneizado - 85 1.082.,4 470 513.428
Extracto:
-Tritén X-114 - 79 630,0 746 488 .880
-Papaina - 81 5586,0 730 405,880
nz 10

actividad del complejo medida como sacarasa.
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IV.4. INMUNOTITULACION.

Con el fin de estudiar la relacidén actividad/cantidad
de enzima, se han utilizado ratas macho de 3 meses (jévenés)
y ratas machos de 28 meses (viejas). Las inmunotitulaciones
se hicieron frente a anticuerpos policlonales anti-sacarasa-
isomaltasa y el anticuerpo monoclonal BBC 1-35/11/2,

especifico para la subunidad isomaltasa.

Iv.4.1. INMUNOTITULACION DE LA ACTIVIDAD SACARASA E
ISOMALTASA CON ANTICUERFPOS POLICLONALES ANTI-SI.

Como control de la inmunoprecipitacidn se utilizéd suero
pre-inmune de conejo, no observandose pérdida de actividad
sacarasa, ni de isomaltasa durante la inmunotitulacidén con.

dicho suero.

La Fig. 20 muestra los resultados obtenidos ?ara la
inmunotitulacidén de 100 mU de actividad sacarasa en muestras
de homogeneizado de mucosa intestinal de animales jévenes y
viejos, v en la Fig. 21 se recogen los relativos a 60 mU de

actividad isomaltassa.
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mU sacarasa

FIGURA 20. INMUNOTITULACION DE LA ACTIVIDAD SACARASA EN

HOMOGENEIZADO DE RATAS JOVENES Y VIEJAS CON LOS ANTICUERPOS

POLICLONALES.
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mU isomaltasa

FIGURA 21. INMUNOTITULACION DE LA ACTIVIDAD ISOMALTASA EN
HOMOGENEIZADOS DE RATAS JOVENES Y VIEJAS CON LOS ANTICUERPOS

POLICLONALES.
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IV.4.2. INMUNOTITULACION CON EL ANTICUERPO HMONOCLONAL

BBC 1-35/11/2.

La Fig. 22 mnuestra los resultados obtenidos para la
inmunotitulacién de una muestra de homogeneizadoc de mucosa
intestinal de sanimales jévenes, con 150 mU de actividad
sacarasa y 100 mU de actividad isomaltasa. La Fig. 23
recoge los resultados relativos a animales viejos,
inmunotitulando 120 mU de actividad sacarasa y 100 mU de
actividad isomaltasa. En 1la Fig. 24 se representa la
inmunotitulacidén de 100 mU de actividad isomaltassa tanto én

animales jévenes como en viejos.
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actividad en mU

FIGURA 22. INMUNOTITULACION DE LA ACTIVIDAD SACARASA E
ISOMALTASA EN HOMOGENEIZADO DE RATAS JOVENES CON EL
ARTICUERPO MONOCLONAL BBC 1-35/11/2.
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FIGURA 23. INMUNOTITULACION DE LA ACTIVIDAD SACARASA E
ISOMALTASA EN HOMOGENEIZADO DE RATAS VIEJAS CON EL

ANTICUERPO MONOCLONAL BBC 1-35/11/2.
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actividad en nU

FIGURA 24. INMUNOTITULACION DE LA ACTIVIDAD ISOMALTASA EN
HOMOGENEIZADOS DE RATAS JOVENES Y VIEJAS CON EL ANTICUERPO
MONOCLONAL BBC 1-35/11/2.
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IV.5. PURIFICACION DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA.

El proceso de purificacién del complejo sacarasa-
isomaltasa mediante cromatografia en columna de Sephadex
G-200, y por inmunoafinidad en columna de Sepharosa 4B queda
reflejade en las Fig. 25 y 26 respectivamente, asi como el
rendimiento de 1la misma para animales Jévenes y viejos

(Tabla XI).

118



FIGURA 25. CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-200.
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FIGURA 26. INMUNOCROMATOGRAFIA EN SEPHAROSA 4B.
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TABLA XI. PURIFICACION DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA DEL
INTESTINO DELGADO DE RATA.

Etapa de Actividgd Actividad % Recuperacidn

purificacidn total especifica” (%)
(mU) (nU/mg proteina)

joven viejo Jjoven viejo Jjoven viejo

Homogeneizado 243432 1691058 483 310 100 100

Papaina 192440 134075 749 479 79 79

Sephadex G-200 126585 86751 15858 gs1 52 51,3

Inmunocafinidad 63049 42445 3106 1888 25,9 25,1

*actividad d=l complejo medida como sacarasa.

n= 5 ratas
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Iv.6. SEPARACION DE LAS SUBUNIDADES DEL COMPLEJO SACARASA-

ISOMALTASA MEDIANTE CITRACONILACION.

La separaciodn de las subunidades mediante
citraconilacién se realizé tal y como se describe en
Material y Métodos, recogiéndose los resultados en las Fig.

27 y 28.

La Tabla XII muestra los resultados obtenidos en el
proceso de separacion de las subunidades, mediante
citraconilacidén del complejo en animales Jjévenes y viejos,

asi comoc los del complejo oxidado de animales jévenes.
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FIGURA 28. SEPARACION DE LAS SUBUNIDADES CITRACONILADAS
MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-200.
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TABLA XII. SEPARACION MEDIANTE CITRACONILACION DE LAS
SUBUNIDADES SACARASA E ISOMALTASA DEL COMPLEJO-SI DE
INTESTIRO DELGADO DE RATA.
Complejo-SI Sacarassa Isomaltasa

RATAS JOVENES

- Sacarasa (k) 100% 87% -

~-Isomaltasa (%X) 100% - 942
RATAS VIEJAS

-Sacarasa (k) 100% 85% -

-Isomaltasa (*kx) 100% - g6%
COMPLEJO OXIDADO

-Sacarasa (*) 100% 82% -

~-Iscomaltasa (Xx) 100% - 89%

(*¥) Medida con sacarosa como sustrato

(*¥%) Medida con palatinosa como- sustrato

£l sistema de owidacidn empleado ha sido el de ascorbato/Fe(ill) /0., a

tenperatura ambiente v durants 18O minotos.
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IV.7. INACTIVACION DEL COMPLEJO-SI MEDIANTE OXIDACION CON

SISTEMAS-MCO NO-ENZIMATICOS.

Teniendo en cuenta que uno de los modelos mas
utilizados para la simulacidén in vitro de inactivacidén de
las enzimas es la oxidacidén de ciertos restos aminoacidicos
mediante sistemas-MCO se procedid al estudio de la actividad
del complejo sacarasa-isomaltasa y de las subunidades
separadas (en animales jévenes) cuando se someten a este

tipo de sistemas.

IV.7.1. INACTIVACION DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA:

Los resultados obtenidos para 1la inactivacidén del
complejo sacarasa-isomaltasa, con los sistemas-MCO:
Ascorbato/Cu(II)/02 y Ascorbato/Fe(III)/Oz, sSe expresan en

la Tabla XIII.
IV.7.2. INACTIVACION DE LA SUBUNIDAD SACARASA:
En la Tabla XIV se contemplan los resultados obtenidos

mediante 1la inactivacién de la subunidad sacarasa con los

sistemas~-MCO: Ascorbato/Cu(II)/Oz v Ascorbato/Fe(III)/Oz.



TABLA XIII. OXIDACION DEL COMPLEJO-SI CON SISTEMAS-MCO RO
ENZIMATICOS.

Nativo Ascérb./Cu(ll)/0q Ascérb./Fe(III)/)2
R I R R O T

0 min.  100%  100% 100%  100% 100%  100%
30 min. 100%  100% 82% 92 87% 96%
60 min. 98%  100% 78% . 90% 85% 94%
120 min. g7%  100% 70% 88% 82% 90%
180 min. 96%  100% 70% 87% 81% 90%
5 horas 93% 98% nd nd 62% 73%
24 horas 83% 87% nd nd 40% 42%
50 horas 64% 62% nd nd 5% 3%

(S)= actividad sacarasa usando sacarosa como sustrato

(I)= actividad isomaltasa usando palatinosa como sustrato
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TABLA XIV. OXIDACION DE LA SUBUNIDAD SACARASA CON SISTEMAS-MCO
NO-ENZIMATICOS.

Nativa Ascérb./Cu(ll)/09 Ascérb./Fe(111)/0,

0 min. 100% 100% 100%
30 min. 100% 847% 87%
60 min. 98% 80% 82%
120 min. 87%‘ 70% 78%
180 min. 98% 65% 73%
5 horas a0 nd . B62%
24 horas 80% nd 31%
50 horas 53% nd 02
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IV.7.3. INACTIVACION DE LA SUBUNIDAD ISOMALTASA:

Los resultados
isomaltasa por los
para la oxidacién de

en la Tabla XV.

de 1la inactivacién de 1la subunidad
sistemas-MCQ anteriormente utilizados

la subunidad sacarasa vienen reflejados
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TABLA XV. OXIDACION DE LA SUBUNIDAD ISOMALTASA CON SISTEMAS-MCO
NO-ENZIMATICOS.

Nativa Ascérb./Cu(II)/Oz Ascérb./Fe(III)/02

0 min. 100% 100% 100%
30 min. 100% 947 86%
60 min. 98% 92% 947%
120 min. g7% 9z2% 947%
180 min. 97% 88% 90%
5 horas 92% nd 81%
24 horas 82% nd 26%
50 horas 40% nd 0%
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IV.8. ESTUDIO DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA HEDIANTE LA

UTILIZACION DE REACTIVOS ESPECIFICOS DE AMIROACIDOS.

Con el fin de estudiar el papel de los distintos restos
aminoacidicos en relacidén con la actividad del complejo-SI vy
su variacion con la edad, se procedidé a la titulacidn de los
restos accesibles con reactivos especificos del complejo ¥y
sus subunidades geparadas, tanto en animales jévenes como en

viejos.

Para determinar el papel que juega la oxidacién de los
restos aminocacidicos sobre la pérdida de actividad descrita
para este complejo, se procedid a estudiar el comportamiento
del complejo de joven oxidado in viiro mediante un sistema-
MCO no-enzimatico y de sus respectivas subunidades (oxidadas
con el mismo sistema), frente a distintos reactivas

especificos de aminocacidos.

Iv.8.1. TITULACION DE GRUPOS -SH.

Con el fin de determinar el ntmero de grupos -SH
accesibles y su reactividad en el complejo-SI y en sus
subunidades, éstos se han sometido a la accidn del reactivo
DTNB, obteniéndose los resultados que se muestran en la
Tabla XVI, tanto para el complejo en su forma nativa como en

su forma desnaturalizada.



TABLA XVI. VALORACION DE LOS GRUPOS -SH EN EL COMPLEJO-51I Y
EN LAS SUBUNIDADES SACARASA E ISOMALTASA, DE INTESTINO DELGADO

DE RATA.

Ndmero de grupos -SH por mol (1)

Complejo-SI Subunidad-8S Subunidad-I

RATIVO:
Joven
-60 min. 0.0 0.0 0.0
~120 min. 0.4+0.1 0.0 0,540, 1
Viejo
-60 min. 0,0 0,0 0,0
~120 min. 0,340, 1 0,0 0,3+0,2
DESNATURALIZADO:
Joven ' 12,8+0,7 7,3+0,4 5,140,868
Viejo 9,1+0,8"* 5,240,7" 4,2+0,8"
Ascérb./Cu(II)/0,  7,8+0,6" 5,3+0,4" 3,1+0,4*
Ascérb./Fe(I111)/0, 7,5£0,7% 4,7+0,5" 3,9:0,3%

(1)= Valores medios de tres edperimentos .
Tiempo de reaccidn= 60 v 120 min.para la nativa vy 120 min. para la des—
natwralizada.
Desnatwralizacion con Clorhiderato de Guanidinae &M,
Significacidn estadistica con relacidn & los valores de jovenes:
X p== 0,05
X p= 0,001
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Iv.8.2. TITULACION DE RESTOS DE LISINA.

El estudio de los grupos amino en el complejo-SI, asi
come en cada una de las subunidades, se realizé mediante 1la
titulacidén con el reactivo TNBS. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla XVII.

En 1las Tablas XVIII, XIX vy XX, puede observarse como
varia 1la actividad a medida que transcurre la modificacidn
de los restos con TNBS, para el complejo, 1la subunidad
sacarasa citraconilada 4 la subunidad isomaltasa

citraconilada, respectivamente.

IV.8.3. TITULACION DE RESTOS DE HISTIDINA.

En la Tabla XXI se expresan los resultados obtenidos
para la titulacidén de grupos histidina con DEPC, tanto en el

complejo como en las subunidades separadas.

En las Tablas XXII, XXIII v XXIV, puede apreciarse la
variacidn en la actividad producida por modificacidén de lecs
restos de histidina en el complejo sacarasa-isomaltasa y  en
sus subunidades separadas, tanto en el complejo-SI de Jjoven
como en el de viejo y en el complejo oxidade de animales

Jjévenes.
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TABLA XVII. VALORACION DE GRUPOS AMINOS EN EL COMPLEJO-SI Y
EN LAS SUBUNIDADES SACARASA E ISOMALTASA CITRACONILADAS, DE
INTESTINO DELGADO DE RATA.

Ndmero de grupos aminos por mol (1)

Complejo-SI Subunidad-$S Subunidad-1I

Joven 42,2+2,7 25,4+1,86 28,0+2,9

Viejo 40,843, 1 21,0+2,0% 24,1+2,1

Ascérb./Cu(II)/0,  36,2:1,4% 17,3£2,4% 23,4+2,1%
Ascérb./Fe(I11)/0,  37,4+2,3F 16,920,9% 23,1+2,5%
(L)= MValores medios de tres f:-:~:~}>-:|::}f.-::~:r':iﬁ]l.—:-:~)m't.ic:)ss“

Tiempo dis reaceidns

Significacitn estadi
* P=0,05
% p=0,001
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TABLA XVIII. ACTIVIDAD REMANENTE DEL COMPLEJO-SI sSu
MODIFICACION CON TNBS.
N¢ grupes Jbovenes Viejos Oxidado
modificados  -------mmm-mm e eme e e
(S (1) (S) (1) (s) (I
0 100% 100% 100% 100% 100% 100%
2,1 96% 96% 98% 100% - -
2,2 - - - - 98% 100%
5,0 - 85% 917 87% 95% - -
5,1 - - - - 83% 847%
7,1 46% 52% 42% 43% 44% 50%
20,0 15% 23% 18% 16% 23% 25%
35,8 - - - - 5% 3%
40,2 7% 3% 6% 4% - -
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TABLA XIX. ACTIVIDAD REMANENTE DE LA SUBUNIDAD SACARASA TRAS
SU MODIFICACION CON TNBS.

N¢ grupos Jovenes Viejos Oxidado
modificados
0 100% 100% 100%
2,2 852 86% 83%
5,0 83% 62% -
5,2 - - 60%
7,1 34% 27% 23%
10,0 5% 4% 2%
20,2 0% 0% 0%




TABLA XX. ACTIVIDAD DE LA SUBUNIDAD ISOMALTASA TRAS SU
MODIFICACION CON TNBS.

N% grupos Jévenes Viejos Oxidado
modificados
g 100% 100% 100%
2,1 947% 7% 96%
2,3 - - 96%
5,0 57% 56% -
5,1 - - 52%
7,1 23% 20% C22%
10,0 2% 4% 0%
20,0 0% 0% 0%
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TABLA XXI. VALORACION DE LOS GRUPOS HISTIDINA EN EL COMPLEJO-
SI Y EN LAS SUBUNIDADES SACARASA E ISOMALTASA CITRACONILADAS,
DE INTESTIRNO DELGADO DE RATA.

Nimero de grupos histidina por mol (1)

Complejo-S1 Subunidad-5S Subunidad-I

Joven 18,240,595 14,240,5 12,3+0,3
Viejo 16,7£0,4% 10,4+0,3** 12,040,4
Ascérb./Cu(I1)/0,  15,240,8" 9,2+0,4™* 8,3:0,5""
Ascérb./Fe(I111)/0, 15,0£0,5%  8,040,8"* 10,440,3*

(1)= Valores medios de tres experimentos
Tiempo de reaccidn= LI
Significacitn estadistica con relacion a los valores de jovenes:
X R0, 05
K% PO, 00l
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TABLA XXII. ACTIVIDAD REMANENTE DEL COMPLEJO-SI TRAS SU
MODIFICACION CON DEPC.

N? grupos Jévenes Viejos Oxidado
modificados  ------meemone e e

(3) (1) (S) (1) (S) (1)
o 100% 100% 100% 100% 100% 1007%
1,1 97% 100% - - - -
1,3 - - 92% 100% 90% 98%
3,1 - - 74% 95% - -
3,2 75% 96% - - 72% 75%
5,1 40% 43% 42% 40% - -
5,2 - - - - 38% 27%
7,1 15% 18% - - - -
7,2 ~ - 19% 18% 8% 6%
11,0 12% 8% - - - -
15,1 2% 0% 3%

4% 0% 0%
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TABLA XXIII. ACTIVIDAD REMANENTE DE LA SUBUNIDAD SACARASA
TRAS SU MODIFICACION CON DEPC.

N2 grupos Jévenes Viejos Oxidado
modificados

0 100% 100% 100%
1,3 96% 94% 90%
3,3 43% 42% -
3,4 - - 39%
4,7 - - 18%
4,8 28% | 20% -
6,2 - 8% 4%
9,7 5% - -
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TABLA XXIV. ACTIVIDAD REMANENTE DE LA SUBUNIDAD
TRAS SU MODIFICACION CON DEPC.

ISOMALTASA

N2 grupos Jovenes Viejos Oxidado
modificados

§ 100% 100% 100%
1,2 99% - 7%
1,3 - 100% -
2,2 - 7% 85%
2,4 76% - -
3,8 - - 36%
4,2 - 27% -
4,7 23% - -
5,1 16% - 12%
10,3 8% 4%

6%
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IV.8.4. TITULACION DE RESTOS DE ARGININA.

Los resultados obtenidos en el estudio de los restos de
arginina con el p-NPG en el complejo-SI vy en sus subunidades

separadas, quedan reflejados en la Tabla XXV.

Las variaciones de actividad encontrada a medida que se
produce la modificacién de los restos arginina se muestra en

la Tabla XXVI.

Debido a 1la estabilidad frente a la modificacidén de
este tipo de restos no se ha procedido a su estudio en las

subunidades separadsas.
IV.8.5. TITULACION DE RESTOS DE METIONINA.

Los restos de metionina se modificaron con cloramina-T.
Los resultados obtenidos se exponen en la Tabla XXVII. La

Tabla XXVIII expresa la actividad remanente segin el numero

de grupos metionina modificados.
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TABLA XXV. VALORACION DE LOS GRUPOS ARGININA EN EIL COMPLEJO-SI
Y EN LAS SUBUNIDADES SACARASA E ISOMALTASA CITRACONILADAS, DE
INTESTINO DELGADO DE RATA.

Nimero de grupos argininas por mol (1)

Complejo-SI Subunidad-S Subunidad-I
Joven 39£1,7 18,7+1,6 15,040,9
Viejo | 40+1,9 17,6+1,3 15,3+0,8
Ascérb./Cu(II)/0p  37+1,2 16,7+1,7 15,34+1,3
Ascérb./Fe(II1)/0,  36:0,9" 16,140,4% 16,0+0,9

(1)= Valores medios de tres esperimentos

Tiempo de reaccidnys 120 min.

Significacidn estadistica con relacidn a los valores de jovenes:
¥ p£L0o,0n

143



TABLA XXVI. ACTIVIDAD REMANENTE DEL COMPLEJO-SI TRAS ©5U
MODIFICACION CON p-NPG.

N¢ grupos Jévenes Viejos Oxidado
modificados  ------------n sem—eee————mee ese oo
() (D) (S) (D) (S) (D)
0 100% 100% 100% 100% 100% 100%
5,2 99% 100% 100% 9% 100%  100%
8,3 7% 100% 100% 100% 100% 100%
14,2 - ~ - - 80% 87%
18,1 7% 85% 72% 86% - -
28,0 60% 53% 62% 56% 45% 43%
42,0 | 33% 29% 33% 26% - 27% 30%
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TABLA XXVII. VALORACION DE LOS GRUPOS METIONINA EN EL
COMPLEJO-SI Y EN LAS SUBUNIDADES SACARASA E ISOMALTASA
CITRACONILADAS, DE INTESTINO DELGADO DE RATA.

Numero de grupos metionina por mol (1)

Complejo-SI Subunidad-S Subunidad-1

Joven | 8,2+1,7 6,7+0,6 5,040,9
Viejo §,1+1,9 5,61,3 5,3+0,8
Ascérb./Cu(II)/0, 5,041, 2% 4,7+1,7 4,3+1,3
Ascérb./Fe(III)/0,  6,0%0,9  4,320,4% 4,0+0,9

{(1)= Valores medios de bres evperimentos

Tiempo de rescocidon= 120 min,

Significacidn estadistica con relacidn a los valores de jdvenes:
¥ p= 0,08
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TABLA XXVIII. ACTIVIDAD REMANENTE DEL COMPLEJO-SI TRAS SU
MODIFICACION CON CLORAMINA-T.

N2 grupos Jévenes Viejos Oxidado
modificados  -=-=---emeee-e emememmmem e e
(S) (I (S) (1) (5) (I)
0 100% 100% 100% 100% 100% 100%
2,2 100% 100% 100% 100% - -
2,3 - - - - 100% 100%
3,1 92% 100% 847 100% 80% 83%
4,2 867% 92% 83% 90% - -
5,4 - - - - 63% 70%
8,1 - - 33% 40% - -
8,2 23% 35% - - - -
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IV.8. ESTUDIO DEL ESTADO DE OXIDACION DEL COMPLEJO-SI DEL

INTESTINO DELGADO DE RATAS JOVENES Y VIEJAS.

De 1los resultados obtenidos en 1la titulacién éon
reactivos especificos, se observa que para la titulacién de
restos de histidina y lisina, se obtienen diferencias
estadisticamente gsignificativas, bien en el complejo-SI o
bien en alguna de las subunidades por separado, ¥ teniendo
en cuenta que las modificaciones oxidativas de 1los restos
aminocacidicos de 1las proteinas tienen lugar, entre otros
motivos, por la oxidacién de restos de lisina, histidina,
arginina y prolina fundamentalmente, se procedidé a la
titulacién de grupos carbonilos en el complejo  sacarasa-

isomaltasa v en las subunidades separadas.
IV.g.1. TITULACION DE LOS GRUPOS CARBONILOS.

Los resultados obtenidos de la titulacién de grupos
carbonilos del complejo en animales jévenes, viejos v en el
complejo oxidado de animales jdévenes, se recogen en la Tabla

XXIX.

La Fig. 29 muestra la evolucidn del contenido en grupos

carhonilos del complejo-SI con la edad.
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TABLA XXIX. VALORACION DE LOS GRUPOS CARBONILOS EN EL
COMPLEJO-SI Y EN LAS SUBUNIDADES SACARASA K ISOMALTASA
CITRACONILADAS, DE INTESTINO DELGADO DE RATA.

Nimero de grupos carbonilos por mol (1)

Complejo-S1 Subunidad-S Subunidad-1

Joven | 12,2+0,7 7,740, 5 6,240,3
Viejo 16,4+1,5% g,2+0,7" 8,4+0,2**
Ascérb./Fe(II11)/0, 17,8+1,6%  10,320,8% 9,2+0,6™*

(1)= Valores medios de tres experimentos
Tiempo de resccidn= 120 min. ,
Significacién estadistica con relacién a los valores de
jovenes: .

X p= 0,05

¥ p= (0,001
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N— grupos carbonilos por mol.

FIGURA 29. EVOLUCION EN EL CONTENIDO EN GRUPOS CARBONILOS,

DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA, CON LA EDAD.
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IV.10. ESTADO DE OXIDACION DE LAS PROTEINAS DEL INTESTINO

DELGADO DE RATA.

Hemos visto que el complejo sacarasa-isomaltasa de
ratas viejas presenta un mayor contenido de grupos
carbonilos -lo que sugiere un mayor grado de oxidacidn- que
el complejo sacarasa-isomaltasa de ratas jovenes. Con el
fin de determinar si esto es cierto sdélo para el complejo-SI
o se produce también en otras proteinas del intestino
delgado, se realizan determinaciones de los Erupos
carbonilos en homogeneizados de la mucosa del intestino
delgado de ratas de diferentes edades, mostrandose los

resultados obtenidos en la Fig. 30.
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IV.11. ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN EL INTESTINO DELGADO.

La actividad proteolitica en el intestino se ha medido
tanto para la actividad proteclitica de origen pancreético
como para la actividad proteolitica propia del intestino,

localizada sobre la mucosa.

IV.11.1. ACTIVIDAD PROTEOLITICA PANCREATICA.

La actividad proteolitica de origen pancreédtico se ha
medido en el jugo intestinal (lavado del intestino), en
ratas de diferentes edades (3, 9, 12, 24 v 28 meses). Los

resultados se muestran en la Fig. 31.

IV.11.2. ACTIVIDAD PROTEOLITICA INTESTINAL

La actividad proteclitica de origen intestinal se ha
medido a pH 5,5 (actividad proteclitica &acida) y a pH 8,8
(actividad proteolitica alcalina), tal como se describe en
Material y Métodos, en ratas de diferentes edades (3, 9, 12,
18, 24 y 28 meses). Esta actividad proteolitica intestinal
es la que existe, al margen de las proteasas pancreédticas,
en la propia mucosa intestinal. La Fig.32 muestra los

resultados obtenidos.
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FIGURA
INTESTINO DELGADO DURANTE EL PROCESO DE ENVEJECIMIERTO.

31.
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FIGURA

32. ACTIVIDAD PROTEOLITICA INTESTINAL ACIDA Y

ALCALINA DURANTE EL PROCESO DE ENRVEJECIMIENTO.
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IV.12. SENSIBILIDAD DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA FRENTE

A PROTEASAS PACREATICAS.

La estabilidad frente a proteasas pancredticas se ha
estudiado en homogeneizados de mucosa (complejo sacarasa-
isomaltasa unido a membrana) y en el complejo sacarasa-

isomaltasa purificado.

En la Fig. 33 se representa la actividad del complejo-
SI, de joven y viejo, unido a membrana, cuando se somete a
un tratamiento con proteasas pancreaticas, a concentraciones

bajas similares a las encontradas in viveo,

El tratamiento con proteasas pancreaticas a
concentraciones relativamente altas, superiores a las
encontradas in vivo, se realizd en el homogeneizado de
mucosa de Jévenes vy viejos (Fig.34); en el complejo
purificado (Fig.35) de jovenes y viejos y en el complejo
oxidado de Jjoven, tanto en homogeneizado de mucosa como en

el purificado (Fig.38).
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X Actividad remanente

FIGURA 33. SENSIBILIDAD DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA AL
TRATAMIENTO CON TRIPSINA A CONCENTRACIONES SIMILARES A LAS
FIDIOLOGICAS EN HOMOGENEIZADO DE MUCOSA, DE ANIMALES JOVENES

Y VIEJOS.
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FIGURA 34. SENSIBILIDAD DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA AL
TRATAMIENTO CON TRIPSINA A ALTAS CONCENTRACIONES EN
HOMOGENEIZADO DE MUCOSA, DE ANIMALES JOVENES Y VIEJOS.
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FIGURA 35. SENSIBILIDAD DEL COMPLEJO SACARASAISOMALTASA
PURIFICADO DE ANIMALES JOVENES Y VIEJOS, AL TRATAMIENTO CON
TRIPSIRA A ALTAS CONCENTRACIONES.
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FIGURA 36. SENSIBILIDAD DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA
OXIDADO AL TRATAMIENTO CON TRIPSINA A ALTAS CONCENTRACIONES
EN HOMOGENEIZADO DE MUCQOSA.
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IV.13. SENSIBILIDAD DEL COMPLEJO-SI FRENTE A LAS PROTEASAS

INTESTIRALES.

Este estudio se ha realizado con el complejo-SI unido a

membrana y con el complejo-SI purificado.

La sensibilidad del complejo-S] unido a membrana frente

a las proteasas alcalinas intestinales se ha estudiado para
el complejo-SI de animales jévenes y viejos, asi como parsa
el complejo oxidado (durante 3 horas con el sistema-MCO:
Fe(III)/Ascorbato/Oz, tal como se describe en Material vy
Métodos). Los vresultados obtenidos se feflejan en las
Fig.37, 38 y 39 (se considera que la actividad inicial de la

mezcla a tiempo cero es del 100%).

La sensibilidad del complejo purificado se ha estudiado

tanto en animales joévenes como en animales vieJjos ¥y en
complejo oxidado de jévenes. Los resultados se muestran en

las Fig.40, 41 y 42.
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FIGURA 37. SENSIBILIDAD DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA A

PROTEASAS INTESTINALES EN HOMOGENEIZADO DE MUCOSA DE
ANIMALES JOVENES.
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FIGURA 38. SENSIBILIDAD DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA A
PROTEASAS INTESTINALES EN HOMOGENEIZADO DE MUCOSA DE

ANIMALES VIEJOS.
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FIGURA 39. SENSIBILIDAD DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA
OXIDADO A PROTEASAS INTESTINALES EN HOMOGENEIZADO DE MUCOSA.
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FIGURA 40. SENSIBILIDAD DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA
PURIFICADO DE ANIMALES JOVENES FRENTE A PROTEASAS

INTESTINALES.
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FIGURA 41. SENSIBILIDAD DEL COMPLEJO SACARASAISOMALTASA

PURIFICADO DE ANIMALES VIEJOS FRENTE A PROTEASAS INTESTINALES.
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FIGURA 42. SENSIBILIDAD DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA,

PURIFICADO Y OXIDADO, TFRENTE A PROTEASAS INTESTINALES.
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IV.14. INACTIVACION TERMICA DEL COMPLEJO-SI.

Las Fig.43 y 44 reflejan las curvas de inactivacién del
complejo-SI de joven y viejo, medido como actividad sacarasa
€ 1iscomaltasa respectivamente, y sometidos a diferentes

temperaturas.

La Fig.45 muestra la inactivacién térmica del complejo

oxidado de animales jovenes (con diferentes tiempos de

oxidacién), medido como actividad sacarasa, a 45°9C.
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FIGURA 43. SENSIBILIDAD DE LA ACTIVIDAD SACARASA DEL

COHMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA DE ANIMALES JOVENES Y VIEJOS A
DIFERENTES TEMPERATURAS.
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FIGURA 44. SENSIBILIDAD DE LA ACTIVIDAD ISOMALTASA DEL
COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA DE ANIMALES JOVENES Y VIEJOS A

DIFERENTES TEMPERATURAS.
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FIGURA 45. INACTIVACION A 45°C, DEL COMPLEJO-SI DE JOVEN
OXIDADG A DIFERENTES INTERVALOS DE TIEMPO, MEDIDA COHO
ACTIVIDAD SACARASA.
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IV.15. EFECTO DE LA GLUCOSILACION SOBRE LA SENSIBILIDAD A

PROTEASAS DEL COHMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA.

Diversos autores han sugerido gque la glucosilacidn de
algunas proteinas se realiza como medio de defensa o
proteccién ante el ataque de proteasas. Para confirmar este

hecho se procedié a la desglucosilacién del complejo-SI de

Joven y a su posterior oxidacién y tratamiento con
proteasas. Los resultados obtenidos se muestran en 1la
Fig.46.



FIGURA 46. EFECTO DE LA GLUCOSILACION SOBRE LA SENSIBILIDAD
DEL COMPLEJO PURIFICADO, MEDIDA COMO SACARASA, FRENTE A
PROTEASAS .

100

80+

40

¥ Actividad remanente

20-

Tiempo de incubacidn (horas)

Experimento realizado en el complejo-SI purificado de:

®joven

Aviejo

*desglucosilado

Ojoven oxidado a 3 horas

AJoven desglucosilade y oxidado a 1/2 hora
Mjoven desglucosilado yv oxidado a 3 horas



DISCUSION




V. DISCUSION.

V.1. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA EDAD SOBRE DISTINTOS
PARAMETROS FISIOLOGICOS DEL INTESTINO DELGADO DE LA RATA.

A lo largo de 1la vida de la rata, se han observado una
serie de cambios tanto estructurales como funcionales en el
tracto gastrointestinal (Thomson y Keelan, 1986). Sin
embargo, y a diferencia de lo que ocurre en otros sistemas,
como en el caso del cardiovascular, el tracto
gastrointestinal no revela un deteriorc estructural vy
funcional que sea dramatico para la supervivencia del
animal. Existen controversias scobre 1los cambios tanto
morfolégicos como funcionales que se producen durante el

proceso de envejecimiento en el intestino delgado.

En 1la Tabla XXX se resumen los diferentes resultados
obtenidos para el peso, v longitud del intestince de ratas
jévenes y viejas, asi como para el peso de mucosa, contenido

de proteina tanto en homogeneizado como en vesiculas.

Como era de esperar y se observa en dicha Tabla, el
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peso de las ratas aumenta con la edad de las mismas, de una
manera clara v estadisticamente significativa, pasando de
251,1+17,4 g en los animales joévenes, a 448+15,88 g en 1los
animales viejos. Estos resultados son totalmente andlogos a
los encontrados por otros autores para ratas Wistar (Holt vy
col. 1984; Espdsito y ecol., 1985; Helt y col., 1885; Raul ¥y
ccl., 1988).

Los datos disponibles sobre la variacidén del tamafio vy
la longitud del intestino delgado de la rata con la edad son
escasos (Raul y col. 1988). Nuestros datos muestran que la
longitud total del intestino delgado, medido desde la unidn
piloroduocdenal hasta 1la vdlvula ileocecal, se mantiene
practicamente constante, no encontrandose diferencias
estadisticamente significativas, existiendo s6lc pequefias
variaciones entre las medidas del intestino delgadoc de 1los
animales viejos con respecto a los de Jévenes, obteniéndose
111,0+43,8 cm v 110,7+3,2 cm vrespectivamente. Estos
resultados son totalmente analogos a los encontrados por

Penzes (1984).

El contenido en mucosa raspada, expresado como peso
himedo, sumenta con la edad en todos los tramos intestinales
estudiados, de una manera estadisticamente significativa, en
todos 1los segmentos intestinales estudiados, pasando, de

0,41+0,05, 0,44+0,07, 0,42+0,05 y 0,35+0,05 en duodeno,
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veyuno, ileon proximal e ileon distal de animales jdvenes a
0,51+0,08, 0,52+0,07, 0,50+0,08 y 0,40+0,05 g en duodeno,

veyuno, ileon proximal e ileon distal de animales vieJos.

En todos 1los casos estudiados, la menor cantidad de
mucosa obtenida mediante raspado se obtiene en el 1ilecn
distal, tantoc en animales jévenes como viejos, siendo la
cantidad de mucosa en el resto de los segmentos estudiados,
para un mismo grupo -jovenes o viejos-, del mismo orden, si
bien, como yva se ha indicado, ls cantidad de mucosa obtenida
para un determinadoc segmento es siempre mayor en los
animales viejos. Estos resultados estan de acuerdo con los
resultados encontrados en ratdén por Moog (1977), y en rata
Fischer (Holt vy col., 1984). Ezste aumentoc en la cantidad de
mucosa podria ser consecuencia del incremento observado con
la edad para la submucoza y el espesor de las vellosidades

encontrado por Raul y col., 1988.

En 1la Tabla XXX se muestran también 1los resultados
encontrados pars el contenido proteico de la mucosa obtenida
mediante raspado de los distintos segmentos intestinales
estudiados, tanto en animales jévenes como en animales
viejos, asi como el contenido proteico de 1las membranas

del borde en cepillo del intestino delgado.

Como se puede observar, el contenidc proteico de 1la
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mucosa intestinal, varia de wuna manera estadisticamente
significativa con la edad. Por el contrario, en las
membranas del borde en cepillo, con la edad, no se observa
diferencia estadisticamente significativa en el contenido

proteico.

V.2. ESTUDIO DE LA VARIACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DEL
COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA CON LA EDAD.

Hemos encontrado gque la actividad especifica del
complejo sacarasa-isomaltasa disminuye entre un 27-30% en el
intestino de 1la rata Wistar con 1la edad, como queda
reflejado en las Fig.17, 18 y 19. Estos resultados gque estan
de acuerdo con los obtenidos por otros (Rommel y Bd&hmer,
1872; Ho6hn y col., 1878; Holt, 1985), estan, sin embargo, en
desacuerdo con los obtenidos por Raul y col. (1988), gque han
aportado resultados totalmente contrarios, encontrando un
aumento de actividad enzimadtica para este tipo de enzimas en
el intestino de ratas viejas y con los aportados por Welsh y

col., 1978 que recogen un mantenimiento de la misma.

La actividad enzimética de las distintas disacaridasas
intestinales, no es uniforme a 1lo largo del intestino
delgado (Triadou y col., 198983; Thomson y Keelan, 1886a, b).

Como puede observarse, de los resultados expuestos en la
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Fig.16 los niveles de actividad especifica sacarasa
encontrados en el duodeno y yeyuno son significativamente
superiores a 1los encontrados en el 1leon, donde dichas
actividades son relativamente bajas, como consecuencia que
la mayor parte de la digestidén v absorcidn de glucidos se
realiza en los segmentos anteriores, por lo que en las
determinaciocnes sobre el complejo sacarasa-isomaltasa
posteriores a la determinacidén de actividades especificas en
los diferentes segmentos intestinales y su variacidén con la
edad, sé6lo se ha utilizado‘ los segmentos de intestino

correspondientes al duodeno y yveyunoc.

En cuanto a 1la relacidén con 1la variacién de la
actividad especifica del compledo sacarasa-isomaltasa
durante el procesoc de envejecimiento, se observa gue
mientras que en el duodeno, yeyuno e ileon proximal tiene
lugar una disminucidn significativa (del 32%, 38% vy 21%
respectivamente) de la actividad especifica sacarasa, en el
ileon es muy pequefia, pero practicamente, no se modifica;
sin embargo, para la actividad isomaltasa se observa una
disminucidén generalizada a lo large de todo el intestino
delgado (del 28% en duodeno, 28% en yeyuno, 18% en ileon

proximal y 36% en ileon distal).

La Fig. 17 contempla que la pérdida de actividad es

progresiva a medida que el animal envejece, siendo mas
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pronunciada esta pérdida en la etapa final, a partir de los
20 meses de edad, si bién esta pérdida de actividad
especifica, que se alcanzan en la senectud, parece no ser
suficiente para impedir el desarrollo normal de la actividad

funcional del organismo completo.

Dado que 1la disminucién de actividad especifica
cbservada con la edad, podria ser debida entre otras caussas,
a la disminucién de 1la sintesis del complejo o a la
acumulacién de formas inactivas o menos activas (Gershon vy
col., 1879), se procedié al estudio de la relaciédn
actividad/cantidad de enzima mediante inmunotitulacidn
(Gordillo, 1988). Las inmunotitulacidnes se realizaron en
homogeneizados de mucosa intestinal, utilizando para ello
anticuerpos policlonales anti-sacarasa-isomaltasa ¥ el
anticuerpoc monoclonal BBC 1-35/11/2, especifico para la

subunidad isomaltasa. Debido a que en el homogeneizado del

intestino delgado pueden existir, en teorisa, complejo
sacarasa-isomaltasa unido & 1la membrana; subunidad
isomaltasa unida a la membrana; subunidad isomaltasa

y subunidad sacarasa separadas o formando complejo,
desprendidas en el lumen intestinal, cuando utilizamos los
anticuerpos policlonales, inmunotitularemos todos estas
estas posibilidades, ya que reconoceran tanto a una como &
otra subunidad. Ahora bién, con el monoclonal BBC 1-35/11/2,

al ser especificos de 1la subunidad isomaltasa, s6lo
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inmuncotitularemos la isomaltasa gue se encuentre unida o no
a membrana, ya esté separada o formandoc parte del complejo,
e indirectamente reconoceria la sacarasa que se encuentre

unida a la isomaltasa, ignorando la que se encuentre libre.

Comc se observa de los resultados expuestos en las
Fig. 20 vy 21, para inmunotitular con los policlonales, una
determinada cantidad de actividad sacarasa (100 mU) en
homogeneizado de ratas Joévenes se necesitan 38 ul de
antisuero, mientras que para inmunctitular la misma
actividad en homogeneizado de ratas viejas se necesitan 51
ul del antisuero, es decir 1,34 veces més cantidad de
anticuerpo gque en el homogeneizado de ratas jévenes.
Resultados andlogos se obtienen para la inmunotitulacidén de
60 mU de actividad isomaltasa, donde en homogeneizado de
Jéven se necesitan 45 ul de antisuero frente a 65 ul para el
homogeneizado de viejos, es decir 1,44 veces més cantidad de

antisuero para inmunotitular el homogeneizado de viejos.

Los resultados obtenidos para la inmunotitulacién de
la sacarasa e isomaltasa en una muestra de homogeneizado de
mucosa intestinal de animales Jévenes y viejos, con el
monoclonal, se muestran en las Fig. 22 yv 23, v como puede
verse, el anticuerpo BBC 1-35/11/2 precipita la actividad
isomaltasa, e indirectamente la actividad sacarasa

correspondiente a la subunidad sacarasa gque sSe encuentre
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unida a la subunidad isomaltasa, es decir la que se
encuentra formando el complejo sacarasa-isomaltasa. Sin
embargo v como puede apreciarse en las figuras mencionadas
el anticuerpo precipita toda 1a actividad isomaltasa
presente pero queda sctividad remanente sacarasa en el
sobrenadante lo que indica gque existen subunidades sacarasa
libres, no unidas a la subunidad isomaltasa en el

homogeneizado.

En la Fig. 24 podemos ver que la cantidad de anticuerpo
necesarioco para precipitar la misma cantidad de actividad
enzimdtica isomaltasa en homogeneizado de mucosa intestinal
de viejos, es mayor (72 ul) que 1la necesaria para
precipitar 1la misma cantidad de actividad (100 mU) en
homogeneizado de mucosa intestinal de jdévenes (51 ul). Esto
se podria interpretar suponiendo la existencia de una mayor
cantidad de moléculas enzimdticas no activas o© menos
activas en el tejido de los animales viejos comoc se ha
descrito para otras proteinas (Levine y col., 1981; Dice,
1982; Stadtman, 1986; Davies, 1987; Davies y Goldberg, 1987;
Davies vy Lin, 1988; Stadtman, 1888, 1990; Gordillo y col.
1988, 1890).
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V.3. PURIFICACION DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA Y
CITRACONILACION.

La existencia de formas inactivas y/o menos activas
también se puede poner de manifiesto por métodos puramente
biocquimicos, tales como son los métodos cromatograficos de
purificacisdén. La actividad especifica para el complejo de
animales viejos es un 32% menor que la encontrada para el
complejo de animales jévenes, en el complejo purificado.
Esta diferencia, no es sin embargo, atribuible a la
purificacién selectiva de formas salteradas del complejo
enzimatico, ya gque el porcentaje de recuperacidén de la
actividad total, asi como el rendimiento durante la
purificacidn, es préacticamente igual, independientemente de
que el complejo proceda de animales jévenes o de animales

viejos, como se pone de relieve en la Tabla XI.

En la Tabla XII se muestran los resultados obtenidos en
el proceso de separacidn de las subunidades por
citraconilacién, y como puede observarse, la recuperacién de
la actividad es précticamente igual para el complejo aislado
de animales jévenes y para el aislado de animales viejos e
incluso para el complejo oxidado, si bien también puede
observarse que la recuperacion de la actividad isomaltasa
es mayor que la de la subunidad sacarasa, probablemente

debido a su mayor estabilidad frente a la agresidén por
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sustancias oxigenadas vy a l1ls proteolisis, lo que
indirectamente nos podris indicar que la oxidacidn actua

como sefial previa a la proteclisis.
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V.4. ESTUDIO DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA HMEDIANTE LA
UTILIZACION DE REACTIVOS ESPECIFICOS DE AMINOACIDOS.

Dado que diferentes autores han visto gue la pérdida de
actividad de ciertas enzimas va asociada a la modificacidn
de ciertos restos aminoacidicos, se procediéd a titular
restos de lisina, histidina, metioninas, argininas, y grupos
sulfidrilos por ser dichos restos los méAs vulnerables
fisologicamente a los procesos de modificacidn especialmente

a los oxidativos.

El objeto de utilizar estos reactivos, es el emplearlos
como sondas con el fin de acceder a los restos aminocacidicos
gque por la topologia del complejo o de las subunidades estan
situados en la superficie accesible de 1la molécula. En
teoria, si1 1la molécula de joven v viejo son exactamente
iguales, el numero de restos accesibles/ titulables cabria
esperar gque fueran iguales. Si por alguna causa la
conformacién y/o estructura de las proteinas de Jjoven ¥y
viejo difieren, lo méds probable es que el nimero de restos
accesibles varie. Consecuentemente el niuimero de restos
titulables en 1la proteina de animales jévenes y en 1la de
animales viejos, probablemente, no serédn iguales. Por regla
general, se ha encontrado que para muchas enzimas el numero
de restos titulados en proteinas de animales viejos es menor

que el encontrado en proteinas de animales Jjodvenes, pero
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esto no descarta la posibilidad de las otras dos opciones,
es decir, que en ciertos casos, se titulen los mismos ¢ méas
restos aminocacidicos en proteinas de animales viejos que en

las correspndientes proteinas de animales jovenes.

En la Tabla XVI se observa que en su forma nativa, ni
el complejo-SI ni sus subunidades poseen grupos -SH 1libres,
y s6lc tras un periocdo largo de incubacién (60 min) empieza
a observarse reaccion, probablemente debido 8 la
desnaturalizacién de 1las moléculas y por tanto a la
consecuente exposicién de algunos grupocs -SH, aque en
condiciones normales o nativas estédn ocultos en el interior
de la molécula. También podemos observar los resultados
obtenidos para el complejo-SI v sus subunidades separadas,
tras la correspondiente desnaturalizacién con clorhidrato de
guanidina B8M, valorandose 12,8 restos en el complejo de
animales Jévenes, 9,1 restos en el correspondiente a
animales viejos v 7,8 restos en el complejo oxidado.
Resultados andlogos se obtienen con las subunidades

separadas.

En 1la Tabla XVII puede observarse que practicamente
todos los grupos 1lisina presentes en cada una de las
moléculas (48 para el complejo-SI, 25 para 1la subunidad
sacarasa Yy 28 para la isomaltasa) son titulables con este

reactivo. En 1las Tablas XVIII, XIX y XX se observa que a
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partir de la titulscidén de 5 restos en el complejo y en las
subunidades sacarasa e isomaltasa, se observa una rapida
pérdida de actividad, probablemente debida a cambios
conformacionales en las moléculas, que conducen a la
desnaturalizacién de la proteina, facilitandose asi el

acceso del reactivo.

En 1la Tabla XXI se muestran los resultados obtenidos
para 1la titulacién de grupos histidina. Las reacciones que
se producen con el reactivo DEPC pueden ser atribuidas
exclusivamente a la modificacién de restos de histidina, vya
que en las condiciones utilizadas no reaccionan ni 1los
restos tirosina ni los grupos -SH, como se deduce del
espectro UV que presenta un médximo a 245 nm caracteristico
de la N-carboxihistidina, sin observarse variacidén en el
rango de 280 nm y de 1& ausencia de grupos -8H titulables en
la forma nativa tanto del complejo como de sus subunidades
separadas. Como puede verse, en el complejo-SI de Jjoven vy
viejo, el ndimero de restos histidina es de 18,2 y 16,7
respectivamente. Cuando se trata el complejo-3I con el
sistema de oxidacidén Ascorbato/Cu(II)/Oz, el numero de
grupos histidina valorables se reduce significativamente a
un valor de 15,2. Mientras que para la subunidad isomaltasa
se observa un comportamiento semejante al descrito para el
complejo completo, para la subunidad sacarasa se observa una

diferencia significativa, seguin se trate de la procedente de
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animales jovenes o viejos. Asi, mientras gque para la
sacarasa de ratas Jjévenes se titulan 11,2 restos, en la de
ratas viejas sdlo se logran titular 8,7 restos. En las
subunidades oxidadas se sigue observando un descenso
significativeo de 1los grupos histidina. En 1la Tabla XXII
puede apreciarse que la modificacién de mds de tres restos
de 1los grupos histidina en el complejo-SI conduce a una
rdpida pérdida de actividad tanto para el de joven comoc para
el de viejo y el oxidado. En las subunidades separadas, el
efecto de la modificacién scbre la subunidad sacarasa es méas
significativo que sobre la subunidad isomaltasa. La
modificacién de méds de dos restos de histidina en 1la
subunidad sacarasa (Tabla XXIII) induce un réapido cambio de
actividad, mientras que para la subunidad isomaltasa es
preciso 1la modificacidén de tres o méds restos de histidina

para observar el mismo resultado (Tabla XXIV).

Respecto a la titulacidén de restos de arginina, en la
Tabla XXV puede apreciarse que el nuimera de restos titulados
con este rectivo es précticamente igual en el complejo de
animales Jjovenes que de viejos, observadndose s6lo una
pequeria disminucién en el complejo oxidado, lo gue indica
que, para nuestra enzima, este tipo de resto amincacidico es
altamente resistente a la oxidacién por sustancias
oxigenadas activas. La pérdida de actividad como puede

observarse en la Tabla XXVI, empieza a ser significativa
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sdlo tras la modificacién de un elevado nimero de restos
arginina (16 para el complejoc-8I de jdvenes y viejos y 14 en

el complejo oxidsado).

De 1los resultados expuestos en la Tabla XXVII con
respecto a la titulacidén de restos metionina, se observa gque
no existe diferencia entre el complejo de animales jévenes y
viejos, mientras gue para el complejo oxidadoc si existe
diferencia, 1o que revela la sensibilidad de este tipo de
resto aminoacidico frente a sustancias oxigenadas activas.
Ne¢ obstante, como se aprecia en la Tabla XXVIII, la
oxidacidén de estos restos de metionina no implica una
pérdida apreciable de la actividad sacarasa e isomaltasa del
complejo-5I y sé6lo tras la modificacidén de més de la mitad
de los restos titulables, la actividad comienza a perderse

rapidamente.

En 1las Tablas XXXI y XXXII se resumen 1los datos
obtenidos en la titulacidén de los restos aminoacidicos en el
complejo-81 y sus subunidades separadas, de animales
jévenes, viejos v oxidado, sefialande si las diferencias
encontradas son estadisticamente significativas. Como
podemos observar sdélo para los restos de lisina, histidina y
grupos -SH encontramos algin tipo de diferencias
estadisticamente significativa. Para el caso de los restos

de lisina encontramos que no existe diferencia
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estadisticamente significativa entre el complejo de joven y
de viejo pero al titular 1las subunidades por separado
encontramos diferencia estadisticamente significativa para
la subunidad sacarasa. Respecto a los restos de histidina
encontramos diferencias estadisticamente significativas
tanto en el complejo como en la subunidad sacarasa. Por
dltimo respecto a los grupos -SH encontramos diferencias
estadisticamente significativas en la subunidad sacarasa y
en la subunidad isomaltasa. En cuanto a la titulacidén del
complejo sacarasa-isomaltasa y de sus subunidades por
separado en animales Jjévenes y en oxidado encontramos
diferencias significativas para 1la mayoria de las

titulaciones realizadas.

Estos resultados parecen estar sugeriendo una mayor
sensibilidad de los restos de lisina e histidina asi como de
los grupos -SH a las modificaciones con la edad. Esto
concuerda con lo encontradoc por otros autores para otras
proteinas, que sugieren que los grupos -SH son altamente
sensibles a los procesos oxidativos (Chang y Chueh, 1880;
Hightower v col., 1888) asi como los restos de histidina vy
lisina que son suceptibles de ser oxidados in vivo por
diferentes sistemas de oxidaciédn, que implican 1a
intervencidn de sustancias oxigenadas activas, dando lugar a
los correspondientes derivados carbonilicos (Stadman, 19886,

1990; Levine, 1981; Amici y col., 1988; Gordillo vy col.,
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1988, 1888).

De 1los datos anteriormente expuestos, observamos que
para todos los restos titulados, salveo para la arginina, se
encuentra comc denominador comin, que la suma de los restos
titulados para la subunidad sacarasa y para la subunidad
isomaltasa por separadc son superiores a los restos
titulados para las dos subunidades formando el complejo, 1lo
que podria indicar que dichos restos se encuentran en la
zona de interaccién entre las dos subunidades, aunque esto
no tiene pecr que indicar que dichos restos estén
directamente implicados en la interaccidn de las
subunidades, sino que se encuentran en una zona que no estéa
directamente accesible al reactivoc utilizado cuando se esta
titulando al complejo y dque cuando Separamos las
subunidades, manteniendo su actividad, y por tanto su
estructura, estos restos gquedan accesibles al reactivo
utilizado, o que las subunidades por separado presenten una
configuracidén distinta a 1la que presentan cuando estan
formando parte del complejo. En el caso de los restos de
arginina la suma de 1los restos titulados para las
subunidades separadas es inferior a los restos titulados
para el complejo, esto podria explicarse por el cambio
conformacionan indicado mé&s arriba, en el que con la nueva
conformacidn ciertos restos que en el caso de estar formando
el complejo son accesibles al reactivo, ahora con la nueva

conformacidn no lo son.
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V.5. ESTUDIO DEL ESTADO DE OXIDACION DEL COMPLEJO-SI DEL

INTESTINO DELGADO DE RATAS JOVENES Y VIEJAS.

De 1los resultados obtenidos en la titulacidén con
reactivos especificos, se observa que para la titulacidn de
restos de histidina y 1lisina, se obtienen diferencias
estadisticamente significativas, bien en el complejo-SI o
bien en alguna de las subunidades por separadas, y teniendo
en cuenta que las modificaciones oxidativas de los restos
aminoacidicos de las proteinas tienen lugar preferentemente
sobre restos de lisina, histidina, arginina y prolina
(Amici, 1989; Stadman, 1880; Gordillo, 1888, 1888), dando
lugar a la formacidén de 1los correspondientes derivados
carbonilicos, por le que se procedio a la titulacioén de
grupos carbonilos en el complejo-SI y en las subunidades

separadas.

V.5.1. TITULACION DE LOS GRUPOS CARBONILOS.

La medida de grupos carbonilos es un buen parédmetro
para determinar el estado oxidativec de una molécula, por lo
que se procedio a su titulacién por el método de la
Digoxigenina-X-hidrazida (Bautista, comunicacidén personal).
Este procedimientoc es altamente especifico ya que al no

fijarse, en los pocillos de 1la microplacs, ni los
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polisacédridos ni los &cidos nucleicos, que interfieren en el
ensayo, -en el caso de muestras no purificadas-, se eliminan
las dos principales fuentes de error que presentan la
mayoria de los métodos utilizados para la cuantificacidén de
grupos carbonilos en proteinas. Valorandose especificamente
los grupos carbonilos presentes en las proteinas. Por otro
lado, 1la sensibilidad del método viene determinada por la
sensibilidad de 1la enzima acoplada al anticuerpo anti-
Digixigenins (la fosfatasa alcalina) aque permite la
deteccidén de grupos carbonilos, en muestras, hasta con 10 ug

de proteina.

Como podemos observar, en la Tabla XXXII la suma de los
grupos carbonilos titulados para las subunidades separadas
es ligeramente superior a los de los grupos titulados para
el complejo-8I del que provienen 1lo que podria ser
indicativo de la existencia de restos aminoacidicos
fédcilmente oxidables en la zona de interaccidén entre las
subunidades, o© que, en el caso de gque las subunidades
separadas presenten una configuracién distinta a la que
presentan cuando estan asociadas formando el complejo, el

nimero de restos oxidables sea mayor.

En relacién con el contenido de grupos carbonilos del
complejo-SI con la edad, en la Fig. 29 puede observarse la
evolucidn, incrementandose claramente el contenido en grupos

carbonilos en las etapas finales de la vida de la rata.
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V.5.2. INACTIVACION DEL COMPLEJO-SI MEDIANTE OXIDACION CON

SISTEMAS-MCO NO-ENZIMATICOS.

V.5.2.1.Inactivacion del complejo sacarasa-isomaltasa:

Los resultados obtenidos para 1la inactivacién del
complejo sacarasa-isomaltasa, con los sistemas-MCO:
ascorbato/Cu(II)/02 v ascorbato/Fe(III)/Oz, se muestran en
la Tabla XIII.

La inactivacién del complejo-SI por el sistema-MCO
no-enzimatico ascorbato/Cu(II)/Oz conduce a una pérdida de
actividad sacarasa del 30% v del 13% de 1la actividad
isomaltasa a las 3 horas, mientras que el sistema
ascorbato/Fe(III}/0, conduce a un 20% de pérdida de
actividad sacarasa y del 10% de la actividad isomaltasa tras
el mismo periodo de incubacidén, y s6élo tras incubaciones
prolongadas de hasta 50 horas las pérdidas de actividad son
practicamente totales. Estos resultados son totalmente
diferentes a los observados para las enzimas intracelulares
que tras incubaciones de B80-120 min., précticamente ya han

perdido toda su actividad.
Estos resultados parecen reflejar una mayor estabilidad

de 1las proteinas de membrana frente a estos sistemas y el

que 1los restos suceptibles de oxidacidén no son esenciales
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para la actividad del complejo y s6lo tras incubaciones
prolongadas cuando el nimero de restos oxidados es grande,
probablemente, se induzcan cambios conformacionales que
serian los responsables de la pérdida de actividad. Pero
para que esto tenga lugar es necesario que los cambios sean

grandes, es decir que la oxidacidn sea masiva.

Esto es 1l6gico, ya que estas moléculas deben presentar
mayores estabilidades, debide a4 gque por su situacién

fisioldgica estédn sometidas a un mayor estrés in vivo,

V.5.2.2. Inactivacién de l1la subunidad sacarasa:

En 1la Tabla XIV =se muestran los resultados obtenidos
por la inactivacién de la subunidad sacarasa con los

sistemas-MCO: ascorbato/Cu(II)/Oz v ascorbato/Fe(III)/Oz.

Como puede observarse, la inactivacidén de la subunidad
sacarasa con el sistema no enzimatico: ascorbato/Cu(Il)/0O,
conduce a una pérdida de actividad del 35% a las 3 horas,
mientras dque el sistema ascorbato/Fe(III)/02 conduce a una
pérdida de actividad del 27% trds el mismo periodo de
incubacién. De nuevo y al igual que ocurre con 1 complejo-
SI, s6lc tras periocdos de incubacién prolongados, 50 h, 1la

pérdida de actividad es practicamente completa.
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V.5.2.3. Inactivacién de 1a subunidad isomaltasa:

Los resultados de 1la inactivacién de la subunidad
isomaltasa, por los sistemas-MCO anteriormente utilizados
para la oxidacidén de la subunidad sacarasa, vienen

reflejados en la Tabla XV.

La oxidacién con el sistema ascorbato/Cu(lI)/0, de 1la
subunidad isomaltasa conduce a una pérdida de actividad del
9% a las 3 horas, mientras que con el sistema
ascorbato/Fe(III)/Oz se produce una pérdida de actividad del
7% trds el mismec periodo de incubacidn, y sdlo tréds un
periocdo de incubacidén de 50 h la pérdida de actividad es

completa.

Estos resultados parecen indicar que el efecto de las
sustancias oxigenadas activas sobre el complejo-8I, asi como
sobre las subunidades separadas, no tiene lugar sobre el
centro activo de las subunidades ni sobre ningun otro punto
que pueda afectar directamente la estructura activa del
complejo. Por ello, estas sustancias oxigenadas activas
deben actuar sobre restos aminoacidicos que no se encuentren
directamente implicados, ni en los centros activos, ni que
desempefien funciones estructurales esenciales para las
moléculas, al contrario de lo que han observado otros

autores (Levine v «col., 1981; Horecker y col., 1985;
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Gordille vy «col., 1888, 1989) para otras clases de enzimas,
fundamentalmente deshidrogenasas y quinasas, para quienes el
tratamiento con estos sistemas de oxidacidn conduce a una

pérdida rédpida y total de la actividad enziméatica.

Por otra parte, estos resultados indican también que
para gque pueda observarse una pérdida de actividad clara, de
un 20-30%, en el complejo-SI y/o en 1las subunidades por
separado,es necesario realizar una larga incubacidn -
aproximadamente unas 3 horas- de las enzimas con el sistemsa
de oxidacién, y que 1la subunidad méAs sensible . es 1la

subunidad ssacarasa.

V.6. ESTADO DE OXIDACION DE LAS PROTEINAS DEL INTESTINO
DELGADO DE RATA.

Dado que el complejo-SI de ratas viejas presenta un
mayor contenido de grupos carbonilos -lo gque sugiere un
mayor grado de oxidacidn- que el complejo-SI de Jjoven, vy
para ver si éste es o0 no un fendmeno especifico para el
complejo-SI, se ha procedido a medir el nivel de grupos
carbonilos en homogeneizados de mucosa de ratas de
diferentes edades, mediante el método de la Digoxigenina-X-

hidrazida.

198



Como se observa de los resultados expuestos en la
Fig.30, el estado de oxidacidén de las proteinas de la mucosa
del intestino delgado de la rata aumenta con la edad y al
igual que se ha observado para el complejo-SI purificado.
Los fendémenos de oxidacién parecen tener lugar de una forma
mads intensa en los Ultimos meses de vida de 1la rata (a

partir de los 20 meses).

Si bien, en este caso observamos que el contenido de
grupos carbonilos por mg de proteina es bastante mayor gque
en el caso del complejo-SI purificado, lo que parece indicar
que el complejo-8SI es mas resistente a los procesos de
oxidacidén, o bién que en el intestino existen proteinas

bastante méds sensibles a la oxidacidén que el complejo-SI.
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V.7. ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN EL INTESTINO DELGADO.

La actividad proteolitica en el intestino se ha medido
tanto para la actividad proteolitica de origen pancreatico
como para la actividad protedlitica propia del intestino,

localizada sobre la mucosa.

V.7.1. ACTIVIDAD PROTEOLITICA PANCREATICA.

La actividad proteolitica de origen pancredtico se ha
medido en el jugo intestinal (lavado del intestino), de
ratas de diferentes edades (3, 9, 12, 24, 28 meses). Como se
observa de los resultados expuestos en la Fig. 31, dicha
actividad presenta una disminucién practicamente lineal con
la edad de la rata. Estos resultados son semejantes a los
obtenidos por otros autores (Holt y «col., 1985). La
disminucién de esta sactividad explicaria en parte 1la
acumulacion de proteinas alteradas (oxidadas) en el
intestino con la edad, como anteriormente ya se ha indicado
al discutir el contenido proteico de la mucosa raspada, en

los diferentes segmentos intestinales.

V.7.2. ACTIVIDAD PROTEOLITICA INTESTINAL

La actividad proteolitica de origen intestinal se ha
medido en homogeneizado de mucosa (gin tratar con papaina)

en ratas de diferentes edades (3, 9, 12, 18, 24 y 28 meses),
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a pH 5,5 (actividad protedsica &cida) y a 8,8 (actividad

proteasica alcalina (Rivett, 1985).

Como se observa de los resultados expuestos en la
Fig.32 1la actividad protedsica é&cids es muy baja v,
practicamente no varia con la edad, mientras que la
actividad proteédsica alcalina a partir de una determinada
edad (20 meses) experimenta un declive muy pronunciado,
reduciendose practicamente, a los 28 meses, a un 20% de la
actividad presente a los 3 meses. Estos resultados son
analogos a los encontrados por otros antores, en trabajos
realizados con proteina citoplasméaticas (Starke-Reed y
Oliver, 1989). Si bien parece 1lé6gico que la actividad
protedsica dcida sea baja, ya que este tipo de actividad es

fundamentalmente de origen microsomal.

V.8. SENSIBILIDAD DEL COMPLEJO SACARASA-ISOMALTASA FRENTE A
PROTEASAS PACREATICAS.

.La estabilidad frente a protessas pancredticas se ha
estudiado en homogeneizados de mucosa (complejo-SI unido a

membrana) y en el complejo-SI purificado.

Como se observa en la Fig. 33 el complejo-SI unido a

membrana es muy resistente cuando se somete al tratamiento

con proteasas pancreaticas a concentraciones bajas,
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similares a las encontradas in vivo. Estos resultados
concuerdan plenamente con los esperados, teniendo en cuenta
la localizacién de dicho complejo enzimdtico en las
membranas del enterocito, donde, al encontrarse en el lumen
intestinal, estén expuestas inm vivo a la accién de distintas
proteasas digestivas existentes en el Jjugo pancreatico y en
la propia pared intestinal, y ademds porgque se logra
solubilizar el complejo, manteniendo la mayor parte de su
actividad cuando se le somete a la accién de la papaina, que
rompe séla a nivel del péptido de anclaje a la membrana,

dejando intacto el resto del complejo.

Sin embargo, cuando se realiza el tratamiento con
proteasas a concentraciones relativamente altas, 10 veces
superiores a las encontradas in vivo, los resultados son
diferentes, segin el ensayo se realice en homogeneizado de

mucosa o con el complejo purificado.

Cuando se estudia el comportamiento del complejo-SI en
homogeneizado de mucosa frente a proteasas pancreaticas, se
observa una pérdida acentuada de la actividad sacarasa,
mientras que para la actividad isomaltasa sélo se observan
ligeras pérdidas (Fig. 34), independientemente de que el
estudio se realice en Jjévenes o en viejos, aungue el
complejo de viejos siempre muestra ser ligeramente méas

sensible a las proteasas.
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Cuando el complejo-8SI purificado y en condiciones
nativas, se somete a una digestidén con tripsina a
concentracidén alta (10 veces la fisiologica) y manteniendo
la temperatura a 37°C se observa una marcada diferencia
entre 1la desaparicidén de la actividad sacarasa y de 1la
actividad 1isomaltasa, invirtiéndose la sensibilidad de las
subunidades frente a las proteasas con respecto a lo que le
ocurria al homogeneizado (Fig. 35). Al igual que en el caso
del complejo unido a membrana, el complejo de viejo muestra

una mayor sensibilidad frente a las proteasas.

El complejo-SI de joven oxidado, en homogeneizado de
mucosa, se trata con tripsina a 37°9C a alta concentracidn, y
se obtiene un aumento significativo en la pérdida de
actividad tanto sacarasa como 1isomaltasa, si bien la
pérdida de actividad sacarasa es significativamente mayor

(Fig. 38), gque la isomaltasa.

Para el complejo-SI purificado y oxidado (Fig. 37),
sometido a la accidén de tripsina en las mismas condiciones
que para el complejo oxidado del homogeneizado de mucosa,
vemos gque la sensibilidad a proteasas se ha incrementado con
respecto al complejo purificado sin oxidar. En este caso, al
igual que para el complejo purificado de Joven vy viejo,
también se observa la misma inversidén para la sensibilidad

de las subunidades frente a las proteasas.

203



Los resultados obtenidos, de 1la sensibilidad del
complejo {(de Joven, viejo, y oxidado) frente a proteasas
pancredticas a alta concentracidn, podrian explicarse si
tenemos en cuenta la topologia del complejo que in vivo se
encuentra anclado a la membrana por la subunidad isomaltasa
y expuesto al lumen intestinal, con lo que la subunidad
sacarasa estaria més accesible a la accidén de agentes
exégenos que la subunidad isomaltasa, que por su posicidén se
encontraria mas protegida. En el caso del complejo
purificado, en el gue tanto para el complejo de joven, como
para el de viejo, vy el oxidado, se observa una inversién de
la sensibilidad de las subunidades frente a las proteasas,
gue podria explicarse, suponiendo un cambio conformacional
del complejo en el que ahora la subunidad isomaltasa, seria
méas sensible a dichos agentes hidroliticos. Esto explicaria
también, en parte, la presencia de subunidades sacarasa

libres en el lumen intestinal.

V.9. SENSIBILIDAD DEL COMPLEJO-SI FRENTE A LAS PROTEASAS
INTESTINALES.

En este caso, al igual que en el caso anterior, el
estudio se ha realizado con el complejo-SI unido a membrana

v con el complejo-S1I purificado.
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En el estudio de la sensibilidad, frente a proteasas
intestinales alcalinas, del complejo unido a membrana, de
animales Jjoévenes y viejos, el mismo homogenizado actua
directamente como fuente de proteasas. Sin embargo, en el
caso del complejo oxidado, se mezclan 1 ml de complejo
oxidado (homogenado-oxidado) con 1 ml de complejo nativo
(homogenado). Tomandose como actividad inicial (100%) la

actividad de la mezcla a tiempo cero.

La sensibilidad del complejo purificado se ha estudiado
tanto en el purificado de animales jévenes como de animales
viejos y oxidado, utilizando como fuente de proteasas el
propio homogenado ( 100 ul -0,5 mg/ml de proteina-/ml de

muestra -1 mg/ml de proteina).

Como se observa, de los resultados expuestos en las
Fig. 37 a 42, el complejo-SI de viejo, tanto wunido a
membrana como purificado, parece ser ligeramente mas
sensible a las proteasas intestinales que el complejo de
Jjoven, si bien la sensibilidad es bastante menor que la

observada para el complejo-oxidado.

En este caso no se observa la inversién de sensibilidad
detectada frente a las proteasas pancredticas, siendoc mas
sensible 1la subunidad sacarasa que la isomaltasa, tanto en

el complejo-SI unido a membrana como purificado, lo que

205



sugiere un mecanismo de accidén, para estas proteasas,
diferente al de las proteasas pancreaticas (fundamentalmente

la tripsina).

V.10. INACTIVACION TERMICA DEL COMPLEJO-SI.

De las curvas de inactivacidén del complejo-SI de Jjoven
vy viejo, sometido a diferentes temperaturas, se observa,
que la subunidad isomaltasa es mucho més inestable que la
subunidad sacarasa para unas condiciones y temperatura
dadas. Asi, la sacarasa pierde un 40% de su actividad tras 3
horas de incubacién a 45°C mientras gque la isomaltasa en 1

hora ha perdido la totalidad de su actividad (Fig. 43 vy 44).

En cuanto a la inactivacidén térmica del complejo-SI
oxidado (Fig.45), puede observarse que entre mayor es el
grado de oxidacidn, mayor es la inestabilidad térmica del

complejo.

Para determinar el componente termolabil se ha
extrapolado 1la zona 1lineal de la curva a tiempo cero,
pasandose de un valor de 6,7% a tiempo cero, a un valor de

40% a las cinco horas.

Estos resultados reflejan un comportamiento semejante

entre el complejo de viejos y el oxidado si bién el
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componente termolédbil es mayor en el complejo oxidado, 1lo
que parece sugerir que la termolabilidad venga determinada
por la modificacidén (oxidacién) de determinados restos
aminoacidicos (QOliver y Wittenberger, 1985; Oliver y c¢ol.,

1987b).

V.11. EFECTO DE LA GLUCOSILACION SOBRE LA SENSIBILIDAD A
PROTEASAS DEL COMPLEJO-SI.

De los resultados obtenidos hasta ahora se ha observado
gque si1 bien la oxidacidén da lugar a la aparicidén de
estructuras moleculares que presentan un comportamiento
cualitativo semejante al complejo aislado de viejo, desde el
punto de vista cuantitativo se observan importantes
diferencias entre el complejo oxidado y el de viejo por 1lo
que parece ser que ademds de la oxidacidén, que de hecho debe
actuar como sefial, debe existir algin otro componente
implicado en la inactivacién/degradacién del complejo

alterado.

Diferentes autores han sugerido la presencia de formas
desglucosiladas (Quaroni y col., 1985; Byatt ¥y col., 1990)
que son rapidamente degradadas cuando se trabaja en ausencia
de inhibidores de 1las proteasas (Bautista Yy col.,

comunicacién personal). Para confirmar este hecho, hemos
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procedido procedido a la desglucosilacidn del complejo-SI de
Jjoven y a su posterior oxidacién y tratamiento con
proteasas. De los resultados indicados en la Fig. 46, se
observa gque 1a desglucosilacidén, por si misma, conduce a
sensibilidades semejantes a la del complejo oxidado, pero
cuando 1la desglucosilacién va acompafiada de oxidacidén del
complejo, la sensibilidad a proteasas se dispara rapidamente
y ésta es posiblemente la causa por la que no se encuentran
formas desglucosiladas estables en las muestras estudiadas.
Las formas alteradas que encontramos seran formas
ligeramente oxidadas pero no desglucosiladas, ya que estas

ultimas serian rapidamente eliminadas.
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VI. CONCLUSIONES.

1.- Los niveles de actividad especifica sacarasa e
iscomaltasa, encontradocs en ducdeno )4 yeyuno, s0n

significativamente superiores a los encontrados en ileon.

2.~ La actividad especifica del complejo sacarasa-
isomaltasa disminuye entre un 27-30%, en el intestino

delgado de la rata Wistar, con la edad.

3.- Esta pérdida de asctividad es progresiva a medida que el
animal envejece, siendo méds pronunciada a partir de los 20
meses de edad, aunque no llega a impedir el desarrollo

normal de la actividad funcional del organismo completo.

4.- La cantidad de anticuerpc necesaria para inmunotitular
una determinada cantidad de actividad {(sacarasa o}
igsomaltasa), es mayor en viejos que en Jjévenes, lo que
indica 1la existencia de moléculas inactivas o con menor

actividad.

5.- La diferencia observada, durante el proceso de
envejecimiento, para la asctividad especifica del complejo
purificado, no es atribuible a la purificacidén selectiva de
formas alteradas, yva que el porcentaje de recuperacién de la

actividad total, &asi como el rendimiento durante la
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purificacidén, es practicamente igual en animales jévenes o

en viejos.

6.- Los resultados obtenidos en la titulacidn con reactivos
especificos de aminodcidos, indican que las modificaciones
tienen 1lugar preferentemente sobre restos de 1lisina e
histidina, los cuales pueden dar lugar a la formacidn de los

correspondientes derivados carbonilicos.

7.- La cuantificacién de grupos carbonilos por el método de
la Digoxigenina-X-hidrazida, indica qQue éstos incrementan
con la edad, siendo este sumento mucho mé&s evidente en las

etapas finales de la vida de la rata.

8.- La inactivacidn, por sistemas-MCO no-enzimaticos, del
complejo-81 vy de las subunidades separadas, es limitada, vy
s6lo incubaciones prolongadas, hasta de 50 horas, conducen a

la inactivacidén casi total de la enzima.

9.- La oxidacidén de complejo-SI en el intestino delgado de
rata no es un proceso especifico para dicho complejo, sino
que parece ser un fendmeno general para todas las proteinas
del intestino. Es més, el complejo-SI parece ser mas
resistenta que el resto de las proteinas del intestino

delgado.

10.- La subunidad isomaltasa es mucho méds inestable que 1la
subunidad sacarasa para unas condiciones y temperatura

dadas.
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