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1. INTRODUCCION



Distintas estadisticas indican que para el afio 2000,
segiun la tendencia actual la poblacién mundial se
triplicar&4, mientras que la poblacién mayor de 65 afios se
quintuplicara. De estos datos se desprende que actualmente
nos encontramos en lo que podria llamarse "“era del
envejecimiento®, lo que conlleva, enormes i1implicaciones
econémicas, soclales, sanitarias, etc. Esta es la razén por
la Gerontologia estd teniendo un gran auge y que se haya
producido el desarrollo de la Biogerontologia. La
Biogerontologia estudia el <cémo y el por qué del

envejecimiento en los seres vivos.

El proceso del envejecimiento se manifiesta <como
pérdida progresiva y uniforme del estado éptimo de la salud
y del vigor <1y, Esto, légicamente, implica que la
Biogerontologia aborda un problema enormemente complejo, ya
que la mayoria, si no todas, las funciones biolégicas estan
implicadas en este proceso. Existe, a su vez, una gran
dificultad de abordaje, ya que es realmente dificil separar
lo que es causa y efecto en el envejecimiento. Todo esto
hace que, por desgracia, se desconozca, por el momento, el
mecanismo intrinseco que conduce a un progresivo
envejecimiento del ser humano y de los seres vivos en

general.

Uno de los primeros rasgos propios del envejecimiento,
¥y que de alguna manera ha sustentado fuertemente que éste
fuese un proceso "programado", aunque eso no implique
necesariamente la existencia de unos genes especilales para
este proceso, ha sido la “longevidad"” o "expectativa de
vida mAxima potencial” (EVMP)> de una especie, que se define
como el tiempo mAximo de vida de una poblacién homogénea
hasta que ha muerto el ﬁltimo~individuo de la poblacién. Al

estudiar este parametro se desmostré que era una



caracteristica de la especie, e independiente de otros
parametros, como la "“expectativa de vida de un individuo® o
el "tiempo de supervivencia del 50% de los individuos de una
poblacién". Esta EVMP puede ser, ademAs, calculada a partir
de los pesos del cuerpo y cerebro de los individuos adultos

de cada especie por la ecuacién de Sacher (2-3).
EVMP= (peso del cerebro gr)® %< x (peso del cuerpo gr)<:==%,

También hay que destacar en el envejecimiento umna
pérdida uniforme y continua de todas y cada una de las

funciones fisiolégicas, lo que significa para nosotros, que:

1) Para el envejecimiento, todas estas funciones son
igual de importantes, aunque desde el punto de vista de la
fase final, que es la muerte, seran mas importantes aquellas
que mejor nos defiendan de las agresiones del medio

ambiente, como puede ser:

— La capacidad inmunolégica.
- La formacién del interferén.

- Los procesos de destoxificacion, etc.

2) La causa del envejecimiento tiene que ser "algo" que
produzca un efecto generalizado, que se dé en la mayoria,

por no decir en todos, los tejidos de los organismos.

Estos dos hechos han dado lugar a una serie de teorias
que intentan justificar este proceso. Cada una de las cuales

es probable que tengan algo de ciertas.

Una de ellas, es 1la denominada, “teoria del error
catastréfico" desarrollada por Orgel en 1963 (4>, recoge por
primera vez un mecanismo mblecular del envejecimiento. Segin
esta teoria, el envejecimientDAes debido a la acumulacién de

errores en las proteinas. Orgel supone que la fidelidad del



proceso de sintesis de proteinas se pierde con el tiempo,
produciéndose una serle de "proteinas erréneas", que van
aumentando en cantidad a medida que 1la <c¢élula va
envejeciendo. La presencia de estas enzimas modificadas
tendré4 una consecuencia importante, y es que no actuaréan de
manera idénea en todos aquellos procesos en los que tomen
parte. AdemAds, Orgel, supone que algunos de estos procesos
son la replicacién y la transcripcién del ADN. Los errores
en estas dos series de reacciones, conllevan a un circulo de
regulacién feed-back ©positivo de errores en todo el

mecanismo que conduce a la sintesis final de las proteinas.

Los primeros datos concernientes a esta teoria son los
estudios matemAticos de las distintas curvas que podrian
llevar a la formacién del envejecimiento y la muerte, en
respuesta a la acumulacién de errores de las proteinas. En
estos estudios, si se comienza con un nivel de error inicial
suficientemente pequefio, y el sistema de regulacién feed-
back acoplado es también pequefio pero suficiente para que no
exista un equilibrio, los errores se acumulardn de forma
exponencial. Inicialmente, la acumulacién de estos no es
perceptible pero, conforme va pasando el tiempo, se van
desarrollando y acumulando estos errores, hasta producir

efectos visibles por acumulacién exponencial.

En términos matematicos, la acumulacién de estos

errores segulra la ecuacién:
Ev= Ece=xt
donde Eo es la frecuencia de error inicial. E«. es 1la

frecuencia de error em el tiempo t y « es una constante de

proporcionalidad .



Lo mAs interesante es que esta ecuacién es idéntica a
la ecuacién de Gosdperg (5) que justifica el aumento de la

mortalidad especifica con la edad.
Me= Moe=t

donde Mo es la mortalidad inicial, M: es la mortalidad en el

tiempo t y « es una constante de proporcionalidad.

Los resultados de Gerson y Gerson (6) que estudiaron el
comportamiento de la actividad isocitrato liasa del nematodo
de vida ' libre Turbatrix acetdi, parecian Justificar 1la
existencia de una proteina inactiva que bien podria ser una

proteina distinta obtenida mediante error en su sintesis.

Esto aumenté considerablemente el interés de este tema,
lo que incrementd, légicamente, el namerc de trabajos
dedicados a corroborar o rechazar dicha teoria. Con este fin
se abren principalmente dos lineas de i1nvestigacién:a)
dedicada al estudio de 1la fidelidad de 1la sintesis de
proteinas, y sus cambios producidos por la edad;b) estudios

de las proteinas en animales viejos.

Entre los del primer grupo hay que destacar a 1los
estudios realizados por Buchaman y col. (7), quienes usando
estratos libres de células MRC-5, estudiaron el nivel de
error en el mecanismo de traduccién por incorporacién de
leucina en la sintesis de proteinas dirigidas por poli-U
(Fenilalanina) encontrando que era 1-2% mayor que las
producidas "in vivo". Sin embargo, no habia diferencias
entre células de un namero pequefio de pases de cultivo y las
que se podian considerar gque estaban en su Gltimo estadio de
divisién celular. Tampoco encontraron un aumento de error
por la adicién de puromicina en estos dos tipos de extractos

celulares.



Estos experimentos fueron repetidos por Vojtyk y
Goldstein (8> <con los mismos resultados. Ademas estos
autores ampliaron el estudio usando células de individuos
con progeria y con el sindrome de Werner, entre los que
tampoco encontraron diferencias en la capacidad de producir

errores en la sintesis de proteinas.

También son interesantes los trabajos de Harley y col
(9) quienes, mediante la técnica del "ayuno en aminoacidos",
inducen errores en las proteinas celulares, lo que conlleva
a la formacién de proteinas alteradas. Las proteinas
sintetizadas bajo estas condiciones son separadas por
electroforesis en dos dimensiones, y se revelan por
autoradiografia. Las proteinas extrafias tendré&n que tener un
mayor recorrido, principalmente por el cambio de histidina
(aminoacido neutro), que seria sustituide por la glutamina
(aminoadcido bésico), resultando una proteina nueva con el
mismo peso molecular pero con mayor punto isoceléctrico.
Estos autores encuentran que la frecuencia de errores no
cambia con el numero de "pases" de las células, que en todo
caso disminuye, asi como, en las células de donadores
viejos. Por otra parte, la frecuencia de error no esta
relacionada con la expectativa de tiempo maximo de vida de
las diferentes células estudiadas. Esta frecuencia aumenta
cuando se utilizan células transformadas SV-40 (células

inmortales), lo que es contrario a la teoria de errores.

La segunda linea de investigacién de estudios de las
proteinas llegan a dﬁstinguir entre las propiedades de las
proteinas que cambian con la edad y las que no cambian.
1> Propiedades que no sufren generalmente cambios o sus
cambios son poco significativos.

- El peso molecular. (10-13)

—- Los aminoacidos, inicial y final de las proteinas
(14>.

- La carga electrica de las proteinas (15-16).



— El comportamiento electroforético de dichas proteinas
en geles (17-18)>.

- El‘patrén de inmunodifusién (19).
2) Propiedades que se alteran con mayor frecuencia.

- La sensibilidad al calor (20-21)

- La actividad especifica (11, 22-26).

- Las propiedades espectrales (27).

- La inactivacién por proteasas (28-30).

- La inmunotitulacién (31-32).

Todos estos resultadaos (10-32), no pueden interpretarse
mas que como pruebas negativas de la teoria de errores en
las proteinas. Sin embargo, si se demuestra la existencia de
proteinas "alteradas" con 1la edad. Por 1o que esta
alteracién tiene que ser producida con posterioridad a la

traduccién, o sea, por modificaciones post-traducionales.

Actualmente se han descrito numerosas modificaciones
quimicas que se producen en las proteinas con posterioridad
a su sintesis. La mayoria de éstas se encuentran en la tabla
1.

Como podemos observar en dicha tabla las modificaciones
post—-traducionales, pueden ser:

a) Enzimaticas.

b)> No enzimAticas.

De estos dos posibles tipos de modificaciones post-
traducionales que se pueden dar en los seres vivos, el que
parece tener una mayor influencia sobre el envejecimiento,

son las modificaciones no enziméaticas.



I.A. MODIFICACIONES A NIVEL DE ENLACE PEPTIDICO

I1.A.1. Degradacién proteolitica parcial
I.B. MODIFICACIONES A NIVEL DE RESTOS AMINOACIDICOS

I.B.1. Adicién de grupos no aminoacidicos
- Adiclén de carbohidratos.

- Adicidén de lipidos.

1.B.2. Modificacién de restos aminoacidicos
* Fosforilacién.

* Metilacién.

¥ Acllacién.

* Hidroxilacién.

*

Oxidacién.

11> MODIFIJCACIONES  POST-TRADUCIONALES COVALENTES  NO
ENZIMATICAS.

II.A. MODIFICACIONES QUE TRANSCURREN A TRAVES DE LA
FORMACION DE UNA BASE DE SCHIFF.

1. Glucosilacién.

2. Reacciones con aldehidos y cetonas.

3. Reacciones con quinonas.

I.B. OTRAS MODIFICACIONES NO ENZIMATICAS.
Cianilacién.
Racemizacién,

Oxidacién.,

B»W N e

Isomerizacién.



De entre ellas las que actualmente se les considera mAs

importante son la glucosilacién y la oxidacién.

GLUCOSILACION

La glucosilacién puede ser un proceso enzimatico y
entonces se produce la unién de 1la glucosa en lugares
especificos de la proteina. sin embargo, desde el punto de
vista del envejecimiento nos interesa la glucosilacién no

enzimatica.

Este proceso afiade glucosa al azar sobre cualquiera de
los sitios que se ofrecen a todo lo largo de la cadena
polipeptidica,. Las reacciones no enzimaticas entre 1la
glucosa y las proteinas, reacciones de Maillard o de
oscurecimiento (33>, comienzan con la atraccién mutua entre
el aldehido (CHO)> de la glucosa y un grupo amino (NH=) de
una proteina. Las moléculas se combinan y forman ld‘que se
conoce como base de @ Schiff, producto inestable que
rapidamente y de forma espontédnea evoluciona hacia una
situacién mAs estable, si bien todavia reversible, los
productos de Amadori. Estos compuestos pueden deshidratarse
y unirse entre si dando enlaces cruzados con la mnisma
proteina o proteinas adyacentes derivados de 1la glucosa
llegando a formas irreversibles que es lo que se denomina
productos finales de glucosilacién avanzada (AGE), que en su
mayoria presentan un color pardo amarillento caracteristico
y son fluorescente, exhibiendo ademAs propiedades

espectrales especificas

Estas proteinas glucosiladas fueron descubiertas,
primeramente, en individuos diabéticos (34-39).
Posteriormente se han encontrado mads de 20 proteinas Amadori
en el hombre, y ‘como cabria esperar su concentracién en
diabeticos duplica o triplica las presentadas por los no
diabéticos



La presencia de estos compuestos han sido estudiados en
el envejecimiento, habiéndose encontrado estos productos AGE
en aquellas proteinas de vida muy larga en el organismo. La

mejor estudiada ha sido el colageno (33).

OXIDACION

Stadtman y colaboradores en experimentos "in vitro"
han estudiado el efecto inactivador que sobre muchas enzimas
produce la accién oxidativa de una gran variedad de
sistemas oxidativos (40-44). En estos estudios, también se
ha observado que la inactivacién por oxidacién hace a las
enzimas mAs suceptibles a la degradacién proteolitica lo
que permitié suponer que esta oxidacién podria ser una marca
para que dichas proteinas sean hidrolizadas. Por otra parte,
ellos llegan, por métodos indirectos, a la conclusién de que
la inactivacién es producida por la oxidacién de restos de
histidina y/o lisina fundamentalmente (45>, aunque tambien
pueden ser oxidados otros restos aminoacidicos. En esta
misma linea los estudios de Levine (46-47) en la glutamina
sintesa de E. Coli, muestran que la oxidacién de dicha
enzima con ascorbato a una concetracién de 15 mM una
inactivacién del 50% y la modificacion de un unico resto de

histidina en la molecula proteica.

Estas oxidaciones en 1las proteinas pueden tener una
significacién fisioléglica en el envejecimiento, ya que las
proteinas con menor actividad catalitica acumuladas durante
el mismo, podrian- ser enzimas 1inactivas o con menor
actividad debido a estas oxidaciones. En relacién a su
interés en el proceso de envejecimienta, el grupo de
Stadtman (48) estudia la concentracién de grupos carbonilos
en extractos de fibroblastos procedentes de i1individuos de
diferentes edades. Consideran que un aumento del grupo

carbonil podria ser producido por la oxidacién de restos

histidina y 1lisina fundamentalmente. En los resultados

_10_



obtenidos, encuentran un aumento de la concentracién de
grupos carbonilos paralelo a la edad de los donadores de
fibroblastos, asi como también en extractos de fibroblastos
de 1individuos con el sindrome de VWerner y progeria
(sindromes que producen un envejecimiento réapido y

prematurao).

Los sistemas oxidativos propuestos por Stadtman ¥y
colaboradores (ascorbato, oxligenasas mixtas, ete.)
transcurren mediante la formacién de radicales libres de
oxigeno (49-50). Esto estaria de acuerdo con la teoria del
envejecimiento producido por radicales libres, de 1la que
Harman (51) es de los principales responsables. Esta teoria
supone gque el envejecimiento es debido a 1los dafios
producidos por 1los radicales en diferentes reacciones.
Harman defiende que esta teoria de los radicales libres es
de aplicacién general para el envejecimiento de mamiferos,
en los que el oxigeno es la fuente principal de estos

radicales que producen reacciones perjudiciales.

En nuestro trabajo hemos intentado abordar el estudio
de las modificaciones de proteinas producidas durante el

envejecimiento, a partir del supuesto de:

1> Buscar proteinas que pierdan actividad durante el
envejJecimiento,.

2) Estudiar si la pérdida de actividad va acompafiada o
no de una pérdida de proteina enzimatica.

3 En aquella; proteinas que se encuentre una
acumulacién de enzima no activa, o al menos, menos activa,
estudiar con reactivos especificos de amincacidos el
comportamiento y cuantificacién de los mismos, con el
objetivo de ver si hay o no modificaién en algun resto

aminoacidico en las moléculas de dichas proteinas.

-11~
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En el presente trabajo intentamos aportar nuevos datos
sobre las modificacliones post-traducionales en las proteinas
durante el envejecimiento, estudiando distintas
deshidrogenasas <(enzima malico (EM); Glucosa 6-Fosfato
deshidrogenasa (G-6-PBDH); 6-Fosfoglucénico deshidrogenasa.
(6—-PGDH) , todas ellas de  higado, y la Isocitrato
deshidrogenasa (IDH) de corazén) en ratas jévenes y viejas,
ya que hemos observado que pierden actividad durante el

envejecimiento.
Para ello hemos seguido el siguiente plan de trabajo:
2.1 Determinacién de la relacién actividad/cantidad de las

enzimas estudiadas, en jévenes y viejos, mediante

inmunoprecipitacién.

2.2 Purificacién de estas enzimas, en Jjévenes y viejos,

mediante cromatografia de Inmunocafinidad.

2.3 Caracterizacién de dichas enzimas purificadas.
2.3.1 Determinaciéon de los pesos moleculares.
2.3.2 Estudios cinéticos.

2.3.3 Determinacién de pl.

2.4 Estudio en dichas moléculas enzimaticas, mediante el

empleo de distintos reactivos especificos de amino&cidos, de

_13_



posibles modificaciones aminoacidicas ocurridas durante el

envejecimiento.

2.4.1 Estudio de 1los grupos -SH en las moléculas
mediante el reactivo DTNB.

2.4.2 Estudio de los restos de histidina en las

moléculas enzimaticas con el DEPC.

2.4.3 Estudio de los restos de arginina con p—-RPG.

2.4.4 :Estudlio de los restos metionina con Cloramina-T.

2.4.5 Estudio de los restos lisina con THRBS.

2.5 Oxidacién "in vitro" de la EM y 6-FPGDH de Jjoven comn

ascorbato.

_14_



3. MATERIAIL., Y METODOS.



3.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Los animales de experimentacién han sido ratas machos
de la raza Wistar de edades comprendidas entre 2-3 mneses
(260-300 gr.> y de 2 afios (650-750 gr.). También se han
utilizado, para la obtencién de anticuerpos, conejos

Neozelandeses blancos.

3.2, APARATOS.

Las determinaciones espectrofotométricas se efectuaron
en un espectrofotométro Pye Unicam SP 1700 de Philips
(Holanda>. Las centrifugaciones se realizaron en una
ultracentrifuga Beckman mod. Spinco L/L2 (U.S.A.), en umna
centrifuga Kontron CentriKon H401 (Suiza) y en una microfuga
Hettich Mikroliter <(Alemania). Las homogenizaciones de los
tejidos se realizaron en un homogenizador Bellco Glass, Inc.
(U.S.A.). Para las liofilizaciones se empleé un liofilizador
experimental Telstar (Tarrasa, Espafia). La cromatografia
liquida de alta presién (HPLC) en un series 4 de PerKins
Elmer (U.S.A).

3.3. PRODUCTQS,

Los sustratos, coenzimas y enzimas utilizados proceden
de las firmas Sigha Chemical Co. (U.S.A.)> y Boehringer
(Manhein, Alemania). El1 Na'#%] ha sido suministrado por

Amersham (Inglaterra>.

La acrilamida y bisacrilamida, asi como el TEMED y el
persulfato de Bio—Rad (U.S.A.).
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La columna DEAE-celulosa de Sigma Chemical Co., la CM-
celulosa de Vatman (Inglaterra). Por Gltimo, la columna
para la Inmunoafinidad utilizada fue la Sepharosa 4B CNBr-

activada de Pharmacia (Suecia).

La tripsina y Endoproteinasa Arg-C utilizadas en la
hidrélisis enzimatica de la 6-PGDH de Boehringer (Alemania).

Para la preparacién de tampones y demds disoluciones se
emplearon reactivos de las casas Sigma Chemical Co. (U.S.A.)D

y Merck <(Alemania),

3.4, DETERMINACIONES DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

3.4.1. PREPARACION DE LOS HOMOGENEIZADOS.

Para la preparacién de los homogeneizados de tejido
hepatico y «corazoén, los animales se sacrificaron por
dislocacién cervical y se extrajo rapidamente el higado y
corazén., Se homogeniza el tejido hepatico con tampén Tris-
HCl1 50 mM pH 7,4 <(conteniendo ademas: sacarosa 0,25 nM; KCl
60 mM; EDTA 1 mM; y DTT 1 mM) en un homogeneizador Bellco
Glass, Inc. en la proporcién de 1 gramo de tejido por 2 ml
de tampén . El corazén se homogeniza con tampén TEA-HC1l 18
mM pH 7,0 conteniendo sacarosa, EDTA, KCl y DIT en las
mismas proporciones que anteriormente. Posteriormente, se
centrifuga a 800xg- durante 10 minutos a 42C y en el
sobrenadante obtenido se ensayaron las actividades

enzimaAticas.
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3.4.2. DETERMINACION DE ENZIMA MALICA.

La actividad de la malato deshidrogenasa—-NADP bha sido
medida espectrofotométricamente a 340 nm observando la
aparicién de NADPH, segun el método de Ochoa y col. (62). La
reaccion se realizé en un volumen final de 1 ml siendo la
concentracién de los componentes de la mezcla de ensayo la
siguiente: 100 mM de tampén Tris-HCl a pH 7,4; 1 mM MgCl=;
0,25 mM NADP*; 1,5 mM Acido mAlico y extracto. La reaccién
se realizé frente a un blanco que no contenia maAlico,

afiadiendo éste a la cubeta.

3.4.3 DETERMINACION DE GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA.

Las determinaciones de 1la actividad de 1la Glucosa
6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH) de higado se ha realizado
segan el método descrito por Sapag-Hagar y col. 53,
ligeramente modificado, midiendo la aparicién de NADPH a 340
nm. El medio de reaccién contenia en un volumen de 1 ml:
tampén Tris-HC1 50 mM, pH 7,0; 1,5 mM MgClz; 0,25 mM NADP™;
0,5 mM glucosa 6-fosfato y extracto. La reaccién se 1inicié
con la adicién de glucosa-6-fosfato a la cubeta y se leyd
frente a una cubeta de referencia en la que se omitié el

sustrato.

3.4.4. DETERMINACION DE 6-FOSFOGLUCONICO DESHIDROGENASA.

La enzima 6-fosfoglucénico deshidrogenasa (6-PGDH) se
ha medido por el mismo procedimento que la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa, sustituyendo dunicamente en la mezcla de

reaccién el sustrato.
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3.4.5. DETERMINACION DE ISOCITRATO DESHIDROGENASA-NADP™.

La actividad de esta enzima se midié segun el
procedimiento descrito por Plaut y Agoaichi (54>. La
aparicién de NADPH se siguié espectrofotométricamente a 340
nm. Las concentraciones en cubeta de los elementos de la
reaccién fueron: tampén Tris-acetato 33 mM, pH 7,0; 6,6 mM
‘MnClz; 0,25 mM NADP+; 0,66 mM de isocitrato y extracto en un
volumen final de 1 ml. La reaccién se disparé al afiadir

isocitrato a la cubeta problema.

Todas las actividades enzimaticas se midieron a 379C y
se han expresado siempre en micromoles sustrato transformado

por minuto y por miligramos de proteina.

3.4.6. DETERMINACION DE PROTEINAS.

La determinacién de la concentracién de proteinas se ha
realizado siguiendo el método de Lowry y col. G5 y el
método de Brabford (86>.

3.9, TITULACIONES DE LOS ANTICUERPOS,

Para la +titulacién de 1los anticuerpos anti-G-6-FDH,
anti-6-PGDH, anti-EM y anti-IDH, <(obtenidos previamente en
nuestro departamento), se afiadieron cantidades crecientes de
los mismos, a una cantidad fija de sobrenadante obtenido
tras centrifugar a 105.000xg. La mezcla de reacclén se
ajusté a un volumen constante con solucién salina. También
llevan tritén X-100 al 1,7%. Las mezclas se incubaron 1 hora
a 372C. Transcurrido este tiempo se mantuvieron durante 18
horas a 4¢eC y se. centrifugaron a 15.000 rpm durante 10

minutos en una micrufuga Mikroliter. Después se determiné la
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actividad de la enzimas en 20 pl del sobrenadante

resultante.

3.6 INMUNOPRECIPITACIONES DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

En los ensayos de inmunoprecipitacién de las
actividades enzimAticas (en tejidos de joven y viejo), se
usaron los sobrenadantes obtenidos por centrifugacién a
105.000xg. Cantidades crecientes de antisuero se afiadieron a
una cantidad fija de enzima (100 mU de actividad
enzimatica). La mezcla se ajusté a un volumen constante con
solucién éalina y Tritén X-100, este ultimo afiadido a una
concentracién final de 1,7% (p/v). Las mezclas de'reaccién
ge dejaron reaccionar durante 1 hora a 372C y toda la noche
a 4°C, al cabo de lo cual se centrifugaron a 12.000xg
durante 10 min. a 49C. Las actividades enzimiticas
remanentes se ensayaron en alicuotas tomadas de los
sobrenadantes obtenidos. Como control de la incubacién, se
utilizé suero pre-inmune de conejo no observandose pérdida

de actividad en las enzimas estudiadas (57).

3.7 PURIFICACION DE LAS ENZIMAS.

Para la purificacién de todas las enzimas estudiadas
se han utilizado colummas cromatograficas de inmunoafinidad
(Sepharosa 4B CNBr-activada de Pharmacia), utilizando 1los
anticuerpos respectivos (las Y¥-globulinas se aislaron
previamente de los respectivos antisueros tras precipitarlos
con sulfato aménico al 40%, dializarlo y cromatografiar la
solucién resultante en una columma de DEAE-CM celulosa que
fue equilibrada con tampén fosfato 10 mM, NaCl 15 mM, pH
7,2,
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Las muestras (sobrenadante del homogeneizado que se
centrifuga a 105.000xg) se cargan en la columnas de
inmunoafinidad respectivas, con un flujo de 1ml/h. El lavado
se realiza, con tampén Tris—-HCl1l 0,05M pH 7,4 (en el caso de
G6~-PDH se le afiade B-mercaptocetanol en una concentracién de
1mM) a un flujo de 15ml/h. Se van recogiendo fracciones en
las que vamos midiendo U.D.O a 280 nm y la actividad
enzimadtica, hasta que éstas se hacen nulas, deteniendo el
lavado. En esos momentos, llenamos las columnas de
Inmunoafinidad respectivas con Hz0 destilada, y se deja en
reposo durante 12 horas (ésto se realiza para desligar la
enzima correspondiente de su anticuerpo). Transcurrido el

tiempo, obtenemos fracciones con actividad enzimAtica.

3.8 ELECTROFORESIS.

Las electroforesis en geles de poliacrilamida, en
presencia de SDS, se realizaron segan el método descrito por
Maizel <58, Laé muestras se mezclaron en proporcién 1:1 con
el tampén de muestra, cuya composicién se detalla a
continuacién, y posteriormente hervidas a 1002C durante 5

min.

SDS. . i e i i e i e 3,3%
Sacarosa. ...... e e 20, 0%
Azul de Bromofenol. .. 0, 008%
Tris/HCl, pH 7,0..... 80mM
EDTA. .. i i it it v e 17mM
DTT. . it ittt it ie 17mM

Como tampén de corrido se empleé una solucién cuya
composicién fue: Tris 0,05 M - glicina 0,383 M, pH 8,3 y SDS
al 0,1%.
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En cuanto a las condiciones de 1las electroforesis,
éstas se llevaron a cabo a 75 V mientras la muestra corria
dentro del gel espaciador y a 150 V hasta que el frente
llegé a 1 cm del final del gel separador.

Los geles, una vez finalizadas las electroforesis, se
tifieron durante 30 min. con Azul de Coomassie G al 0,25%
(p/v) en etanol:agua:acético (5:5:1), tras 1lo cual se
destifieron con una solucién que contenia &cido acético

glacial al 7,5% y metanol al 5%.

La determinacién del peso molecular de las proteinas en
geles de poliacrilamida con SDS, se debe a que la movilidad
efectiva del complejo proteina—-SDS es funcién de la masa

molecular de la proteina y del efecto filtrante del gel.

3.9 DETERMINACION DEL PUNTQ ISOELECTRICO.

Los puntos isceléctricos de las enzimas estudiadas se
han determinado en geles de poliacrilamida siguiendo

basicamente el método descrito por Bravo y Celis (59).

Se han tomadoc 7 pg, aproximadamente, de cada una de las
enzimas puras, de joven y de viejo, para la determinacién de

los puntos isoeléctricos.

3.10 DETERMINACION DE GRUPQS SULFIDRILOS <—~SH>.

La determinacién de grupos -SH se llevé a cabo con el
reactivo DTNB, que es un disulfuro aromdtico. Este compuesto
da lugar con los grupos —-SH (P-SH) de las proteinas, una
reaccién de intercambio de grupos, formando un disulfuro

mixto.
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Un mol de 2-nitro-5-tiobenzoato equivale a un mol de
P-SH. El1 2-nitro-5-ticbenzoato absorbe fuertemente a 412nm,
ésto permite el seguimiento espectrofotométrico de la
reaccién. El coeficiente de extincién molar, para este
compuesto, en esta longitud de onda, es de

€=1,36x104M"'cm~'. La reaccién se realiza a pH 8-9.

Para la determinacién de grupos -SH solubles en Acidos,
se ha procedido a realizar el siguiente protocolo: a 1 ml de
la solucién de enzima pura obtenida, se le affade 1 ml de
dcido perclérico al i5%. Se mezclan y se calientan durante 5
min., en un bafio de agua hirviendo. Se centrifuga a 3.000xg
y al sobrenadante, se le ajusta el pH a 7,5 y se lleva hasta
a un volumen final de 10 ml con EDTA 0,2 M, pH 7,5 (para
evitar la autooxidacién de los grupos —-SH). La concentracién
de los grupos -SH se ha realizado mediante el método de

Ellman (60>, modificado ligeramente por nosotros:
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-2 ml de muestra.

-1,8 ml de tampén Tris-HCl 0,01 M, pH 8,2.

-0,2 ml de &acido 5,5 -ditio-bis—-(2-nitrobenzoico) 0, 01M
disuelto en metanol, (preparado en el momento).

—-Agitar bien.

~Leer absorbancia a 412 nm, frente a un blanco muestra.

~Para realizar los calculos, se resta de la absorbancia
leida la absorbancia correspondiente a un blanco-reactivo.
Utilizar esta absorbancia neta y el coeficiente de extincién
molar anteriormente mencionado. Se puede utilizar como
estandar interno glutation reducido, teniendo en cuenta que

la recuperacién es del orden del 83-85%.

Para la determinacién de grupos -SH totales
directamente accesibles, se ha seguido basicamente el método

descrito por Sedlak y Lindsay (61):

~Tomar 0,5ml de solucién de | enzima pura no
desnaturalizada y mezclar con 0,4ml de tampén Tris—-HCl 0,01M
pH 8, 2. '

—Afladir O0,1ml de solucién de DTNB (,01M disuelto en
metanol (preparado en el mismo momento de utilizacién).

—Mezclar bien y dejar desarrollar color a 372C durante
60 min,.

-Para realizar los calculos, restar de la absorbancia
leida 1la absorbancia correspondiente a un blanco con

reactivo.

Los grupos -SH unidos a proteinas se determinan por
diferencia, a partir de los valores de grupos -SH totales

directamente accesibles y grupos -SH Acido-solubles

Para la determinacién de grupos -SH en muestras
desnaturalizadas, a la solucién de enzima pura, se le afiade
SDS al 2%, procediéndose seguidamente de la misma manera que

se ha descrito anteriormente para las muestras nativas (62).
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El analisis cinético de los grupos —SH presentes en las
soluciones enzimAticas puras se ha realizado de la siguiente

manera.:

-Se toma 0,5ml de solucién de enzima pura y se mezcla
con 0,4ml de tampén Tris—-HC1 0,01M pH 8,2. se prepara la
muestra en la misma cubeta de medida.

-Se coloca la cubeta en el espectrofotémetro y se afiade
0,1ml de solucién de DTNB 0,01M. Se agita y tomamos la
primera lectura (tiempo 0).

—Tomamos lectura cada 10 segundos durante el primer
minuto. A partir de aqui tomamos lectura a los 2, 3, 4, 5,
6, 8, 10, 15, 20, 30 y 60 minutos a partir del tiempo O.

—Representacién grafica del log. de la concentracién de

grupos —SH no modificados frente al tiempo.

Para la determinacién de la actividad enzimatica tras
la modificacién de los grupos -SH se ha procedido de la
forma siguiente: a 0,5ml de la solucién de enzima le
afiadimos 0,4ml de tampén Tris-HC1 0,01M pH 8,2. A
continuacién adicionamos O, 1ml de DTNB 0,01M y agitamos. De
esta mezcla vamos midiendo 1la actividad enzimdtica a

distintos tiempos: 0, 4, 8, 15 y 30 minutos.

3.11 DETERMINACION DE LOS GRUPQOS ARGININA.

Las determinaciones cuantitativas de restos de arginina
en las soluciones enzimaticas puras, se han realizado
utilizando el reactivo p—nitrofenilglioxal (p—-NPG>
(Yamasaki, 1981> (63>,

_25_



R—C=0

H N /
i \
oncC— Yo, . ZCH—(CH)CH . pRoDUCTO DE CONDENSACION
o~ NH
2 |
R|

Los restos de arginina con este reactivo dan lugar a un
producto de condensacién, que absorbe a una longitud de onda

475nm. El procedimiento queda detallado a continuacién:

—A 0,5ml de la solucidén enzimhAtica se le afiade 0,475ml
de tampén fosfato sédico 0,15M pH 9,0 y 25ul1 de p—-NPG al 10%
en metanol.

-Dejamos desarrolar la reaccién a 23-252C, tomando
medidas de la absorbancia a 475nm, a intervalos de tienpo
definidos, frente a un blanco patrén.

~La cuantificacién de los restos arginina se realiza a
partir de una recta de calibrado, previamente trazada con L-
arginina como patrén.

También, al igual que con los grupos -SH, realizamos
una determinacién de la actividad enzimatica tras la
modificacién de los restos arginina con p-NPG. Para ello
vamos midiendo la actividad enzimAtica a distintos tiempos

de la mezcla antes detallada en este apartado.
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3.12 DETERMINACION DE GRUPOS HISTIDINA.

Para valorar el contenido de grupos histidina en las
soluciones enzimaticas puras se ha utilizado como reactivo

el dietil-pirocarbonato (DEPC) (64-65).

%—_U - e e h ’I—P |
T\NH/»- + o\ pH 4-7 \N/ : + CHyCHO0H + CO,
| C-0-CH,—CH, L
0 /
CHyCH, — 0

El namero de histidinas modificadas se determina a
partir del incremento de absorbancia para el N-carbetoxi-
histidina a 240nm (e=3200M~'cm~') (66). El procedimiento se

describe a continuacién:

-A 0,4ml de solucién enzimatica, afiadimos 0,5ml de
tampén Tris~HC1 O,lM-pH 7,0 y 0,1ml de DEPC al 1% en tampén
fosfato 0, 1M.

-Dejamos desarrollar la reaccién durante 60 min. a
temperatura ambiente y vamos tomando lectura de la
absorbancia a intervalos fijos de tiempo.

-La cuantifiéaoién de los restos de histidina se

realiza a partir de la absorbancia molar a 240nm.
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Al igual que en los casos anteriores, se ha determinado
la actividad enzimAtica, a distintos tiempos, de la mezcla

solucioéon—-tampén-reactivo.

3.13 DETERMINACION DEL NUMERO DE RESTOS DE METIONINA.

Para la determinacién de la metionina como homoserina
se ha seguido, bAsicamente, el método de Gross (67>, que

consiste:

-Digestién de la muestra (solucién de enzima) con BrCN.

~Hidrélisis acida en presencia de DIT.

-Determinacién cromatografica de homoserina <(equivale a
la metionina inicial) y metionina <(equivale a 1la MetSO
inicial). Las condiciones de analisis son las mnismas que

utiliza Gross en su trabajo.

Por otra parte se ha determinado la actividad
enzimdtica tras la modificacién de los restos metionina con
Cloramina-T <(68). Para esta determinacién procedemos de la

siguiente forma:

-Tomamos 0,5ml de solucién enzimadtica y afiadimos 0,3ml
de tampén fosfato 0,15 pH 7,0 y 0,2ml de solucién de
Cloramina-T con una concentracién que varia de 0,01-0, 1mM.

~Medimos las actividades enzimAticas de estas mezclas a

distintos tiempos.
3.14 DETERMINACION DEL NUMERO DE RESTOS DE LISINA.

Para la determinacién de los restos de lisina en las
soluciones enzimAticas puras se ha utilizado como reactivo

el Trinitro benzol-sulfonico (TNBS) en agua (69). El numero

de restos de lisina por mol de enzima se determina a partir
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del incremento de absorbancia a 342 nm (e¢= 14,4 cm™ ' pmoles™
'). Para esta determinacién se procede de la siguiente

manera:

~Tomamos 250 pl de solucién enzimatica (10-30 pg) y
affadimos 250 ul de tampén borato 0,5 M pH 9,5 y 250 ul de
TNBS 0,1% en agua. '

~Se deja 1la mezcla en 1incubaclién durante 3 horas a
409C, y afiadimos 250 pl de SDS al 10% y 125 pul de HC1l 1N.

~Medimos a A=342 nm y cuantificamos los restos de
lisina a partir del incremento de absorbancia frente a un

blanco (sin solucilién enzimatica).

3.10 MODIFICACION OXIDATIVA DE LA ENZIMA MALICO ¥ 6-—
FOSFOGLUCONICO DESHIDROGENASA DE JOVEN CON ASCORBATOQ.

La oxidacién de la EM de joven con ascorbato ha sido
realizada del siguiente modo: A 2 ml de solucién de enzima
(0,05 mg de proteina/ml en tampén Tris—-HC1l 50 mM, pH 7,2) se
le afiaden 0,5 ml de una solucién de ascorbato 60 mM y se

deja incubando durante 15 min. a 372C.

La oxidacién de 1la 6-PGDH de Jjoven con ascorbato se
realiza de la siguiente forma: A 2 ml de solucién de enzima
(0,035 mg de proteina/ml en tampén Tris-HC1 50 mM, pH 7,4
se le afiaden 67 ul de una solucién de ascorbato 60 mM y se
deja incubando durante 15 min. a 37¢C.

A distintos tiempos <(0-15 min.), se toman alicuotas de

50 pl y medimos la actividad enzimatica.
El exceso de ascorbato es eliminado, para evitar la

interferencia en la medida de residuos de histidina con

DEPC, mediante dialisis frente a una solucién de 50 mM de
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tampén acetato, pH 6,0 conteniendo 1 mM de EDTA, durante 48

horas.

Obtenidas las soluciones enzimAdticas puras, estas se
han sido 1liofilizadas y a continucién resuspendidas en
tamp6n fosfato 0,2 M pH 7,5 para proceder a la Iodacién de
la proteina por el método de 1la Cloramina-T (70).
Basicamente el método consiste en la utilizacién de Na'=#]
qué es oxidado por 1la Cloramina~-T en presencia de la
proteina que\ se quiere marcar, con la susiguiente
incorporacién de Iodo ('#%]) en los residuos de tirosina de
la proteina. El exceso de Cloramina-T es reducido con un
agente reductor (metabisulfito soédico) y el Iodo libre es
reducido a Ioduro que se separa de la proteina mediante
filtracién en gel <(G-25). En nuestro caso hemos procedido:

—Aproximadamente 10 pg de proteina <(enzima 6-FGDH) en
tanpon fosfato 0,2 M pH 7,5 ( es el pH éptimo para la
actuacién de la Cloramina-T) se le afladen H5uCi Na'=#]

—-Se adiciona 50 pg de Cloramina-T. El volumen total de
la reaccién es de aproximadamente 125ul. Se deja reaccionar
durante un minuto.

-Se para 1la reaccién ’con 100 pupg de metabisulfito
sédico. )

—Por altimo esta mezcla de reaccién se pasa por una
columna de G-25 para separar la proteina del Iodo que queda

libre.
La proteina ' marcada con e | se le hace una

electroforesis en geles de poliacrilamida (9%) con SDS para

conocer la pureza y el estado de la proteina que se ha
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marcado . La proteina en el gel es fijada c¢on &cido
aceético:metanol:agua (2:1:7) y se realiza una
autoradiografia con el objeto de visulizar la proteina
marcada en el gel (aproximadamente con que se deje unos 10
minutos de exposicién del gel con la pelicula es suficiente)
y tambien se revela el gel con azul de Comassie G para ver
si la ©proteina marcada es la nuestra teniendo como
referencia marcadores de peso molecular conocido. Por
iltimo, la banda de la enzima 6—-FGDH es cortada del gel y se
mide la radioactividad en un contador-¥y. Esta radioactividad

es la que tomamos como punto de partida.

La banda de la enzima 6-PGDH es lavada varias veces con
el tampén bicarbonato de aménico 0,1 M pH 8,45 <(al menos
tres veces y dejando uncos 30 minutos entre cada lavado) con
el objeto de que la banda de gel este a un pH préximo a
8,45, que es el o4ptimo para la actuacién de la tripsina

Endoproteinasa Arg-C (71>,

Una vez lavada la banda esta se divide en dos trozos y
se les aflade tampén bicarbonato aménico 20 mM pH 8,45 en
cantidad suficiente para que los trozos de banda del gel con
la proteina este completamente recubierta de tampén (las
reacciones se van a realizar en tubos eppendorff y
normalmente se necesitan entre 100-200 pl de tampénd. Por
altimo se 1les aflade a cada +trozo de banda en un caso
tripsina y en otro ehdoproteinasa Arg-C, en una cantidad de
1l o2 pug y se deja durante 12 horas a temperatura a 372C con
ligera agitacién. Paéada las 12 horas se centrifuga en una
microfuga y se separa el liquido de la banda (la proteina
hidrolizada sale del gel) y se lleva a contar al contador ¥
para saber la radioactividad que existe en solucién y en

consecuencia conocer el grado de hidrélisis producido.

La solucioén con los péptidos obtenidos de la

hidrélisis, se separan por cromatografia liquida de alta
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resolucidén <(HPLC) con una c¢columna de fase reversa Ciw
(83x3mm; 3um de didmetro de particula) en un gradiente de
fases moviles. Como dectector se ha utilizado un detector

uv/vis (A=215-225>.

Como fase movil A se ha utilizado agua con
trifluoracético al 0,1%; como fase movil B acetonitrilo con
trifluoracético al 0,1%. El1 flujo ha sido 0,5 ml/min. Se
lleva como patrén interno un hidrolizado triptico de

albumina. El gradiente que se ha utilizado ha sido:

TIEMPO % FASE A % FASE B CURVA
0 100 0
5 | 100 0
25 90 10 LINEAL
35 Q0 10
55 80 20 LINEAL
65 80 20
85 70 30 LINEAL
100 70 30
140 60 40 LINEAL
180 20 80 LINEAL
200 100 0 LINEAL

Para observar el perfil de elucién de 1los péptidos
obtenidos, se van recogiendo fracciones de 0,5ml que se va

midiendo su radioctividad en un contador-y.
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4.1.1, RELACIQON ACTIVIDAD/CANTIDAD DE ENZIMA.

Para ver esta relacién, hemos utilizado ratas macho de
2-3 meses (jovenes) y de 24 meses (viejos). Realizamos una
inmunoprecipitacién de homogenado de corazén de estas ratas.
Como control de ila incubacién durante la
inmunoprecipitacién, se ha usado suero pre—inmune de conejo,
no observandose pérdida de actividad IDH durante la misma.
En la figura 1 podemos ver el resultado obtenido (el nimera

de experimentos ha sido 5).

1

=
o

\\\ A Jovenes

®'icjcs
Sy \a\:\\;‘
R
N
- AN
7?‘ =, 1 .-"\
: o %
- N
2 AN
=

\%\
Y
£
., \-_
s
. SN

~ ‘*-\_-
C ; 4 4 NS
O 50 100 150 200
ul de =uern
FIGURA 1. Inmunoprecipitacién de la IDH de corazon de rata de ani-

males jovenes y viejos.
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Como podemos observar en la figura 1, el volumen de
suero anti-IDH  utilizado en ambos casos no presenta
diferencias significativas. Deducimos pues, que la relacién
actividad/cantidad de proteina inmunolégicamente reactivas
es semejante en Jjovenes y en viejos. Es decir, gque no
existe acumulacién de proteina 1inactiva o con menor
actividad para 1la IDH de corazén de rata durante el

envejecimiento.
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4.2.1. RELACION ACTIVIDAD CANTIDAD DE ENZIMA.

Para ver esta relacién,

3 meses (Javen) y 24

hemos utilizado ratas macho de

meses (viejo). Realizamos una

inmunoprecipitacién de homogenado hepatico de estas ratas.

En la figura 2 podemos ver el resultado obtenido (5
experimentos realizados).
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FIGURA 2. Inmmnoprecipitacion de la EM de higado de rata de anima-

les jovenes y viejos.
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Como podemos observar en la figura 2, el volumen de
suero anti-EM utilizado, en el caso de viejas, es mayor que
cuando se trata de tejido hepatico de jovenes. Deducimos
pues, que la relaclién actividad/cantidad de proteinas
inmunologicamente reactivas, es menor <(entorno al 36%> en
tejido hepatico de ratas viejas que los que pertenecen a

ratas jovenes, para la EM.
4. 2.2, PURIFICACION,

Ante la imposibilidad de una purificacién de las
enzimas de tejidos de ratas viejas por los métodos
cromatograficos convencionales, debido a la poca actividad
especifica de estas enzimas en los animales viejos, asi como
a la poca cantidad de tejido disponible, se ha puesto a
punto otro sistema de purificacién, basado en la
cromatografia de inmunoafinidad (se utilizan anticuerpos,
contra estas enzimas de rata, obtenidos de conejos tras la
inoculacién repetida de las proteinas enzimaticas de ratas
jovenes, unidos, en cada caso, a columnas de Sepharosa 4B

CNBr—-activada>

Un resumen de los procesos de purificacién, mediante la
cromatografia de inmunoafinidad, de la EM de ratas jovenes y

viejas se presenta en la tabla 2.

TABLA 2. PURIFICACION DE LA EN DE HIGADO
DE RATAS JOVENES Y VIEJAS

v Prot Act.espc. Act.Total Rend. F.Purif.
(ml) (mg/ml> (U/mg) WU %)
JOVEN 15 46 0,013 8,9 100 ° 1
HOMOGEN «
VIEJO 20 52 0,009 9,3 100 1
JOVEN 8 0,024 10,9 2,1 23,4 841
CROM. INMUN. :
VIEJO 8 0,028 8,93 2,0 21,4 992
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Aungque el rendimiento, en el proceso de purificacion
con la cromatografia de inmunocafinidad, es bajck<entdrno al
20%), se puede purificar la enzima de extractos viejo en
catidad suficiente y de una forma rapida y sencilla, hecho
que Tresulta mas complicade y si aplicaramos métodos
cromatograficos convencionales (67,72-76). En cuanto a la
actividad especifica obtenida en las fracoioneskpurag, en
ambos casos (joven y viejo), para la EM, son muy semejantes
lo que hace que el factor de purificacién tambien sea

parecido.

En la fotografia 1 podemos ver los reaultadoa del

proceso de purificacion.

Fotografia 1. Purificaciénde la EM de higado de rata por cromatografia
de Inmunoafinidad.

Pocillo n2 1= Homogenado de higado de rata. Pocillos n92 y 3=Eluidos

de la cromatografia de inmunoafinidad con actividad EM. Pocillo nQ4=

Fosforilasa b (97.400 daltons), Albumina (66.000 daltons), Ovoalbumina
(45.000 daltons). '
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El perfil de elucién de la EM de joven y de viejo,

la cromatografia de inmunoafinidad se muestra en las figuras

que como podemos observar son muy semejantes.
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Ladarilroen a2l peso moleclidlr

4. 2.3, CARACTERIZACION
4.2.3.1. Determinacién del peso molecular.

La determinacién del peso molecular de las enzimas se
realiza, en este caso, en geles de poliacrilamida con SDS.
El peso molecular de la ENM, en ambos casos, es de
aproximadamente 64.000 daltons. Este resultado lo podemos

observar en la figura 5.

o.0ak
4 900+ ASA
0
d &y .HA| . \“. _Eb'-"‘l
4,800 N
4.700 4 I
OOvVa
4.600 4+ ™
.
4,500+ -
4 400+ O TRIP
4, 500+
4.200 4
4100+
4. 0500 F : +—rt + ! 1 + %
o0 1.0 20 3.0 4.0 50 6.0 /0 500 0 104
Distancia recorrida en cm
FIGURA 5. Determinacién del peso molecular de la EM de higado de rata.

Se ha representado el logaritmo de los pesos moleculares
de las proteinas usadas como marcadores, frente a la distan-

cla en cm recorrida por las mismas en el gel. Albumina bo-

vina (BSA, 66.000 daltons),- ovoalbumina (OVO, 45.000 daltons)

tripsinogeno (TRIP, 24.000 daltons), EM (EM, 64.000 daltons).
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4.2.3.2. Determinacién del punto isoceléctrico.

El punto isoeléctrico de la EM de animal joven y viejo

determinado por isocelectroenfoque es de 6,4 unidades de pH.

4.2.3.3. Estudios cinéticos.

Se han determinado las Km del sustrato <milicao) vy
cofactor (NADP*)>, para la EM, en jovenes y viejos. El método
utilizado ha sido la medida de las velocidades iniciales y
para su determinacién la representacién grafica de
Lineweaver-Burk. En 1la tabla 3 recogemos 1los resultados

obtenidos (experimento representativo de 3 realizados).

TABLA 3. DETERNINACION DE LAS Km PARA LA EX EN JOVENES Y VIEJOS.

Km (malico) Km (NADP*)
EM de joven 120 uM 15 pK
EM de viejo 150 pM 18 pM

De los resultados obtenidos, podemos deducir, que la
constante cinética Km para el sustrato y el cofactor NADP™
no varia significativamente durante el proceso de

envejecimiento para la EM.
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1.2.4., MODIFICACIONES AMINOACIDICIDICAS

Se han ensayado 1los siguientes grupos reactivos de
aminoadcidos: a)> DTNB para grupos —-SH (sulfidrilos);b> DEPC
para las histidinas;c) p-NPG para las argininas; y d>
Cloramina-T para la metionina. El1 ndimero de experimentos

realizados para cada aminoadcido estudiado ha sido de 5.

4.2.4.1. Modificacién y valoracién de grupos —SH.

La EM ha sido modificada tanto en su forma nativa como
desnaturalizada con SDS al 2%, tal como se describe en
material y métodos. En un primer abordaje hemos intentado
valorar el numero y reactividad de los grupos —-SH en jovenes
y viejos. Los resultados obtenidos se pueden observar en la

tabla 4 y en la figura 6.

TABLA 4. VALORACION DE GRUPOS -SH DE LA EM DE HIGADO DE RATA
Método de EM de joven EM de viejo
valoracion numero de grupos -SH (equiv./mol)
Enzima nativa 2,440,2 2,04+0,2
DTHNB
Enzima desnat. 2,71%0,2 2,640,2

En cuanto a la actividad de la EM modificada con DTNB,
figura 7, se observa que esta decae cuando se modifican los
grupos —-SH reactivos, en todos los casos. Esto hace indicar
que los grupos —-SH tienen un papel muy importante en la

actividad de estas enzimas (77-79).
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4.2.4.2. Modificacién y valoracién de restos de histidina con
DEPC.

Las modificaciones observadas con DEPC pueden ser
atribuibles éxclusivamente a la modificacién de los restos
de histidina, ya que en 1las condiciones utilizadas no
reaciona ni con la tirosina (el espectro u.v. presenta un
mAximo de absorvancia a 245nm, caracteristico de la
presencia de N-carbetoxihistidina, y, sin embargo, no se
Oobserva aumento de absorvancia en el rango de los 280nm) ni
con los grupos -SH (la valoracién de estos grupos en las
enzimas nativas y wmodificadas con DEPC es practicamente

igual).
Los resultados obtenlidos en cuanto a la valoracién y

reactividad de los restos histidina modificados en la EM se

resumen en la tabla 5 y en la figura 8

TABLA 5. VALORACION DE LOS RESTOS HISTIDINA EN LA EM DE HIGADO DE RATA

EM (joven) EM (viejo)
(mol/mol) (mol/mol)
Histidina accesible (nativa) 2,840,383 1,8+0,2

Histidina total (desnat.) 5,0+0,3 4,0+0,2

-

Como podemos apreciar, existe un resto de histidina por
mol menos en la molécula de EM de viejos (4,0+0,2) en
comparacién con la molécula de joven (5,040,3). Este grupo
de menos parece corresponder al tipo de grupos histidina
reactivas <(en EM de joven 2,840,3 restos/mol; en viejos
1,8+0,2 restos/moi). En cuanto a la reactividad, en la EM de

joven existe un grupo que reacciona muy rapidamente.
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En cuanto a la actividad de estas enzimas moditficadas

que esta decae

con DEPC, podemos observar en la figura 9,

totalmente tanto en jovenes como en viejos., Sin embargo en

debido, posiblemente, a

la de animal joven decae mas tarde,
que los restos de histidina en la molécula de joven sean
que en la molécula de

menos reactivos (menocs accesibles)

viejos.
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FIGURA 9. Actividad de la EM de animales jovenes y viejos durante

la modificacion con DEPC.
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4.2.4.3. Modificacién y valoracion de los restos arginina

con p—NFG.

La valoracién y reactividad de 1los restos arginina

ofrece los siguientes resultados (tabla 6, figura 10).

TABLA 6. VALORACION DE LOS RESTOS ARGININA EN LA EM DE HIGADO DE RATA

EX (joven) EX (viejo)
(mol/mol) (mol/mol)
Arginina accesible (nativa) 5,1+40,2 4,840,1
Arginina total (desnat.) 13,0+0,1 12,810,2

Como se observa el numero y reactividad de los restos
arginina valorados con p—-NPG, es muy semejante para la EM en
Jovenes y viejos. En cuanto a la actividad de estas enzimas
durante la modificacién, los resultados lo podemos observar
en la figura 11. La actividad decae totalmente, lo que hace
pensar que los restos arginina juegan un papel fundamental

en la actividad de la EM 80).
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4.2.4.4. Modificacién y valoracién de los restos metionina

con Cloramina-T.

El nimero total de restos de metionina se valora como
homoserina siguiendo el método de Gross (1967) (B7). Los
restos metionina accesibles de las enzimas se valora con
Cloramina~T (C-T). Los resultados obtenidos se resumen en la

tabla 7 , figura 12,

TABLA 7. VALORACION DE LOS RESTGS METIONINA EN LA ENM DE HIGADO DE RATA

EX (joven) EN (viejo)
(mol/mol) (mol/mol)
Metionina modif. con C-T 0,8+0.05 0,940, 05
Metionina total (Gross) 5,040.1 5,040,1
Como se observa, el numero de restos de mnetionina

valorable con Cloramina-T es muy semnejante para la EM en
jovenes y viejos. Esto parece indicar, que no existe una
modificacién drastica entre la enzima de joven y de viejo,
para dicha enzima. En cuanto a la reactividad de estos
restos de metionina accesibles y la actividad durante la
modificacion, tambien es muy parecida de jovenes a viejos,
no observandose pérdida de actividad durante dicha
modificacion (figura 12). Esto indica que 1los restos
metionina accesibles, en las moleculas de esta enzima,
parecen no tener un papel importante en la actividad de las

nmismas.
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4.2.4.5. Modificacién y valoracién de los restos de lisina

con TNBS.

El nimero total de restos de lisina se valora siguiendo
el método Tuengler y Pfletderer (1983) (69). Los resultados

obtenidos, para la EM se resumen en la tabla 8.

TABLA 8. VALORACION DE RESTOS DE LISINA
Joven Viejo
EX : 30,615,1 28,215,3
Como podemos observar no exite una diferencia

significativa en cuanto al numero de lisinas en la EM entre

jovenes y viejos.

5.5 ~ION DE LA EM DE JOVEN CON_ASCORBATO

La EM de joven ha sido oxidada segun el método descrito
en material y métodos. Esta oxidacién se ha realizado con el
objetivo de ver si el resto de histidina que encontramos de
menos en la EM de viejo es producto de wumna oxidacién,
mediante radicales libres, en la molécula . El resultado
obtenido se recoge en la tabla 9 (Se han realizado 5

experimentos).

TABLA 9. MODIFICACION QXIDATIVA DE LA EM DE JOVEN CON ASCORBATQ.

nativa 2,810,3 100
nativa + Ascorbato - 1,640,2 64
desnat.+ Ascorbato 3,710, 1 -
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Como podemos observar la oxidaciéon por el ascorbato ,
que produce radicales libres tanto directa como
indirectamente (49-50), transcurridos 15 minutos produce una
pérdida de actividad en la enzima del 36% y la pérdida de
1,2 restos de bhistidina valorados con DEPC. Este resultado
obtenido indica que la perdida de actividad encontrada en la
"EM de animales viejos, al igual que el resto de histidina
menos que se encuentra en dicha enzima, puede ser explicada
como una oxidacién en dicho resto de histidina en la EM

durante el envejecimiento.
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4.3.1. RELACION ACTIVIDAD/CANTIDAD DE ENZIMA,

Esta relacion como podemos ver la figura 13, es mnenor
en un 15% en tejido hepatico de ratas viejas con respecto al
tejido hepatico de ratas jovenes. deducimos pues que existe
una mayor cantidad de proteina 1inactiva o con menor

actividad G-6-PDH en tejido de animales viejos que en los

jovenes.,
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FIGURA 13. Inmunoprecipitacién de la G—6—PDH de higado de rata de

animales jovenes y viejos.
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4.3.2. PURIFICACION

La purificacién como en el caso anterior se ha
realizado por cromatografia de inmunoafinidad. Un resumen de

los procesos de purificacién se presenta en la tabla 10.

TABLA 10. PURIFICACION DE LA ENZIMA G-6PDH DE HIGADO DE RATAS
JOVENES Y VIEJAS

V Prot Act.espec. Act.Total Rend. F.Purif.
(ml) (mg/ml) U/ mg) W %)

JOVEN 4 46 0,038 7,1 100 1
HOMOGENADQ

VIEJQ 10 52 0,015 7,8 100 1

JOVEN 8 0,03¢ 5,51 1,5 21 145
CRONM. INM.

VIEJGQ 8 0,030 5,83 1,4 18 388

Como en el caso anterior el rendimiento esta entorno al
20%. El perfil de elucién es semejante para jovenes y viejos
y similar al de la EM y 6-PGDH como podemos observar en la

figura 14.

En la fotografia 2, recogemos la electroforesis en
geles de poliacrilafmida del homogenado y de 1la fraccién
enzimaAtica de G-6-PDH obtenida en la cromatografia de

inmunoafinidad.

_57_



0-C —(.IT'

Unidades /mi

-~ - ]
I:._:' . '\_] ‘::‘ '::’ ke

%7
g 5 140

Numero de Fraccione

i)

FIGURA 14.

Inmunoafinidad.

o—oU.0.0.

A — a4 Setividad

et

15

_58_.

2 mil ‘

Pras 20N

.
'
e et e,

=
o~
—

L

1
LA

[

Perfil de elucion de la G—6—PDH por la Cromatografia de

-
]

ST Y
BRI



Fotografia 2. Purificacién de la G—6—PDH de higado de rata por la crpmaQ
| tografia de Inmunoafinidad.
Pocillo nO 1= Homogenado de higado de rata. Pocillo n@ 2= Eluido de
la columna de inmunoafinidad con actividad G-6—PDH. Pocillo n2 3=
Albumina (66.000 daltons), Ovoalbumina (45.000 daltons), Anhidrasa
carbdnica (31.000 daltons). ‘



4.3, 3. CARACTERIZACION DE LA ENZIMA GLUCOSA 6-FOSFATO
RESHIDROGENASA.,

4.3.3.1. Determinacién del peso molecular.

El peso molecular de la G-6PDH, en ambos casos, es de

aproximadamente 60.000 daltons.

4.3.3.2. Determinacién del punto isoeléctrico.

El punto isoceléctrico obtenido por isoelectroenfoque
para la G-6-PDH de joven y de viejo es de aproximadamente

6,9 unidades de pH.

4.3.3.3. Estudios cinéticos.

Se han determinado las Km del sustrato ( glucosa-6-
fosfato, respectivamente)> y cofactor(NADP*)>, para dicha
enzima, en jovenes y viejos. En las tabla 11 recogemos los
resultados obtenidos (experimento representativo de 3

realizados)

TABLA 11. DETERMINACION DE LAS Km PARA LA G-6PDH EN JOVENES Y VIEJOS.

Km (Glucosa-6-fosfato) Km (NADP™)

G-6PDH de joven 30 puM 9 uX

G-6PDH de viejo 35 uM 6 pX

De los resultados obtenidos, podemos deducir, que la
constante cinética Km para el sustrato y el NADP* no varia
significativamente durante el proceso de envejecimiento para

dicha enzina.
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4.3.4, MODIFICACIONES AMINQACIDICAS.

El nGmero de experimentos realizados para cada resto

aminoacidico estudiado en esta enzima ha sido 4.
4.3.4.1., Modificacién y valoracién de grupos —SH.

Los grupos -SH valorados, asi como, su reactividad
estan recogidos en la tabla 12 y figura 15. En estos
resultados no se aprecia diferencia significativa alguna
entre la molécula de joven y la de viejo. En cuanto a la
variacién de la actividad durante el proceso de modificacién
con DTNB de la G-6-PDH, tanto en jovenes como en viejos,
observamos una pérdida total de 1la actividad cuando se
modifican estos grupos -SH. Este resultado indica la
importancia de los grupos sulfidrilos en la actividad de la
enzima (81) (fig.16)>.

TABLA 12. VALORACIQF DE GRUPOS -SH DE LA G-6PDH DE HIGADO DE RATA
Méetodo de G~-6PDH de joven G-6PDH de viejo
valoracion namerc de grupos —-SH (equiv./mol)

Enzima nativa 5,940,5 6,140,4
DIKNB

Enzima desnat. 10,4+40,5 10,240,5
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4.3.4.2. Modificacién y valoracién de restos de histidina.

La valoracién y reactividad de los restos de histidina
con DEPC es muy semejante de jovenes a viejos en la G-6-PDH
(tabla 13, figura 17). La actividad de esta enzima decae
totalmente cuando se modifican dichos restos (figura 18), es
decir, estos restos juegan un papel fundamental en la

actividad enzimdtica de la enzima.

TABLA 13. VALORACION DE LGS RESTOS HISTIDINA EN LA G-6FDH
DE HIGADO DE RATA

G-6FPDH (joven) G-6PDH (viejo)
(mal/mal) (mol/moi)
Histidina accesible (nativa) 4,0+0,1 4,2+0,1
Histidina total (desnat.) 6,8+0,2 7,040.3
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4.3.4.3. Modificacién y valoracién de los restos arginina.

En los resultados ontenidos para los restos de arginina
tampoco se aprecia diferencias importantes entre las
moléculas de jovenes y viejos en esta enzima. Los resultados
vienen recogidos en la tabla 14 (valoracién) y en las
figuras 19 (reactividad) y 20 <(variaciéon de la actividad
durante el proceso de modificacién de los restos de arginina
con p-NPG). De estos resultados, es interesante destacar,
que, como en los casos anteriores, desaparece la actividad

enzimbdtica cuando se modifican los restos arginina.

TABLA 14. VALORACION DE LOS RESTOS ARGININA EN LA G-6PDH
DE HIGADO DE RATA

G-6PDH (joven) G-6PDH (viejo)

(mol/mol) (mol/mocl>
Arginina accesible (nat.) 4,9+0,2 4,8+0,2
Arginina total (desnat.) 10,6+40,2 10,740,3
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4,3.4.4. Modificacién y valoracién de restos metionina.

Los restos de metionina accesibles valoradas con
Cloramina-T, asi como la metionina total para la Glucosa 6-

fosfato deshidrogenasa de joven y de viejo, estan recogidas
en la tabla 15.

TABLA 15. VALORACION DE RESTOS METIOKRINA EN LA G-6PDH
DE HIGADO DE RATA

G~6PDH (joven) G-6PDH (viejo>
(rol/mol) (mol/mol)
Metionina modif. con C-T 0,6+0,1 0,7+0,1
Metionina total 11,040,1 11,040,1

En cuanto a la variacién de la actividad durante el
proceso de modificacién con C-T, se observa que no existe

pérdida de actividad enzimatica.
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4.3.4.5. Valoracién de los restos de lisina.

Los restos de 1lisina valorados con TNBS para esta

enzima estan recogidos en la tabla 16.

TABLA 16. VALORACION DE RESTOS DE LISINA
Joven. Viejo
G—-6—~PDH ) 21,745,1 19,543,2

Como podemos observar, no existe tampoco una diferencia
significativa entre los resultados obtenidos entre la enzima

de joven y la enzima de viejo.

..71_



milnidades

4.4.1, RELACION ACTIVIDAD/CANTIDAD DE ENZIMA.

La relacién actividad/cantidad de enzima obtenida por
inmunoprecipitacién en homogenados hépaticos de jovenes (2-3

meses) y viejos (2afios) para la enzima 6-PGDH esta recogida

en la figura 21 (experimento realizado 5 veces).
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FIGURA 2l. Inmunoprecipitacion de la 6—PGDH de higado de rata de

animales jovenes y viejos.
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Como podemos observar la relacién actividad/cantidad de
proteina i1nmunologicamente reactivas para la 6-PGDH es
menor, en un 25% en tejido hépatico de ratas viejas que los
que pertenecen a ratas jovenes. Esto parece indicar, la
existencia de una mayor cantidad de enzima inactiva o con

menos actividad en viejos con respecto a jovenes.

4.4.2. PURIFICACION,

La purificacién de la 6-PGDH de higado de rata por
cromatografia de inmunocafinidad ha sido realizada con
anticuerpos anti-6-PGDH obtenidos en conejos previamente

inoculados con dicha proteina.

Un resumen de los procesos de purificacién se presenta

en la tabla 17.

Tabla 17. PURIFICACION DE LA EKZIMA 6-PGDH DE HIGADO DE RATAS
JOVENES Y VIEJAS

V ' Prot Act.espec. Act.Total Rend. F.Purif.
(ml) (mg/ml) (U/mg) an %>
JOVEN 3 46 0,073 10,1 100 1
HOMOGENADQO
VIEJO 4,5 52 0.037 8,7 100 1
JOVEN 8 0,020 12 2,0 21,5 171
CROM. INMUN
VIEJO 8 0.029 8,1 1,9 21,8 218
Como en los casos anteriores, el rendimiento esta

entorno al 20% en ambos casos. El perfil de elucidén es muy

semejante en jovenes y viejos, por lo que recogemos solo uno
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de ellos en la figura 22. En 1la fotografia 3 podemos

observar el proceso de purificacién.
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.

Fotografia 3. Purificacién de la 6—PGDH de higado de rata por la croma-

tografia de Inmunoafinidad.

Pocillo nQ 1= Homogenado de higado de rata. Pocillos no 2,3,4,5 Elui-

dos de la cromatografia de inmunoafinidad con actividad 6-FGDH.

Pocillo nQ 6= Fosforilasa b (97.400 daltons), #Albumina (66.000 daltons),

Ovoalbimina (45.000 daltons. Pocillos n2 7 y 8= Albumina
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4.4.3, CARACTERIZACION DE LA ©-FPGDH.
4.4.3.1. Determinacién del peso molecular,

El  peso molecular de 1la 6-PGDH es de 63,000 daltons
tanto para la molecula de joven como para la molécula de
viejo (determinados en geles de poliacrilamida con SDS).
4.4.3.2. Determinacién del punto isoeléctrico

En este caso el punto 1isoceléctrico determinado por
isoelectroenfoque para jovenes y viejos fue de 6,8 unidades
de pH.
4.4.3.3. Estudios cinéticos,.

Las Km para el sustrato (6-fosfogluconato) y el

cofactor (NADP*) estan recogidas en la tabla 18 (experimento

representativo de 3 realizados?.

TABLA 18. DETERMINACION DE LAS Km PARA LA 6-PGDE EN JOVENES Y

VIEJOS.
Km (6~-fosfoglucdnico) Km (NADP*)
6-FGDH de joven 170 uM 87 pM
6-FGDH de viejo " 176 pM 95 uM

Como vemos la constante cinética Km para el sustrato y
el cofactor NADP* en la 6—-PGDH no varia de jovenes a viejos

signiticativamente.
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4.4.4., MODIFICACIONES AMINOACIDICAS.

El nomero de experimentos realizado para el estudio de

cada uno de restos aminoacidicos ha sido de 4.

4.4.4.1. Modificacién y valoracién de grupos -SH.

La 6-PGDH modificada con DTNB, tanto en su forma
nativa como desnaturalizada con SDS al 2% , para valorar el
naomero y reactividad de los grupos -SH en jovenes y viejos,
ha dado los siguientes resultados recogidos en la tabla 19 y

figura 23.

TABLA 19. VALORACION DE GRUPOS -SH DE LA 6-PGDH DE HIGADO DE RATA

Método de 6-PGDH de joven 6-PGDH de viejo
valoracién nimero de grupos -SH (equiv./mol)
Enzima nativa 7,440,5 7,940,4
DTNB
Enzima desnat. 9,740,5 9,3+0,5

Como podemos observar, la valoracion de grupos -SH, de
las moléculas en su forma nativa como desnaturalizada en
Jovenes y viejos, con DTNB da lugar a un nimero muy similar
para todos los casos estudiados. En cuanto a la reactividad
de dichos grupos -SH tampoco se aprecia diferencia alguna
entre las moléculas (figura 23).

_77_



il de enzimag

K
/

einy

e

o
ey

L

la

e

7

&.000 +

4,000 4

K
\

# O— O viejos
i“:. 4

po

D

I"'l

(8
}

d A— A jcvenes

g, - e ‘
G000 e . 4 .
L Lo Nat

A i
‘-‘_,.' ] ‘.___‘ 2 ‘.4‘_.' 4 L."

TIEMPD (minutas)

FIGURA 23. Reactividad de los grupos —SH de la 6—PGDH de. animales

jovenes y viejos con el reactivo DTNB.

_78_



TRADAD

A

OF Al

i

10

La actividad de la enzima modificada con DTNB, figura
24 , se observa que esta decae cuando se modifican 1los
grupos —-SH reactivos. Esto hace indicar que los grupos —-SH

tienen un papel muy importante en la actividad de esta

enzima (82>.
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4.4.4.2., Modificacién y valoracién de restos de histidina
con DEPC.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 20 y en

las figuras 25 y 26.

TABLA 20. VALORACION DE LOS RESTOS HISTIDINA EN LA 6-FGDH
DE HIGADO DE RATA
6-PGDH (joven) 6-PGDH (viejo)
(mol/mol) (mol/mol)
Histidina accesible (nativa) 4,0#0,1 - 3,6+0,2
Histidina total (desnat.) 7,440,2 7,240,2

La valoracién de los restos histidina no muestra
diferencias entre la molécula de Jjoven y de viejo. Esto

mismo ocurre cuando estudiamos 1la reactividad de dichos

restos (figura 25>. En cuanto a la actividad de estas
enzimas cuando son modificadas con DEPC, como podemos
observar en la figura 26, decae totalmente cuando se

modifican. En estos resultados obtenidos, podemos decir en
resumen, dque no se aprecia ninguna diferencia de gran

interes entre las enzimas de joven y de viejo.
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4.4.4.3. Modificacién y valoracion de los restos arginina

con p—NPG.

La valoracién y reactividad de 1los restos arginina
ofrece los siguientes resultados (tabla 21 , figuras 27 y

28>,

TABLA 21. VALORACION DE LOS RESTOS ARGININA EN LA 6-PGDH
DE HIGADO DE RATA

6-PGDH (joven) 6-PGDH (viejo)
(mol/mol) (mol/mol)
Arginina accesible (nat.) 8,140,2 7,940,2
Arginina total (desnat.) 15,610,2 15,7+0,2

Como se observa el naimero y reactividad de los restos
arginina valorados con p-NPG, es muy semejante para la 6-
PGDH en Jjovenes y viejos. En cuanto a la actividad de la
enzima durante el proceso de la modificacién, los resultados
lo podemos observar en la figura 28. La actididad decae
totalmente, 1lo que hace pensar que los restos arginina

Juegan un papel fundamental en la actividad
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4.4.4.4. Modificacién y valoracién de los restos metionina

con Cloramina-T.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 22 ,
figura 29. En este estudio tampoco se aprecian diferencias
entre la enzima de joven y la de viejo, teniendo ambas
moléculas un comportamiento similar. En cuanto al estudio de
la actividad durante el ©proceso de modificacién con
Cloramina-T (reacciona con las metioninas accesibles), no se
observa cambio alguno en la actividad (figura 29). Esto nos
permite deducir 1los restos metionina no juegan un papel

fundamental en la actividad de la 6-FGDH.

TABLA 22. VALORACION DE LOS RESTOS METIONINA EN LA 6-FGDH
DE HIGADO DE RATA

6-BGDH <(joven) 6-PGDH (vieja)
(mol/mol) (mol/mol>
Metionina modif. con C-T 0,8%0,05 0,910, 05
Metionina total (Gross) 1040, 05 1040,1
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4.4.4.5. Modificacién y valoracién de los restos de lisina

con TNBS.

Los resultados obtenidos lo podemos observar 1la tabla

23.

TABLA 23. VALORACION DE RESTOS DE LISINA
Joven Vieio

6—-PGDH ) 39,0+2,8 #28,145,4

Como podemos observar de estos resultados, en la 6-PGDH
de higado de rata, parece ser que existe una diferencia lo
suficlentemente significativa (#p<0,02>, entre los residuos
de lisina de joven y los de viejos. Los residuos de lisina ,
que no cuantificamos en los animales viejos, podrian estar
modificados (gxidados) <45) y esta podria ser la causa de la
pérdida de actividad en esta enzima, observada en los
animales viejos por nosotros 4.4.1. relacién

actividad/cantidad de enzima>.

4.4.0. MODIFICACION CON ASCORBATQO DE LA ©-FGDH DE JQVEN.
Con objeto de éér si la oxidacién con ascorbato puede
producir una disminucién en el namero de lisinas valorados
en la molécula de joven y una pérdida de actividad en la
misma semejante a la que ocurre en la molécula de animal
viejo, se han probado distintas concetraciones de ascorbato
en el medio. En la tabla 24 se recogen los resultados
obtenidos cuando la concentracién de ascorbato es de Z2mM en

el medio (experimento realizado ¢ veces). En estas
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condiciones, la 6—-FPGDH de animal joven, presenta
caracteristicas semejantes, en cuanto al naimero de lisinas
valorados con TNBS (31,1+4,7), que 1la de animal viejo
(28,245,3) y una pérdida de actividad del 25% respecto a la

no oxidada.

TABLA 24. NMODIFICACION OXIDATIVA DE LA 6-FGDH DE JOVEN CON ASCORBATO.
residuos de lisina % de actividad (15 min.)
6-PGDH de joven 39,042,8 100

6-PGDH de Jovén
+ 31,1+4,7+ 7%
Ascorbato (2mM)

El numero de lisinas valorados en la enzima oxidada es
significativamente diferente a la de la enzima no oxidada
(¥p<0. 05>, Por otra parte hemos valorado 1los restos
histidina con ﬁEPC, para ver si en estas condiciones tambien
eran oxidados, observanda que el nimero de histidinas

obtenido es semejante a la de la enzima nativa (4,0+0,1).

En la figura 30 hemos representado el numero de lisinas
e histidinas valorados en 1la 6-PBGDH, cuando se oxida,
utilizando distintas concetraciones de ascorbato. Como
podemos observar los restos lisina en esta enzima son mas
sensibles a la oxidacién que los restos de histidina. Asi, a
concentracion 2mM, como apuntabamos anteriormente, no se
apreclian en la valoracion de los restos de histina
diferencias con la enzima nativa. Sin embargo, los restos de
lisinas valorados son menores a 1los de la enzima nativa.
Cuando aumentamoé la concetracién de ascorbato a 10mM,

practicamente estan casi todos los restos de lisina estan
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ENDOPROTEINASA ARG-C Y SEPARACION DE LOS PEPTIDOS OBTENIDOS
EN LA HIDROLISIS POR HPLC DE LA ENZIMA 6-FGDH.

Con el objeto de abordar con otra metodologia el
estudio de los restos de lisinas en las molécula de la 6-
PGDH en jovenes y viejos se ha procedido a la comparacién de
los mapas péptidicos obtenidos con dos proteasas: la
tripsina (que rompe el enlace peptidico cuando hay una
lisina o una arginina); y la endoproteinasa Arg-C (que rompe
s0lo en donde hay restos de arginina). Previamente a estas
hidrélisis, hemos procedido a la iodacién de la 6~-FGDH de
joven, Joven oxidada con ascorbato 2mM y viejo, c¢on el
objeto de seguir la separacién de los péptidos en el HPLC a

traves de la radiocactividad de los mismos.

La proteina iodada, segun el método descrito en
materiales y métodos, se ha corridoc en el gel de
electroforesis y hecho una autoradiografia con el objeto de

ver donde se encuentran la bandas.

Cada banda una vez dividida y cortada en dos tiene
aproximadamente: 580,000 cuentas por minuto (CPM) en el caso
de cada trozo de la enzima 6-FGDH de joven; de 76.000 CPM
en el caso de cada trozo de la de vieja; y de 95.000 CPM

para la de joven oxidada.

La hidrélisis parcial con las proteasas se efectua como
hemos descrito anteriormente en material y métodos. Para
comprobar el grado de hidrélisis separamos la banda de gel
(con nuestra proteina)> del tampén ( donde se deben de
encontrar los péptidos obtenidos de 1la hidrélisis) tras
centrifugar. Una 'vez realizada la separacién contamos la
radioactividad del liquida en el contador-Y. Si la
radiactividad que tiene el 1i§uido es mayor del 60% de 1la
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radioactividad de partida en la banda en el caso de los
hidrolizados de tripsina, o mayor del 40% en el caso de la
endoproteinasa Arg-C, se da por terminada la reaccién. Si no
es asi, se vuelve a afiadir de nuevo 1 o 2 ug de cada
proteasa y se repite la operacién hasta coseguir que la

hidrélisis supere estos niveles.

La separacién de 1los péptidos obtenidos en 1la
hidrélisis con tripsina y endoproteinasa Arg-C de la enzima
6-PGDH, de animales jovenes, viejos, y enzima de animal
Joven modificada con ascorbato, mediante HPLC es seguida por
la radioctividad observada en las distintas fracciones (de 1.

ml).

El gradiente de fases méviles es siempre el mismo para
todos los casos estudiados. Para ver si el cromatograma
obtenido (en el que se representa CPM frente al tiempo de
salida) en cada caso es comparable en el tiempo, llevamos un
hidrolizado de albumina con tripsina que puede ser detectado
a aA=215-225 como patroen interno. El cromatograma obtenido
para el hidrolizado de la albumina ha sido practicamente
igual en todos los casos, esto implica que el cromatograma
obtenido en cada caso puede ser perfectamente comparado con
los demAs. Por ultimo hay que hacer constar, queben cada
‘muestra se ha inyectado para hacer el cromatograma parecidas
cantidades de CPM. ‘

Los resultados obtenidos lo podemos observar en las

figuras 31 y 32 (se" recoge, en cada caso, un experimento

representativo de 3 realizados>.
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FIGURA 31.
6—PGDH :
En la figura se muestra un experimento representativo de

los tres realizados.
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En la figura se muestra un experimento representativo de

los tres realizados.

_94._



Como podemos apreciar en los resultados obtenidos
existe una clara diferencia entre el cromatograma de joven y
de viejo cuando se utiliza tripsina para producir Ila
hidrélisis (Fig.31). Sin embargo, cuando se utiliza
Endoproteinasa Arg-C ( enzima que sélo rompe a la proteina
en 1los enlaces péptidicos que tienen como resto una
arginina’para producir la hidrélisis, dicha diferencia no se

aprecia (Fig.32).

Si recordamos que la tripsina rompe a las proteinas por
los restos aminoacidicos lisina y arginina, podemos deducir
que las diferencias encontradas, en los hidrolizados de 1la
enzima 6-PGDH de joven y de viejo con la tripsina, estarén

debidas unicamente a los restos de lisina.

Por otra parte, si tenemos en cuenta que, existe una
mayor cantidad de picos en el cromatograma de la enzima de
joven con respecto a la de viejo (Fig.31), esto podria
implicar 1la existencia de un mayor numero de péptidos
obtenidos en 491a hidrélisis de 1la enzima de joven con
tripsina y esto estaria de acuerdo con los resultados
obtenidos con el reactivo TNBS que pone de manifiesto un
menor numerc de restos de lisina 28,145,4) en la 6-FGDH de

viejo frente a la de joven (39, 0+3,8).

En la figura 31 tambien podemos apreciar el
cromatograma del hidrolizado obtenido con tripsina de la 6-
PGDH de joven modificada con ascorbato en concentracién de 2
mM (en estas condiciones, la valoracién de restos. de lisina
con TNBS da 31,2+%4,5). En este caso podemos ver gque el
cromatograma obtenido parece ser intermedic -entre el
cromatograma obtenido para el joven y el obtenido para el
viejo, con mayor numero de picos (péptidos) que el viejo y

menor nunero de picos que el joven.
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5.1. ISQCITRATQ DESHIDROGENASA.

5.1.1.Relacidn actividad/cantidad de enzima.

\

Log estudios de 1la relacién actividad/cantidad de
proteina para una enzima realizados mediante
inmunoprecipitacién, nos permiten comparar los resultados
obtenidos para diferentes individuos. Diferencias en esta
relacion nos dard una idea de la mayor o menor actividad de
la proteina enzim&tica en dichos individuos. Una relacién
menor, indicara la presencia de una proteina con mnenor

actividad o la presencia de parte de esta proteina inactiva.

Esta técnica ha sido y es muy empleada por distintos
autores (83-84> ., Por otra parte esta técnica de
inmunoprecipitacicgon es fiable y facil de realizar,
obteniendose asi wuna informacién muy importante en el

estudio de 1las proteinas que queremos hacer en nuestro

trabajo.
Estudios ‘realizados en la IDH, han puesto de
nmanifiesto, la existencia de wuma pérdida de actividad

especifica en viejos respecto a jovenes (23, 85),

En nuestro estudio de la relacién actividad/cantidad de
enzima para la IDH, podemos ver que no existe una clara
diferencia en esta relacién entre animales jovenes y viejos
(Fig.1l, p.35). esto como deciamos antes, nos permite deducir
que no existe una acumulacién de proteina inactiva o0 menos
activa en el viejo con respectoc al joven. Por tanto, la
pérdida de actividad observada en viejos debe ser debida a

una disminucién en la cantidad de proteina enzimatica.

Al no existir ©pues wuna clara diferencia en esta

relacion, creemos que el estudio de las moléculas de joven y
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de viejo con el objeto de ver posibles diferencias entre

ellas, no merece la pena de ser continuado.

5.2.1. Relacion actividad/cantidad de enzima.

Los estudios de esta relacién para la EM de joven y de
viejo ofrecen wuna <clara diferencia (Fig.2, p.37>. Como
podemos ver en dicha figura existe una relacién menor en
viejos con respecto a Jjovenes, es decir, existe una mayor
cantidad de proteina inactiva o0 menos activa en viejos

(entorno al 36%).

Esto nos permite deducir que 1la menor actividad
especifica encontrada en animales viejos (23) puede ser
debida a la presencia de proteina con menor actividad

enzimatica.

Este resultado nos ha inducido a estudiar las moléculas
de EM de joven y de viejo para ver si encontramos la causa

de esta pérdida de actividad.

5.2.2. Purificacliéon y caracgterizacion.,

El primer pasc para el estudio de las moléculas de EM
de Jjovenes y viejos es la purificacién, a partir de los
homogenados de higado de animales jovenes y viejos, de dicha

proteina.
Para 1la purificacién hemos puesto a punto un método

basado en la cromatografia de Inmunocafinidad <(utilizando

anticuerpos anti—-EM unido a-SepharDsa 4B CHNBr-activada de
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Pharmacia) que nos permite purificar la proteina de una
forma rapida y sencilla y partir de pequefias cantidades de
muestra <(evitando el inconveniente de la escazez de animales
viejos>, Vs ademas, sin tener en cuenta su capacidad
catalitica como seria el caso de una cromatografia de

afinidad.

Este sistema de purificacién ha sido utilizado, con
anterioridad, para la purificacién de muy diversas proteinas
(86-89)>, con resultados muy satisfactorios. En nuestro caso,
nos ha permitido obtener una proteina enzimaAtica pura
hémogénea como lo demuestra criterios de pureza estudiados

(fotografia 1),

Una vez purificadas las enzimas se dispone, de un
material idoéneo, para el estudio de las propiedades fisico-

quimicas, cinéticas, etc.

Asi, nosotros hemos procedido al estudio, en esta
enzima de animales jovenes y viejos, del: 1) peso molecular;
2> pl; 3> cinética <(calculo de la Km (sustrato) y Km

(cofactor) .

Estos estudios no nos ofrece diferencias entre la EM de
joven y la de viejo. esto por otra parte esta de acuerdo,
segun vimos en la 1introduccién, con los estudios de
realizados en distintas proteinas durante el envejecimiento
por diversos autores (10-32).

El peso molecular para la EM de joven y de viejo es
aproximadamente de 64.000 daltons por subunidad, resultado

proximo al hallado por otros autores (90-91)
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5.2.3. Modificaciones aminoacidicas.,

Si la diferencia entre las moléculas de animales
jovenes y de animales viejos, es debida a modificaciones
post-traducionales , estas podrian tener lugar por
alteraciones, en el proceso de envejecimiento, a nivel de
las cadenas laterales mAs reactivas de las moléculas (92).
Por lo que decidimos estudiar el comportamiento de dichas
moléculas enzimbdticas frente a distintos reactivos

especificos de aminoacidos.

Con este fin se han ensayado los siguientes reactivos
especitficos de aminocacidos: 1> DTNB para 1los grupos
sulfidrilos <(-SH); 2) Dietil-pirocarbonato (DEPC) para las
histidinas; 3 p—Nitrofenilglioxal (p—NFEGH para las
argininas; 4> Cloarmina-T (C-T)> para las metioninas; y 5>

Trinitrc benzol-sulfénico (TNBS) para las lisinas.

Se han elegido estos restos aminoacidicos para su
estudio debidor
- Los grupos -SH por su alta reactividad y estar
generalmente implicados en la actividad catalitica y
responsables de la estructura (93-96).
- Los restos aminodcidicos de histidina, arginina y lisina
por estar frecuentemente implicados en el centro de unién
del enzima con el sustrato y el cofactor (97-105).
- La metionina por ser un aminoacido con tendencia a
situarse en las zonas hidréfobas de las moléculas, lo que
una modificaciéon de estas, de una forma drastica, conduciria

a cambios en la estructura de la proteina (106).

De los resultados obtenidos de estos estudios podemos
destacar: que los grupos —-SH son muy semejantes para la EM
de jovenes y viejos, asi como la importancia de estos grupos

en la actividad enzimatica, hecho que esta de acuerdo con
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algunos autores que relacionan estos grupos con el centro

activo de esta enzima (77-79).

La existencia de un resto de histidina/mol menos en la
EM de viejos en comparacién con la de joven ( en viejos hay
4 grupos/mol; en jovenes 5 grupos/mol). Este grupo de menos
parece corresponder al tipo de grupos de  Thistidina
accesibles en la proteina nativa ( en joven 2,4 grupos/mol;

en viejos 1,6 grupos/mol)>.

La actividad de 1la enzima decae hasta desaparecer
cuando se modifican los restos de histina reactivos tanto en
jovenes como en viejos. Es importante destacar que en la EM
de viejo la actividad decae mas lentamente que en jovenes.
Esto puede indicar que los restos de histina en la molécula
de viejo son menos accesibles debido a la modificacién en
uno de los restos de histidina. Chang y Hsu (107) sefialan la
existencia de restos de histidina y lisina en el sitio de

unién para el nucleétido de piridina en la EM.

Segun estudios realizados recientemente en 1la EM de

Jjovenes <80) R una arginina es fundamental para que la
enzima se una al sustrato carboxilado. Los resultados
obtenidos, parecen confirmar estos estudios, ya que la

actividad decae cuando son modificados los restos arginina
acceslibles en estado nativo tanto en jovenes como en viejos.
Sin embargo, no hay variaciones en su namero entre las dos
proteinas estudiadas.

Tampoco se encuentran diferencias en las en el estudio

de los restos de lisina ni de metionina.
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5.2.4. Oxidacion de la EM de joven con ascorbato.

La oxidacion “in vitro" es un proceso que produce la
inactivacién de determinadas enzimas (40~47) debido a 1la
oxidacién de restos de aminoacidos. Nosotros efectuamos un
experimento semejante al realizado por Levine (46-47) sobre

la Glutamina sintetasa de E. cagli.

Los resultados obtenidos en la oxidacién "in vitro" de
la EM con ascoaorbato, ponen de manifiesto, que dicha
oxidaci6én, da lugar a una pérdida de actividad, y esta es
semejante a 1la que se produce en la enzima de viejo.
Tambien, en la enzima de joven oxidada, se valora el mismo
numero de restos de histidina que encontramos en la
molécula de viejo. Por tanto, estos dos hechos permiten
suponer que la pérdida de actividad encontrada por nosotros
en la EM de viejos es debida, como hemos demostrado, a la
modificacién de una histidina, vy esta modificacién podria
ser una oxidacién lo que estaria de acuerdo con lo postulado

por el grupo de Stadtman (40-45).

5.3. GLUCOSA ©-FOSFATO DESHIDROGENASA.

5.3.1. Relacién actividad/cantidad de enzima.

Los estudios de esta relacién para la G-6-PDH de joven
y de viejo ofrecen una clara diferencia ya que existe una
relacion menor en viejos con respecto a jovenes, lo que
permite suponer 1la presencia de proteina inactiva ©o con
menor actividad en viejos (entorno al 15%> que en jovenes

(108>,
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5.3.2. Purificacion y caracterjzacion.

Para la purificacién hemos utilizado tambien la
cromatografia de Inmunoafinidad (utilizando anticuerpos
anti-G-6-PDH unido a Sepharosa 4B CNBr-activada de
Pharmacia). La elucién de la enzima se ha realizado, al

igual que para la EM, utilizando el HzO destilada

En cuanto a 1la caracterizacidén, estos estudios no nos
ofrecen diferencias entre la G-6-PDH de joven y la de viejo.
El peso molecular para esta enzima en jJoven y de viejo es
aproximadamente de 61.000 daltons por subunidad, resultado

préximo al hallado por otros autores (109-110).

5.3.3. Maodificaciones aminoacidicas.

En este estudio no hemos encontrado diferencias entre
la proteina de joven y de viejo en los grupos —-SH, restos de
histidina, arginina, metionina y lisina. Por otra parte, en
la actividad catalitica, estan implicados laos grupos -Sh
(81>, histidina y arginina. Con respecto a los restos de
arginina, algunos autores suponen gque Juegan un papel
fundamental para que 1la enzima se una al sustrato

carboxilado <(111)>.

Estos resultados nos indican que la causa de la pérdida
de activividad de esta enzima producida durante el proceso
de envejecimiento tiene qué ser debida a otra causa no

puesta de manifiesto en este estudio.
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5.4, 6-FQSFQGLUCONICO DESHIDROGENASA.
5.4.1. Relacion actividad/cantidad de enzima.

Los estudios de esta relacién para 6-PGDH de joven y de
viejo muestran la existencia de una relacién menor en
viejos con respecto a jovenes, es decir, existe en el animal
viejo wuna cierta cantidad de proteina enzimdticamente

inactiva o menos activa <(entorno al 25%> que en el joven.

5.4.2. Purificacion y caracterizacioén.

Para la purificacién hemos utilizado, como en los casos
anteriores, la cromatografia de Inmunocafinidad realizando la
elucién de la enzima con el H:O destilada . En la fotografia
3 podemos observar una sola banda de proteina enzimatica

homogenea.

Los estudios de <caracterizacion no nos ofrecen
diferencias, al igual que ocurria con la EM y G~6—-PDH, entre
la G-6-PDH de joven y la de viejo. El peso molecular para
esta enzima en Joven y de viejo es aproximadamente de
63.000 daltons por subunidad, resultado proximo al hallado

por otros autores

5.4.3. Modificaciones amingacidicas.

En este estudio, los grupos -SH y 1los restos de
histidina, metionina ¥y arginina no parecen sufrir
nmodificaciones durante el envejecimiento. Al mismo tiempo,
la modificacién de los grupos -SH, y de los restos de
histidina y arginina producen la pérdida de actividad

enzimatica, 1o que parece demostrar su implicacién en la
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actividad catalitica de 1la enzima. Hecho que ha sido
descrito con anterioridad por Tophan y Dalziel (112> para
los resto de histidina.

los restos de lisina si muestra una diferencia
significativa entre la proteina de joven (39,012,8> y la
proteina de viejo (28,145,4).

5.4.4. QOxidacion de la 6-FGDH de joven copn ascorbato.

Este experimento se efectua con el fin de correlacionar
los fenomenos de oxidacién "in vitro" con 1la actividad
catalitica de la 6-PGDH, asi comao, con la modificaciém de

los distintos aminodcidos producidos por dicha oxidacién.

La oxidacién con ascorbato de la molécula de joven con
llevauna pérdida de actividad semejante a la pérdida de
actividad encontrada en los viejos. A la concentracioéon de
ascorbato utilizada en estos experimentos (2 mM>, los restos
de histidina no son modificados en esta enzima
produciendose, sin embargo, pérdida en los restos de lisina
(31,1%+4,7 frente 39, 0+2, 8>, Por tanto, estos estudios,
parecen indicar que la diferencias encontradas entre Ila
molécula de joven y de viejo se pueden explicar por una

oxidacién de los restos de lisina en la molécula durante el

envejecimiento.

5.4.5. lodacién, hidrolisis parcial y separacién de los
péptidos,

Mediante el estudioc de 1la accién proteclitica de
tripsina (proteasa que rompe las proteinas en los enlaces
peptidicos donde existe arginina o lisina> vy la

Endoproteinasa Arg-C (proteasa que solo rompe los enlaces
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peptidicos donde existe una arginina) sobre la 6-PGDH de
joven, viejo y joven oxidada, hemos intentado corroborar o
confirmar los resultados de la modificacidn producida en los

restos de lisina descritos anteriormente.

La actuacién de la Endoproteinasa Arg—-C da lugar a un
mapa peptidico muy semejante cuando actua sobre la enzima de
jJoven y la de viejo. Deducimos pues, que no existe
diferencia en 1los restos de arginina en esta proteina
durante el envejecimiento, lo que confirma los estudios

realizados con el reactivo p-NPG, que cuantifica arginina.

La actuacién de tripsina, sin embargo, da lugar a unos
mapas peptidicos diferentes cuando actua sobre la enzima de
Joven y 1la de viejo, lo que confirma las diferenciés
encontradas en los restos de lisina, con el reactivo TNES,

entre la proteina de joven y la de viejo.

Cuando se realiza este mismo experimento con la
proteina de joven oxidada nos encontramos con un perfil del
mapa peptidico’'intermedio entre el obtenido para la proteina
de joven y la de viejo. Este resultado se podria justificar
por el menor numero de lisinas modificadas por oxidacidén que

las encontradas en la proteina de viejo.

De todos estos datos podriamos resumir, que durante el
envejecimiento se encuentran enzimas que presentan una menor
actividad, EMNM, 6—§GDH y G-6-PDH. En el caso de la EM ¥y
6-FGDH parece demostrado, que la pérdida de actividad puede
ser debida a la modificacién de un resto de histidina en la
EM y de una serie de residuos de 1lisina en la 6—-PGDH
(28,1+5,4 frente 39,0+2,8 en Jovenes). Al mismo tiempo,
teniendo en cuenta los estudios de oxidacién "in vitro" con
ascorbato, podemos apuntar como la modificacién mas posible,

la oxidacién del resto de histidina en la EM y de los restos



de lisina en la 6-PGDH. Otros datos que pueden corroborar
esta hipoéotesis es el hecho encontrado por Statdman de un
aunmento de grupos carbonilos en las proteinas de animales
viejos, asi como, en sindromes tipicos de aceleracién del
proceso'de envejecimiento (Sindrome de Werner y Progeriad
(48). Tambien, Statdman, ba demostrado el aumento de grupos
carbonilos producidos por 1la oxidacién de péptidos de

polihistidina, polilisina 45),

La oxidacién de restos de aminoacidos de las proteinas
parece ser un hecho general y fisiolégico en cualquier
estadio celular, al que se le ha dado 1la funcién de
marcadores para aumentar la sensibilidad a 1las proteasas
(40-44)>. El1 hecho del aumento de concetracién de estas
proteinas oxidadas en animal viejo puede ser debida a:

—A) Un aumento de la capacidad o ambiente oxidante en
el animal viejo, lo que est& de acuerdo con la teoria de
Harman del envejecimiento (51).

-B) Una disminucion de la actividad de las proteasas
especificas para estos marcadores oxidados. Asi, algunos
autores, han descrito una disminucién de la actividad de

estas proteasas (113-114>.
Desde nuestro punto de vista, ninguna de estas dos

causas son excluyentes y se pueden dar las dos, con el

conseguiente aumento de estas proteinas.
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1> La pérdida de actividad, producida durante el
envejecimiento, de la IDH-NADP* de corazén de rata, parece
ser debida a una disminucién de la cantidad de proteina

enzimatica.

2) La pérdida de actividad, producida durante el
envejecimiento, de la enzima G-6-FDH de higado de rata no es
debida a 1la disminucién de 1la cantidad de proteina
enzimatica, asi como, tampoco, a modificacién quimica

producida en los aminodcidos estudiados.

3> La pérdida de actividad, producida durante el
envejecimiento, en la EM de higado de rata parece ser debida
a disminucién de su actividad por cambio en un restoc de

histidina de la proteina enzimitica.

4> Los grupos -SH y los restos de histidina y arginina
parecen estar implicados eh la actividad catalitica de la EM
de higado de rata.

5 La perdida de activiad, producida durante el
envejecimiento, en la enzima 6-FGDH de higado de rata parece
ser debida a disminucién de su actividad por cambios en los
restos de lisina de 1la proteina enzimatica <(se valoran
39,0+2,8 en la proteina de joven frente a 28,1+4,7 en la

proteina de viejo).

6> Los grupos —-SH y los restos de histidina, arginina y
lisina parecen estar implicados en la actividad catalitica

de la enzima 6-FGDH de higado de rata.
7 Los cambios producidos tanto en el resto de

histidina de la EM, como en los restos de lisina de la 6-

FGDH, producidos durante el envejecimiento, y, responsables
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de la pérdida de actividad enzimatica de las mismas, podrian

ser debildos a una oxidacién en dichos restas aminoacidicos.
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