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ABREVIATURAS
ACH—asa Acetil-colinesterasa.
ADP Adenosin-difosfato
AMP . Adenosin-monofosfato
ATP Denosin-trifosfato
EDTA Etilen-diamino-ettraacético
G Ghatamato
GABA Acido gamma-aminobutirico
GDH Glutamato deshidrogenasa
GTP Guanosin-trifosfato
aKG Alfa-ceto-glutarato
LDH Lactato deshidrogenasa
MDH Malato deshidrogenasa
NAD Nicotinamida-adenosin-dinucleétido
NADH Nicotinamia-adenosin-dinucletido reducido
NADP Nicotinamida-adenosin-dinucle6tido-fosforilado
NADPH Nicotinamida-adenosin-dinucledtido-fosforilado reducido

NH, Amonio
TRIS Tri-hidroxi-metil-amino-metano
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I. INTRODUCCION



1.— INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

Los diferentes tejidos animales dificren considcrablemente en su capacidad para formar amo-
nio. El cercbro pertenece a un grupo de organos que en adecuadas condiciones lo forman a gran

velocidad.

Numerosos investigadores (1-5), han encontrado una intima relacion entre la actividad nerviosa
y la formacion de amonio y es bien conocida su liberacion por excitacion de nervios periféricos, asi
como por estimulaciéon eléctrica, mientras que existe una depresion del mismo por escision del

nervio y durante el suciio (6,7).

Fl contenido de amonio en el cerebro vivo es también significativamente elevado, antes y
durante las convulsiones producidas, por la administracién de diferentes farmacos talescomo, la
picrotoxina (2), el fluoroacetato (3), ¢l pentametilcnotetrazol (8) o el telodrin (9); por estimulacion

cléctrica del cercbro; por prolongado estimulo androgénico (10) o por anoxia (2, 11).

De estas observaciones se deduce que el nivel de amonio en cerebro esta estrechamente relacio-
nado con la actividad nerviosa; es decir, que se incrementa en cerebro en estado de excitacion de las

células neuronales y decrece en estados inhibitorios.

En el aspecto clinico, el interés de la concentracién de amonio en sangre y su relacién con
disturbios neuropsiquiatricos, ha sido ampliamente estudiado en casos de enfermedades hepaticas
(12, 13). Las hiperamonemias, frecuentemente demostradas, dan lugar a ciertos defectos especificos

en comportamientos motores, asi como a numerosos casos de encefalopatias (14, 16).

Se ha descrito (17) una alta correlacién entre los niveles de amonio en sangre y las perturbacio-
nes de los estados mentales. Por otra parte son caracteristicas de movimientos involuntarios en

pacientes con hiperamonemia.

Cuando los niveles de amoniaco en sangre son elevados a causa dc enfermedades hepdticas. Su

captacion por el cerebro es proporcional a su concentracion arterial. El uso de sustancias tales como



a-cetoglutarato o glutamato, ¢n la terapia del coma hepatico, parece reducir la tasa de amonio libre

en sangre, aunque las experiencias clinicas no son demasido favorables (18).

Como ya hemos mencionado, la importancia de los iones amonio en las actividades del sistema
nervioso, se conoce desde hace varios afios, pero el origen de su formacién en cerebro “‘in vivo” no
ha sido esclarecido hasta el momento. Se considera que ¢l amonio es metabolizado activamente en el

tejido nervioso y contribuye asi a una funcién fisiologica especifica en el mismo.

La naturaleza del origen del amonio en el tejido nervioso es de gran interés, pero el problema
estd aiin por resolver. Se ha demostrado que el tejido cerebral contiene varios sistemas de enzimas
desaminantes, tales como la glutaminasa (19), la glutamato deshidrogenasa (20), la aminooxidasa
(21), 1a adenilico deaminasa (22, 23), la adenosina deaminasa (22, 24), la NAD-deaminasa (25), la

glucosamina-6-fosfato-deaminasa (26), ete.

Es bien conocido que ¢l contenido de icido glutamico en cerebro es alto, encontrindose
fundamentalmente en forma libre. Cuando se adiciona acido glutdmico a cortes de cerebro respiran-
tes, se transforma en glutamina, stoes, no hay liberacién de amonio. Por otra parte el equilibrio de
la reaccién de 1a GDH esti en favor de la aminacion reductora del aKG (27). Segiin ésto, parece que
el glutamato no es un candidato como precursor de amonio, si bien es posible que su metabolismo
intrinseco en el tejido cerebral, sea diferente del adicionado “in vitro”.

De acuerdo con el concepto clisico (28), el nitrogeno de los aminoacidos pasa al glutamato
mediante aminotransferencias y el amonio libre se formarfa por la accién de la GDH. Esta teoria, no
obstante, ha sido ampliamente disentida en el caso del cerebro (29) y se ha visto que la adicién de
acido glutémico a homogenados cerebrales da lugar a la formacién de aspartato (30). Por tanto, se
acepta como un hecho bastante probable que el primer paso en el metabolismo del ghitamato en
tejido cerebral sea una transaminacién que no invulucre la liberacién de amonio. La racionalidad de
este mecanismo sc explica por el hecho de ser la GDH una enzima reversible cuyo equilibrio se

desplaza en favor de la aminacion reductora (27, 31, 32).

Seglin ésto, quizd el aumento de amonio podria detencr la reaccion en el sentido de una
desaminacién oxidativa. Numerosos experimentos han sido realizados con el fin de lograr dilucidar
el papel de la GDH en la formacién de amonio (30} llegdndose, con todos ellos, a la idea de que el

glutamato endégeno parece ser que se desamina mayoritariamente por la citada enzima.



Hasta el momento, la hipotesis de que la GDH es la enzima terminal en el proceso de forma-
cién de amonio en el cerebro, esta apoyada por estudios de inhibicion. Los inhibidores de la

formacion de amonio se dividen en tres grupos:
— aquellos que acthan sobre el transporte de electrones entre la deshidrogenasa y el oxigeno.
—' los inhibidores de la transaminacion.
— los inhibidores especificos de la GDH.

A todos éstos se pueden afiadir aquellos sustratos tales como la glucosa, manosa y piruvato, los
cuales afectan al “Steade state” de los niveles de eKG y oxalacetato y, por tanto, regulan la
direccion y velocidad de las aminotransferencias, desaminaciones y aminaciones. Finalmente, hay
algunos inhibidores tales como la D-glutamina y el D-aspirtico (33) cuyo me'canismo de accidn es

totalmente desconocido.

Inhibidores del primer grupo (a), han sido estudiados por varios autores (34, 36). Por otra
parte, los estudios sobre los del scgundo grupo (b) han demostrado que sus efcctos inhibidores son
variables (37). Resultaron de interés especial los inhibidores especificos de la GDH (c): El acido
D-glutdmico, 4cido glutirico, triyodotironina (T;), etc., que presentan inhibicion sobre la GDH
purificada a partir de tejido hepitico (38, 39) y que también interfieren la formacion de amonio en

cortes de cerebro (37, 40).

A pesar de todos los estudios realizados, sobre la formacion de amonio con intervencion de la
GDH, hasta ¢l momento, no se ha llegado a una conclusion clara, posiblemente debido a la gran
heterogeneidad cerebral y a la compartimentacion del glutamato. Por ello y en el presente trabajo,
nos hemos marcado unos objetivos concretos con la intencion de poder aportar algunos datos mas al

esclarecimiento del problema.

1.2 OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

Dado que durante el impulso nervioso, y por excitacidon nerviosa, se incrementa la produccion
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de amonio en cercbro, y puesto que la GDH es una de las enzimas que parecen estar implicadas en
su formacién, nos proponemos conocer las caracteristicas de dicha cnzima en las mitocondias
procedentes de las terminaciones nerviosas (sinaptosomas) y en las libres (procedentes de pericarion
neural y de células gliales). Puesto que el metabolismo del glutamato en cerebro esta compartimen-
tado, el estudio de la glutamato deshidrogenasa en los diferentes tipos de mitocondrias ofrece un

particular interés. De esta forma se intenta cubrir tres objetivos:

1) Si la GDH de mitocondrias sinaptosomales y libres, difieren en la actividad enzimatica en
uno y otro sentido. Ello podria dar idea de si sus respectivas funcionalidades, en lo que a 1a GDH se

refiere, van dirigidas hacia la sintesis o hacia la degradacién del glutamato.

2) Si existe una heterogeneidad de comportamiento, respecto a la GDH, no sdlo entre mito-

condrias libres y sinaptosomales, sino entre diferentes subpoblaciones de las Gltimas.

8) Si las diferencias de comportamiento de la GDH en las distintas subpoblaciones subcelulares
pueden, de alguna manera, esclarecer los problemas de la compartimentacion del glutamato en el

cerebro.

Para ello se pone a punto una técnica de separacién de mitocondrias libres (M.L.) y sinaptoso-
males (M.S.); se investiga ¢l grado de “binding”’ de la enzima con la mitocondria (solubilizacitn de la
enzima). Asimismo se analiza la actividad enzimitica de la GDH en ambos sentidos de la reaccién y
en los dos tipos de mitocondrias con referencia a la relacion de la actividad en ambos sentidos y al

efecto del ADP en dichas actividades, asi como la Km para los diferentes sustratos.

* Por ultimo, se procura separar distintas subpoblaciones de sinaptosomas y se intenta conocer -

en cada una de ellas las caracterfsticas de 1a GDH.



2.— PARTE TEORICA




2.1 BREVE EXPOSICION DE LOS DATOS PUBLICADOS ACERCA DEL CONOCIMIENTO
ACTUAL SOBRE LOS DISTINTOS ASPECTOS DE LA GDH.

2.2 MODELO DEL METABOLISMO DEL GLUTAMATO EN CEREBRO.



2.1 BREVE EXPOSICION DE LOS DATOS PUBLICADOS ACERCA DEL CONOCIMIENTO
ACTUAL SOBRE 1.0S DISTINTOS ASPECTOS DE LA GDH

La enzima L-glutamato deshidrogenasa o GDH (E.C. 1.4.1.2.4.) cataliza la siguiente reaccion:

a-cetoglutarato + NAD (P) H + NH; + H* —————  Lglutamato + NAD(P)' + H,0

es decir, la interconversion de a-cetoglutarato y icido L-glutdmico. Aunque el equilibrio de la
reaccién esta desplazado a favor de la formacion de L-glutamato, la reaccion inversa (desaminacion
oxidativa) es importante en algunos organismos, asif como en determinadas funciones de tejidos

especializados.

La GDH es una enzima de gran interés, debido a la posicién clave que el a-cetoglutarato y el
glutamato, ocupan en el metabolismo, ya que participan en numerosas e importantes rutas metaboli-
cas. Esta enzima proporciona pues una via de incorporacion de nitrogeno a compuestas que no
poseen este elemento quimico y enalaza asi el metabolismo glucidico con el proteico. La accidén
catalftica de l]a GDH no se limita al icido glutimico, sino que interviene igualmente en la intercon-
version de otros a-aminodcidos y sus correspondientes a-cetoacidos (41, 42). Concretamente la

interconversion de a-alanina y piruvato ha sido ampliamente estudiada (43). .

Se conocen, al menos, tres tipos de GDH que difieren, tanto c¢n su especificidad por el
coenzima (NAD, NADP, o ambos) como por sus caracteristicas moleculares y funcionales. La GDH
se halla ampliamente distribuida en la naturaleza y solamente unos pocos organismos carecen de
ella. Ha sido extraida y purificada a partir de muy variadas fuentes: bacterias, hongos, plantas y
numerosos tejidos animales (44). La enzima procedente de tejidos animales puede utilizar como
coenzima tanto NAD (H) como NADP (H), mientras que la obtenida de otras fuentes es cspecifica
para uno u otro (45, 46, 47). Ademas, la capacidad de la GDH para utilizar NAD (H) o NADP (H),

varfa seglin la especie animal de que procede.

Los niveles de GDH en los mamiferos, varia mucho dc unos tejidos a otros. Normalmente es el
higado el érgano mis rico en ella (54 U.1/g) seguido del riitdn (11 U.1/g), y sc encuentran valores ma

bajos en cerebro, mucosa gitrica, nodulos linfiticos, pulmon, placenta, médula y tcjido muscular



(48). Las distintas GDH, procedentes de diferentes 6rganos de una misma especie, son similares y en
ocasiones idénticas. A este respecto se producen reacciones cruzadas completas entre extractos
enzimiticos obtenidos a partir de bazo, cerebro y corazén bovinos y anticuerpos inducidos por
GDH de higado bovino (49). Por otra parte, las enzimas de higado, cercbro, rifidn, corazén y

milsculo esquelético, responden de la misma forma a la accién de purin-nucleétidos (50).

La localizacién subcelular de la GDH de origen animal, reside fundamentalmente en mitocon-
drias (51, 52). Algunos autores, sobre todo en lo que respecta a la GDH hepitica, sugieren su
presencia en la matriz basindose en su ficil solubilizacién, aunque estudios mis recientes parecen
confirmar la hipétesis de que, al menos una parte del total, se encuentra ligada a las membranas
mitocondriales. Existen también trabajos, aunque contradictorios, sobre la presencia de GDH en los
nicleos de células hepiticas de rata (53, 54, 55) y, mas recientemente, Di Prisco (56, 57) ha
aportado datos sobre diferencias cinéticas y estructurales entre las enzimas mitocondrial y nucelar.
Asimismo se ha encontrado GDH en la fraccién citosélica de algunos hongos. Tanto la GDH-NAD-
dependiente como la GDH-NADP-dependiente de Sacharomyces Carlsbergensis y Cerevisiae son
citosdlicas (58, 59) y en Dictiostelium Discoideum existen 2 GDIH, una mitocondrial, que es NAD*

o NADP' dependiente y otra extramitocondrial sélo NAD* dependiente (60).

Respecto 2 su composicion, el contenido en aminodicidos de las difcrentes GDH es bastante
semejante aunque difiere del de otras deshidrogenasas; por ejemplo, su proporcion en arginina y
lisina es mis elevada. Apella y Tomkins (61), detectaron cuatro restos de triptéfano por subunidad
en la enzima de higado bovino, mediante andlisis espectral y titulacién con N-bromosuccinmida,
mientras que en la determinacién secuencial, sélo se localizaron tres restos (62, 63). No se han
encontrado puentes disulfuro en ninguna GDH pero si aparecen seis restos de cisteina en la enzima
bovina y siete en la de higado de pollo (62, 63, 64). Sucesivos estudios de hidrélisis de la GDH con
tripsina y pepsina (66, 67, 68), asi como con bromuro de cianégeno{69, 70) y con hidroxilamina
($62), han permitido determinar la secuencia de GDH hepaitica (bovina y de pollo) (65) asi como de
GDH, NADP dependiente, de Neurosporas (71) y también la secuencia de algunos péptidos en la de
higado de rata (72). De todos estos estudios se desprende que la cadena polipeptidica de la enzima
consta de 500 aminoécidos, que corresponden a un Pm de 55.390. La secuencia de la GDH de pollo
e:s significativamente similar a la bovina con s6lo 27 aminoicidos diferentcs entre los 500 que ambas
poseen. Ademis de los tres restos adicionales que la primera tienc en su extremo amino. La

secuencia incompleta de la enzima del higado de rata indica, asimismo, una gran simifitud con las
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anteriores.

El estudio de la secuencia de las enzimas bovina y de pollo, ponen de manifiesto que el resto
N-terminal de la cadena (alanina y dcido cisteico, respectivamente) es bastante polar, mientras que el
extremo C-terminal es relativamente hidrofébico (treonina). Los aminoécidos que constituyen am-
bas enzimas son nommales, con la excepcién del dcido cisteico N-terminal de la GDH de pollo (65,

65).

Los estudios sobre la GDH-NADP dependiente, de Neurospora, revelan que, aunque posee 48
restos de aminodcidos menos que la bovina, existe una gran analogia entre ambas; particularmente
en los 200 primeros aminoicidos de la cadena, donde estan incluidos dos restos de lisina que se
suponen implicados en la unién con el sustrato (71). Como veremos posteriormente, se ha demostra-
do que los restos de aminoacidos que intervienen en la unién con moduladores alostéricos, se sitian
en la region —COOH terminal Segiin ésto y como la enzima de Neurospora no presenta propiedades
alostéricas frente a ADP y GTP, a diferencia de la de los vertebrados, podria anticiparse que las
diferencias secuenciales deberin ser mas pronunciadas en esta zona. Es curioso scialar que los restos
de cistefna, histidina, metioninay triptdfano de la enzima de Neurospora no coinciden con los de la
de vertebrados. Ello no excluye que dichos restos estén localizados en ¢l centro activo, ya que al no
poseer las cadenas la misma longitud, podrfan establecerse en la misma disposicion en la estructura
tridimensional, a pesar de sus diferencias en la secuencia. Cabe también destacar 21 restos de
glicocola en posicion analoga en la secuencia de la GDH de vertebrados y la de Neurospora; lo que
sugicre el que puedan estar implicados mas bien en mantener la conformacion tridimensional que en

el mecanismo catalitico.

Otro dato estructural se refiere a la posibilidad o no de que la GDHsea una Zn-protefna. En un
principio se pensd que efectivamente de cllo se trataba puesto que la espectroscopia de emision
detectaba un itomo de Zn por mol de proteina; no obstante, este dato no ha sido confirmado
posteriormente (73). A esto puede aiadirse que observaciones mas recientes (74) han planteado la
duda de que sea o no el Zn esencial para la actividad enzimitica. Lo que si parece ser un hecho es el
que la GDH posee alta afinidad por tal elemento quimico y se postula que éste podria actuar sobre
la actividad enzimitica como modulador alostérico (75). Por otra parte, la enzima bovina esta

constituida por cuatro oligomeros (subunidades activas), cada uno de los cuales esta, a su vez,

formado por seis cadenas polipeptidicas iguales (subunidades inactivas). Estas cadenas contienen,
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por su parte, un centro catalitico para el nucleétido, un centro regulador para el mismo y uno o

varios sitios implicados en la asociacién-disociacion del oligbmero.

El cquilibrio reversible de asociacion-disociacion (que veremos mas adelante), de la GDH,
origind grandes dificultades en la determinacion correcta de su peso molecular, asi como del niimero
de subunidades que forma el oligbmero activo. Se han dado pesos moleculares para la enzima bovina
que oscilan entre 280.000 (76) y 400.000 (77). En la actualidad se admite como cierta la cifra de
332.000, como consecuencia del estudio de la secuencia de aminoacidos de las seis cadenas idénticas
que forman el dimero (62). La GDH de hfgado de pollo posee 4 oligémeros que constan también de
6 cadenas polipeptidicas, aunque cada una de éstas poseen tres restos de aminoicidos adicionales
(64), mientras que las cadenas de la GDH-NADP dependiente, de Neurospora, poseen 50 restos
menos y la enzima es similar a la de E. coli, levadura y posiblemente a la de higado de rata. Por su
parte la GDH-NAD dependiente también de neurospora, es muy diferente a las anteriores ya que
posee un peso molecular de 48 0000 y cuatro subunidades enzimaticamente activas de casi doble
tamafio que aquéllas (78). Eisemberg y Reisler (79) han propuesto un modelo para la estructura del
oligbmero de la GDH de higado bovino y han estuadiado las diferentes formas de asociacién, de las
seis subunidades que lo integran, en una configuracion simétrica. El modelo presenta simetria
diédrica y la polimerizacién se efectia en la direccion del eje terario. Los modelos que se corres-
ponden con los que fueron obtenidos por micrografia (80) con diferentes orientaciones aparecerian

como indica la figura 2.1 — 1.

Figura 2. 1 -1
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Parece ser que en diferentes condiciones las subunidades del oligdmero pueden interaccionar y
asociarse dando lugar a dimeros o trimeros. Estas formaciones han sido descritas en presencia de

SDS,; si bien las condiciones no han sido indicadas con detalle (81).

El microscopio electronico ha revelado la presendia de trimeros (82, 80, 83) cuyas subunidades
dispuestas en triangulo se pueden aproximar mediante la adopcion de formas elipsoides. El oligome-
ro estaria en tal caso constituido por dos trimeros superpuestos. No obstante, no ha sido posible la

separacion de trimeros cataliticamente activo.

También se han realizado estudios inmunolégicos para adquirir mayor informacion acerca de la
estructura del oligbmero. Lehman observd (84) que la enzima de higado humano y la de higado
bovino probablemente no poseen antigenos determinantes en el centro activo, ni en su inmediato
entorno. Asimismo, postula que los sitios de unién del anticuerpo no son ficilmente accesibles al
complejo enzimitico polimérico. Smith (63) mediante tripsinizacion de la enzima, previo marcado
del centro activo con PLP radioactivo, obtuvo el péptido Gli-123-Lis-134, observando que no
contenfa fenil-alanina, tript6fano ni tiroxina. La ausencia de aminodcidos aromaticos en esta partc
de la molécula podria indicar la falta de determinantes antigénicos. Por otra parte, una preponderan-
cia de aminoécidos aromaticos en la regién que permanece oculta durante la polimerizacién, explica-
rfa la misién que tiencn los hidrocarburos aromaticos en el incremento de la polimerizacion. Ade-
mas los complejos de la GDH con anticuerpos retienen la actividad enzimatica o interficren con la
accion de los moduladores alostéricos ADP y GTP. No existe evidencia de competicion alguna entre
unos y otros, pero aquellos pueden dar lugar a cambios conformacionales que interfieren la regula-

cion (43).

La actividad enzimatica puede estar estrechamente relacionada con el estado de agregacion de

las subunidades al constituir el oligbmero, segin el siguiente esquema (38):



13

Asociacién depen

ADP .
iy uitedrighs ‘
CH, Hg Ol:) enzima

MONOMERO Y &&——————* MONOMERO X . ’ POLIMERO

Las tres formas son catalfticamente activas, aunque la especificidad por el sustrato varfa de
unas a otras. De esta forma, mientras el monémero X es especifico para el glutamato y puede
polimerizarse, ¢l monémero Y no lo hace y tiene mayor actividad frente a ciertos aminodcidos
monocarboxilicos, como la alanina por ejemplo. Las tres formas estin en equilibrio y diversos
agentes conocidos afectan al desplazamiento del equilibrio de la enzima en uno u otro sentido,
como indica el esquema. También diversas sustancias, que influyen sobre la velocidad catalitica,
afectan a la reaccién de polimerizacion. El GTP (85), la tiroxina (86) y el dietil-estilbestrol (87) que
inhiben a la GDH, favorecen la degradacion de la enzima en presencia de NADH. Por otro lado, el
ADP que estimula la actividad enzimitica, ayuda a la agregacion de la enzima en presencia de NADH

(88) y a la formacién del mondémero X a partir del Y.

La concentracion de GDH, en numerosos érganos, esta a niveles en los cuales pueden darse
formas polimerizadas. Sin embargo, se sabe que 1a GDH de distintas procedencias cambia notable-
mente su capacidad polimérica. Por ejemplo, la GDH de higado de cerdo (89) y humano (90) se
polimerizan en soluciones concentradas al igual que la enzima de higado bovino, mientras que la de
higado de pollo y de sapo (91, 92) se agregan en soluciones de menor concentracion. La enzima
purificada de higado y rifion de rata, asf como las de procedencia no animal, no sc polimerizan (55,

94).

Sobre el mecanismo de polimerizacion se han emitido teorias varias. Colman y Frieden (77)
proponen la existencia de un equilibrio, sin etapas intermedias, entre el oligomero y el polimero. La

existencia de este tipo de equilibrio, supondria la formacién de dos picos por ultracentrifugacion, y
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seglin los datos de Olson y Anfinsen (95) sélo se forma uno. Sund y Buchard (76) han sugerido una
asociacién por pasos y ¢l polimero asi formado estaria limitado a ocho oligdmeros. Por su parte
Chun y Kim (96), basindose en trabajos anteriores de Eisemberg y Tomkins (97}, se inclinan por la

posibilidad de formacidén de un polimero de indefinido niimero de oligdmeros.

Experimentos sobre viscosidad (98), difraccion de rayos X (99) y microscopia electronica
(100, 101) han evidenciado que la enzima se agrega formando polimeros lineales. La polimerizacién,
que es reversible y dependiente de la concentracion, se ha estudiado por medida del esparcimiento
de la luz (light scattering) y por equilibrio de sedimentacién (102) y se llega a la conclusién de que
¢l peso molecular aumenta paralelamente al incremento de concentracion. La energfa libre de
adicién de cada unidad sucesiva es independiente de! grado de polimerizacién y el proceso puede
describirse como una condensacion lineal abierta de oligbmeros funcionales. La energia de activa-
cidn, a distintas concentraciones de protefna, s la misma. Mayor evidencia la proporciona el que las
etapas bimoleculares, que dan lugar a polimeros lineales, poseen la misma constante de equilibrio; si
bien hay que sefialar datos contradictorios (103). Las fuerzas implicadas en la reaccion de polimeri-
zacion no han sido aiin bien caracterizadas. La influencia del pH (a pH 7,8 se favorece 1a forma X y
a pH 9 la forma Y) (104), de la fuerza idnica y de la temperatura sobre el grado de agregacion
permiten suponer que en la polimerizacion estdn implicadas interacciones electrostiticas (103,
105). El efecto del dioxano, que rompe las formas poliméricas, indicaria la participacion de formas

hidrofobicas (90), aunque ésto no implica cambio alguno en el entorno de los residuos aromiticos

(106).

Los hidrocarburos aromaticos, como el benceno y el tolueno, aumentan la polimerizacion,
aunque sin efecto sobre la actividad especifica de la enzima, lo que parece indicar que ésta pueda ser

independiente del grado de agregacion.

La secci6n de coenzimas nucleotidicos sobre la GDH ticne un gran efecto sobre el equilibrio de
polimerizacién de la enzima (107). La importancia de estas interacciones, asociadas en algunos casos
a cambios en la actividad enzimitica, se debe a que los niveles metabélicos de ciertos nucleétidos

controlan estos mecanismos (108).

Tomkins (43) ha investigado acerca de la influencia de los nucledtidos sobre los efectos

cataliticos, relacionindolos con cl equilibrio de polimerizacion. Como se ha indicado cn-el esquema
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de la pag. 13, ¢l GTP, en presencia de NADH, inactiva a la enzima (109) y presenta mayor afinidad
por la forma desagregada del mismo, que para la polimérica (108). Sin embargo, otros ligandos que
inhiben a la GDH, favorecen su despolimerizacion. Por su parte el ADP en presencia de NADH

aumenta la actividad enzimaitica y favorece la polimerizacion. Todos estos hechos inducen a pensar

que los purin-nucledtidos actian sobre la GDH y cambian el equilibrio entre una forma polimérica,

enziméaticamente activa, y otra oligomérica de poca actividad.

Estudios posteriores realizados a altas concentraciones de enzima y en presencia de inhibidores,
no han aportado datos significativos que indiquen correlacion alguna entre especificidad y grado de
polimerizacion (110). Fisher (111) ha supuesto que el GTP influye en la polimerizucion y que
compite, posiblemente, con el lugar de union del oligdmero impidiendo, de esta forma, la agregacién
del mismo. El GTP podr{a unirse ala enzima en presencia de NADH o NADPH mientras que el ADP

tal vez interfiere.

Se ha postulado también, la forma de unién del NADH a los oligbmeros, indicindose que en
cada una de ellas ¢l coenzima se une en dos lugares diferentes: el “sitio catalitico” que parcce estar
relacionado con la despolimerizacion, y el “sitio regulador’ que estar{a implicado en la proteccién
de la enzima frente a la disociacion. Esta idea parece confirmarse por el hecho de que si la enzima es
incubada con NADH (en ausencia de NADH) antes de la adicién de GTP, la despolimerizacion es
mids lenta. Por Gltimo, se han apuntado notables variaciones en las velocidades de despolimerizaci6n,
dependientes del purin-nucledtido utilizado en la reaccion (112). Se admite la posibilidad de un
control por medio de diferentes formas de la enzima, con distinta capacidad de actuacion frente a

los diversos coenzimas.

Respecto a la estabilidad de la GDH, cabe seiialar, que la procedente de tejidos animalcs, es
mis estable en tampones que contengan aniones polivalentes como el fosfato, que con cationes
monovalentes como el Tris (113). Cuando se utiliza Tris, 1a pérdida de actividad va acompaiiada de
un cambio conformacional considerable, que puede estudiarse en relacién con el aumentodc reac
tividad de los grupos sulthidrilo, asi como con la pérdida de fluorescencia intrinseca. La desnatu-
ralizacion puede prevenirse con CINa (114), lo que le permite suponer que las fucrzas clectrostaticas

ayudan a mantencr la integridad de la molécula de la enzima.

Los coenzimas reducidos producen sobre la desnaturalizacidn, efectos dobles. A concentracio-
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nes por debajo de 16 M, el NADH y el NADPH incrementan la velocidad de inactivacion. Por el
contrario, 2 concentraciones superiores actian con un efecto desestabilizador sobre la proteina

(113).

En presencia de NADH, el dietilestilbestrol, ¢l GTP y los cationes Zn**, aumentan la velocidad
de desnaturalizacion, (114) mientras que el ADP proteje a la enzima en la mayor parte de las
condiciones suavemente inactivantes (113). En tampén fosfato potasico 0,2 M pH 7,6 1a GDH de
higado bovino es estable durante una hora a 41° C, incluso irreversiblemente (115), sino se aiiade al

tampon sulfato sédico 0,5 M (90).

La disociacién en subunidades de la GDH de higado bovino va acompaiiada de pérdida de
actividad. Cuando los valores de pH aumentan de 10 a 12 o disminuyen de 5 a 2, la disociacion se
acompaiia de cambios en el espectro ultravioleta, caracterfsticos de la perturbacion de cromoforos
tirosilo (116, 117). También muestran la misma dependencia a los cambios de pH, las variaciones
del peso molecular y pueden ajustarse a curvas de titulacion tedrica para grupos inoziantes con

valores de pK de 3,7 a 10,8.

Una interpretacién de estos resultados supondria que, algunas de las fuerzas que mantienen
subunidades juntas, podrian implicar unioncs de tipo puente de hidrogeno entre grupos hidroxilo
fendlicos y la cadena de grupos carboxilo (116, 117). Por el contrario, la desagregacién de las
formas poliméricas de la protefna a la forma de hexamero activo, no va unida a ninglin cambio
espectral (109). El clorhidrato de guanidina a concentraciones de, al menos 2 M, disocia a la enzima
hepitica bovina, aunque a veces estas preparaciones enzimaticas estan contaminadas por una protea-
sa que es activa en estas condiciones (103). También se ha observado que sc produce disociacion de

la enzima en subunidades, a concentraciones 4 M de urea (90).

En cuanto al centro activo, los primeros ensayos realizados para llegar a su identificacion, se
realizaron con GDH de higado bovino (93) y establecicron que algunos dcidos dicarboxilicos, como
el glutarato y el isoftalato, asi como un grupo de m-halobenzoatos, son potentes inhibidores compe-
titivos. La caracterfstica comGn a estos compuestos es la presencia de dos grupos carboxilo o bicn,
de un grupo carboxilo y un componente muy electronegativo. La estructura tridimensional de los
inhibidores ciclicos mas efectivos muestra que los dos sustituycentes, que scparan los electrones,

estin a una distancia de 7,5 A y parcce ser que la cadena recta de los dicarboxilatos posce una
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conformacion similar. El isoftalato, inhibidor muy potente para la enzima bovina (93) tiene sus dos
grupos carboxilo separados por 7,5 A. Por todo ello se postuld que el sitio de union del sustrato

debe contener dos grupos cargados positivamente y separados entre s 7,5 A.

Fisher (42) ha propuesto que la unién del glutamato, para que sea de maxima eficacia, requicre
no sélo los grupos a y 7 carboxilo, sino también el grupo a-amino y los hidrégenos a y 7. No
obstante, posteriormente, se comprobd que con y-monofluoro-glutamato como sustrato, la enzima
posee la misma Km que el glutamato, de lo que se deduce que los hidrogenos a y v no deben ser

esenciales.

La GDH de higado bovino cataliza también la desaminaci6n oxidativa de ciertos L-aminoacidos
tales como la L-leucina, L-norvalina y L-gamma-aminobutirato (118), lo que indica que el centro
activo presenta mayor apetencia para el grupo a-carboxilo. La sustitucion de este grupo, en el
glutamato, por tetrazol, disminuye la fuerza de unién en grado superior que en el caso de un

reemplazo del grupo y-carboxilo (119).

En lo referente al sitio del coenzima, Cross y Fisher (120) lo han dividido en dos subsitios: uno
especifico para la porcién amidica de la nicotinamida y otro para la adenosina-difosfato. La union
del coenzima en el subsitio de la amida, perturba las regiones de absorcion de la tiroxina y del

triptofano (121).

Kaplan y sus colaboradores (122) han demostrado que, anilogos del NAD tales como 3-acetil-
piridina y piridina-3-aldchido , son utilizados por la enzima bovina con mayor eficacia. Esto parece
atribuirse al hecho de que ni la 3-acetilpiridina, ni la piridina-3-aldehido, pueden unirse en el subsitio
de la amida. Asimismo, la sustitucién de la porcion 5°’AMP del coenzima, por formicina, 2-aminopu-
rina-ribonucleosido o 7-deazopurin-ribonucleosido, disminuye pero no inhibe totalmente la activi-
dad catalitica; lo que corresponde a una baja especificidad de l1a GDH respccto al subsitio adenosin-

difosfato (120, 123).

El NMN no es un cofactor para la GDH bovina (124), pero la sustitucién de adenina por
hipoxantina, citosina o nicotinamida da lugar a dcrivados que funcionan como coenzimas, si bicn su
efectividad es de 93, 53 y 3% menor respectivamente, comparada con la del NAD. Todos estos

resultados demustran una falta de especificidad en el subsitio del adenosin-difosfato; si como que, a
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pesar de que esta porcién del coenzima pueda estar modificada de distintas maneras, debe contruir

de algiin modo a que funcione como cofactor.

Rossman y sus colaboradores (44) sefialan que, en cierto niimero de deshidrogenasas y quina-
sas, la conservacién de una porcion de la estructura tridimensional es responsable de la unién del
coenzima. Esta porcion consistiria en un cierto niimero de fracciones cortas y alternantes de laminas
p-plegadas y a-hélice. A pesar de que aiin hay dudas sobre la estructura tridimensional de las
distintas GDH, si se conoce la homologia en la secuencia lineal entre los restos de amonoécidos 245
a 280 de la GDH bovina y de pollo, asi como los restos implicados en la unién del coenzima con
deshidrogenasas de lactato, etanol y 3-P-gliceraldehido. Por todo ello es bastante probable que la
porcidon del subsitio adenilato del coenzima, se sitGe entre los restos 245 a 280 de la GDH bovina y

de pollo.

Por otra parte, la GDH-NADP dependiente, de Neurospora, se inactiva ripidamente por acciéon
del tetranitrometano (125) el cual modifica el resto de tiroxina de la porcién 168. Este resto de
tiroxina no forma parte de la secuencia implicada en la porcién adenilato del coenzima, pero si
entra en la fraccion correspondiente a la enzima de higado bovino y de pollo. Otros trabajos
realizados con 1,2-ciclohexanodiona (125) que inhibe tanto la GDH-NADP dependicnte, de Neuros-
pora, como la de higado bovino, informan que laarginina forma parte o estd proxima al subsitio de

unién de la nicotinamida.

En cuanto a la especifidad de la GDH, ya hemos indicado que su accion catalitica no se limita
al icido glutimico, sino que se amplfa a otros aminoacidos tales como la e-alanina (41, 42, 43).
También se sabe que la enzima procedente de tejidos animales utiliza como coenzima NAD (H) o
NADP (H) indistintamente, que, por el contrario, la C DH de otras fuentes es especiTica para unou
otro y que la capacidad para utilizar dichos coenzimas varia segiin la especie animal de la que

procede (45, 46, 47).

Por otra parte se sabe que, como sucede para otras enzimas que.pucden emplear el grupo
amido de la glutamina o el amonio como dadores de nitrégeno, la GDH bovina y la GDI-NADP
dependiente, de Neurospora, pueden utilizar la glutamina como dador de nitrégeno con un rendi-
miento del 40% respecto del amonio (126). La asparragina puede donar su grupo amido sélo con la

GDH-NADP dependiente, de Neurospora, con un rendimiento del 10% respecto al amonio. La
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velocidad Sptima para el uso de las amidas se alcanza a pH 8,4 mientras que con el amonio se
consigue en valores de pH entre 7,6 y 7,8. El ADP aumenta, alrededor de tres veces, la velocidad de
la aminaci6n del a-cetoglutarato, con glutamina como dador, con la GDH bovina. Sin embargo, la
GDH-NAD dependiente, de Neurospora, no actiia cuando el dador de nitrogeno es la glutamina o la

asparragina.

La movilidad electroforética de la GDH de higado bovino, en tamp6n fosfato a pH entre 6 y
9,5 ha sido estudiada por Olson y Anfinsen (95). Ambos autores excluyeron las electroforesis
realizadas a altas concentraciones de hidrogeniones, debido a la insolubilidad e inestabilidad que
presentan y dan como punto isoeléctrico valores entre 4 y 5. Debido a su composicién, con un
exceso de residuos catibnicos, cabe pensar en un punto isoeléctrico cercano a la neutralidad. Las
movilidades electroforéticas de GDH de diferentes fuentes, dependen, al menos en parte, de su

capacidad de polimerizacién (127, 128).

El cocficiente de extincion de la GDH bovina ha estado sujeto a miiltiples discusiones. Olson y
Anfinsen obtuvicron un valor a 279 nm de E = 0,97 cm® Mg (95). Posteriormente este valor ha
sido corregido por medida de esparcimiento de luz a E = 0,83 cm? Mg™. Otros autores (129) han

dado un valor de E = 0,89 cm® mg™.

En lo que respecta a los estudios cinéticos de la GDH, hay que advertir sobre su complicacion a
causa del fenémeno de polimerizacion-despolimerizacion, del que hemos hablado anteriormente, y a
los efectos alostéricos y polimerizantes de los coenzimas. La enzima de rata, que no se polimeriza,
estd sujeta a control -alostérico por GTP y ADP (130, 54), lo que parece aclarar que el control

alostérico y la polimerizacion son fendmenos fisicos independientes.

Diversos nucledtidos, incdluyendo NAD o NADH, ejercen diferentes efectos alostéricos sobre la
reaccion de la GDH, segiin que el sustrato sea glutamato o cualquier aminoicido monocarboxilico.
Asi, un efecto inhibidor, con glutamato como sustrato, no lo es cuando éste es alanina y lo mismo
sucede en el sentido inverso de la reaccién. Los datos cinéticos seiialan que estos efectos opuestos se
deben a pasos limitantes de la velocidad, que son diferentes para ambas reacciones. Iwatsubo y
Pantaloni (131) han sugerido el siguiente esquema para la desaminacion oxidativa del glutamato,

L-alanina, L-norvalina, etc., basandose en medidas cinéticas: (figura 2.1-2)
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Fste esquema fue modificado por Albis y Pantaloni (132), con la inclusién de una etapa
adicional de desprotonizacién a partir de un complejo intermedio: E.X.NAD (P), donde X podria

ser un iminoglutarato:

E+S+NAD(P) ¢ PE-S NAD(P)¢_______* E-X-NAD(PH + I’
P, + P, + NAD(P)H + H' "—"——" E-P, - P, - NAD(P)H + H*

E + NAD(P)H + H + P, + P,

Segiin estos autores, la etapa de velocidad limitante en la oxidacion del glutamato, es la
disociacion del complejo enzima-coenzima reducido (22 etapa). El GTP favorece la union del NADH
a la enzima, por ello estabiliza el complejo enzima-coenzima reducido y provoca la inhibicién de la
reaccion total. El ADP, que activa la reaccion, desestabiliza dicho complejo. Los efectos reciprocos
del GTP y del ADP sobre la reaccion con alanina como sustrato, se originan en Ja primera etapa de la
reaccion antes de la disociacion del coenzima reducido. Resulta asi una activacion por el GTP vy,
similarmente, una inhibiciéon de la unién de la enzima al coenzima por el ADP. Esta inhibicion en la
primera etapa, resulta mis importante que el efectﬁ dél ADP; enla scgunda efa.pé, de ihcremcnto de
disociacion del coenzima reducido. Iwatsubo y Pantaloni (131) han concluido que la etapa inicial de
activacién por el GTP y de inactivacion por el ADP, es independiente del sustrato utilizado, lo que
explica el comportamiento cinético de 1a GDH asi como su regulacion por GTP y NADH, ademas de
por otros efectores. Sin embargo, por medio de experimentos cinéticos, Markan y Steinhiibel (133)
piensan que el GTP puede comportarse como activador o inhibidor, en dependencia de la concen-
tracién de sustrato. Cross y Fisher (120) han intentado relacionar los resultados cinéticos con los
ensayos espectroscopicos de complejos formados por la enzima y varios sustratos, coenzimas y
productos de la reaccién. Admiten como modelo estructural para la regulacion de la actividad

catalitica de la GDH, una regién de superficie activa que contiene seis subsitios capaces<de unirse al
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grupo funcional. Los efectos reciprocos del GTP y del ADP, se atribuyen entonces a sus uniones

mutuas, que se cxcluycn una a otra.

Colen y sus colaboradores (134) han demostrado que los complejos binarios enzima-glutamato
y enzima-NADP' son importantes cinéticamente y se equilibran de manera ripida mediante un
mecanismo desordenado. La interaccion cooperativa entre coenzima y sustrato produce un comple-

jo ternario:

.

E —  E_NADP*

»

E—-GLUTAMATO » E—-NADP'—-GLUTAMATO

Una conclusion parecida la obtuvieron Engel y Dalziel (135) y, de la misma forma, este
esquema podria incorporarse a la etapa inicial del propuesto por Iwatsubo (131). También apoyan
esta idea Bates y Frieden (137), pero estudios anteriores de Frieden (136) sugieren un mecanismo

ordenado en el que se forma un complejo enzima-coenzima.

Los estudios sobre las velocidades de intercambio (138) de los pares (Glutamatoa-ceto-
glutarato; NAD*-NADH y NADP'-NADPH) apoyan el concepto de un mecanismo parcialmente
desordenado o alternante. Los sustratos y coenzimas, segin tal mecanismo, se unirfan en cualquier
orden, pero se disociarfan mas libremente a partir de los complejos binarios que de los ternarios y,
como las velocidades de cambio para estos complejos no son iguales, el mecanismo no seria comple-

tamente desordenado.

Hochreiter y Schellemberg (139, 140) en lo que respecta al mecanisme de la reaccion, han

propuesto el amino-glutarato como intermediario en la reaccion de la GDIIL La incubacion de la
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enzima con a-cetoglutarato y amonio, da lugar a la formacién de a-iminoglutarato, cf cual es atrapa-
do por reduccién con hidruro de boro formandose L-glutamato. La formacion de dicho iminoaci-

do es un proceso enzimitico, ya que los inhibidores competitivos previcnen su sintesis,

Es interesante tener en cuenta la lisina-126 en la reaccién que implica ¢l a-aminoglutarato ya
que, segin Brown y sus colaboradores (141), este aminoacido interviene en la union del sustrato.
Sin embargo, y puesto que su pK es del orden de 7,6 a 8,0 es poco probable que represente uno de
los dos grupos catidnicos necesarios para la unién de los carboxilatos, puesto que estaria al 50% de
protones en el pH 6ptimo para la reduccion del a-cetoglutarato y casi completamente desprotoniza-

do en 1a concentracién de hidrogeniones més favorable a la oxidacion del glutamato.

Una hipotesis mis atractiva supondrfa la condensacion de un grupo a-amino, no cargado,
con a-cetoglutarato para formar una base de Schiff con liberacién de una molécula de agua. La
accion del amonio sobre esta base de Schiff intermediaria dar{a lugar a la formacion de a-iminoglu-
tarato, que se reduciria con NAD(P)H para formar glutamato. La reaccidn tendria asf pasos separa-
dos de deshidratacién y reduccién. En el sentido contrario de la reaccion, se formarfa un ién
hidruro, en la etapa inicial, a partir de glutamato. Es probable que intervenga una base enzimitica
que lo transfiera al coenzima para formar iminoglutarato, seguido de la reaccidn de éste con ¢l grupo
e-amino de lisina-126 para formar la base de Schiff con pérdida de amonio. La hidrélisis de la base
de Schiff, que puede ser catalizada por un grupo protonado como el amino, podrfa originar a-ceto-

glutarato: (figura. 2.1-3).

En (B) se forma la base de Schiff, intermediaria de 1a lisina—126 de la enzima, con ¢l a-cetoglu-
tarato, lo que implica la formacion de (C) iminoglutarato unido a la enzima y cuya reduccion da lu-

gar a la formacién de glutamato (D).

Este hipotético mecanismo se basa en que el a-iminoglutarito sea realmente un intermediario
en la reaccion. El que los a-iminodcidos son compuestos intermediarios en reacciones catalizadas por
ciertas oxidasas, esta demostrado (142, 143) y, por otra parte, este mecanismo seria coherente con
la existencia de distintos pIl 6ptimos para las reacciones directa e inversa. El plf 6ptimo para la
GDII de la mayor parte de las fuentes de procedencia, en el sentido de aminacion del a-cetoglutara-

to cs del orden de 7,6 a 8,0, mientras que, en el sentido de la oxidacidn-delglutamato; es de 855 a
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Figura 2.1-3
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9,0 (144, 145, 146). El pH Sptimo para la oxidacion cel glutamato resultarfa de la necesidad de un
grupo e-amino de la lisina 126 de la enzima, asi como de la parcial desprotonizacion del grupo
amino del glutamato, ya que se producirfa una repulsion electrostitica entre los grupos amino del

sustrato y la enzima si ambos estuviesen cargados positivamente.

Al referimos a la accidon enzimitica y a la composicién de la GDH, se ha citado la regulacién
que ejercen los mecanismos de polimerizacién-despolimerizacion y la presencia de nucleétidos, no
obstante se resumen conjuntamente todos los mecanismos y sustancias que intervienen en la regula-

cién de la GDH y se sintetizan en los siguientes puntos:
a) Mecanismos de polimerizacién-despolimerizacion.

b) Efectos de induccion-represion (en hongos, bacterias y algunas plantas existe un control

entre algunos aminoéicidos o precursores de nitrégeno y metabolitos de glucosa).
c) Efectores alostéricos, que pueden subdividirse en tres clases:
¢; .— Purin nucleésidos di y trifosforilados.
c;.— Sustratos y coenzimas.
¢y.— Algunos lipidos y hormonas esterofdicas.

¢;.— Purin-nucledtidos: Todas las GDH de los vertebrados estudiados, presentan inhibicion
por el GTP y también, excepto la GDH de higado de sapo, son activadas por el ADP. La interaccién
de nucleétidos sobre ¢l equilibrio de polimerizacién y sus efectos sobre la reaccion enzimatica, ya

ham sido expuestos anteriormente (pig. 14).

¢;.— Sustratos y coenzimas: Altas concentraciones de L-glutamato inhiben la reaccion de la
GDH cn el sentido de la desaminacién del glutamato. La causa se atribuye a la formacion de un
complcjo terciario E-NAD(P)H-L-glutamato (147) en el que los ligandos estin mas estrechamente
uniidos que en el complcjo binario. También la concentracién de a-cetoglutarato y de amonio

ejercen un papel regulador de la reaccién.
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En cuanto a los coenzimas, ya se ha indicado (109) que Fricden propuso dos sitios de unién
por cadena peptidica, uno activo y uno regulador. El activo es igualmente accesible parala NADH y
el NADPH, pero el segundo posee unas diez veces mayor apetencia por el NADH (148). La union de
los coenzimas oxidados NAD* y NADP* a la GDH ha sido poco analizada, pero existe algin trabajo
en el que se sefiala que la maxima capacidad corresponde a una molécula por subunidad enzimatica
(149). También parece ser que la concentracion del coenzima afecta a la actividad enzimatica. A
elevadas concentraciones de NADH, se inhibe la reaccién en el sentido de aminacion del a-cetogluta-

rato.

¢3.— Lipidos y hormonas esteroidicas: Los lipidos mitocondriales, como las fosfatidil-colinas,
fosfatidil-etanolaminas, fosfatidil-serinas y cardiolipina son inhibidores (150). Igualmente ciertos
esteroides como el dietil-bestrol inactivan la reaccion, si bien hay que hacer constar que su efecto se

ha ensayado con cantidades superiores a las efectivas “in vivo”” como hormona.

2.2 MODELO DEL METABOLISMO DEL GLUTAMATO EN CEREBRO

Durante mucho tiempo, €l metabolismo y el papel del glutamato, en cercbro, ha captado el
interés de numerosos investigadores, habiéndosele atribuido funciones realmente beneficiosas en
pacientes epilépticos. Sin embargo, y a pesar de su larga historia todav{a se siguen haciendo pregun-

tas sobre cuil sera la verdadera funcién de este metabolito en el cerebro.

Al ser, el glutamato, una molécula extraordinariamente simple, es de esperar que juegue un
papel limitado en los procesos metabolicos. Como se sabe, estd implicado en varias reacciones de
aminotransferencia, también su grupo amino puede transformarse en amonio y éste pucde incorpo-
rarse al 2-oxoglutarato para transformarlo en glutamato mediante la intervencion de la GDIH. Por
otra parte la descarboxilacién del mismo orgina icido gamma-aminobutitico (GABA), compuesto
localizado muy preferentemente en el 8.N.C. de los mamifcros. La amidacién del grupo v-cartboxili-
co del glutamato da lugar a la formacion de glutamina. Finalmente el glutamato es utilizado cn la
sintesis de péptidos y proteinas. Con la excepcion de la formacién del GABA, todas cstas reaccioncs
se efectan en, pricticamente, todas las células vivas, aunque Ia cuantia y distribucion dificre de

unas a otras.
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El hecho de que, en el cerebro, el glutamato intervenga en la sintesis del GABA, s suficiente
razon para examinar intensamente el metabolismo de este aminodcido en dicho tejido. Ademas, el
amonio es téxico para el cerebro y la conversién del glutamato en glutamina es probablemente, bien
un factor que contribuye a la toxicidad del amonio o un agente importante en el proceso de su
destoxificacion. Generalmente se acepta que el sistéma glutamato-glutamina en el cerebro controla
los niveles de amonio; el exceso de glutamina abandona el cerebro y asi el amonio téxico es

transportado a otros drganos capaces de climinarlo.

Ademis del papel que juega el glutamato en todas estas transformaciones metabélicas, existe
una gran evidencia de que, tanto el GABA como él mismo y también el aspartato, son aminodcidos
neurotransmisores, lo cual es otro dato a favor del enorme interés experimental por el estudio del

glutamato.

Desde ¢l aiio 1969 y debido a los trabajos de Berl y sus colaboradores (151), se sospecha que
existen en ¢l cerebro, al menos, dos compartimentos para ¢l metabolismo del glutamato, uno
denominado “compartimento pequeiio” caracterizado por un intenso metabolismo y otro llamado

“compartimento grande” con un ritmo de metabolismo mas lento (152, 156).

Los experimentos que Nevaron a postular la compartimentacion del glutamato (151) pusieron
de manifiesto que, cuando se inyecta glutamato marcado, la mayor radiactividad especifica se
encuentra en la glutamina y que la velocidad demarcaje de ésta, es mucho mas rapida de lo que
cabria esperar si solo existiera un lugar para el metabolismo del glutamato. También se observé que
tanto el bicarbonato marcado como el amonio, se incorporan preferentemente en la glutamina.
Mediante ¢l uso de precursores del glutamato, tales como acetato y glucosa marcados en distintas
posiciones, sc ha intentado establecer la idea de su compartimentacion asi como la probable existen-
cia de dos ciclos tricarboxilicos en el cerebro (157). La hipotesis propuesta se resume en la figura
2.2-1. En clla los niimeros indican gmoles/gramo/minuto de flujo a través de los dos ciclos citricos.

Las principales conclusiones que se han obtenido de estos estudios (157, 158) son las siguien-

tes:

1) Una gran cantidad del glutamato formado a partir dcl acetato que entra en ¢l ciclo de la

derecha (compartimento pequeiio), se transforma en glutamina.
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2) Esta glutamina se transporta hacia el ciclo citrico del compartimento grande, donde se

transforma englutamato.

3) En el compartimento grande se sintetiza GABA a partir del glutamato.

4) El GABA sintetizado ¢s transportado al compartimento pequeiio donde se degrada, via
ciclo tricarboxflico, previa transformacién en semialdehido succinico. Al mismo tiempo, y en este
mismo compartimento, se forma glutamato por aminotransferencia entre el GABA y el a-cetogluta-

rato con ¢l concurso de la GABA-T.

5) El flujo de la glutamina desde el compartimento pequeiio al grande, es semajante al del

GABA en la direccién inversa, lo cual es necesario para mantener la tasa de compuestos carbonados.

6) En cl compartimento pequefio, una gran parte del a-cetoglutarato formado, abandona el
ciclo citrico transformindose en glutamina via glutamato. El déficit de 4cido succinico a partir de

a-cctoglutarato se suple por la formacion del mismo via GABA.

Esta hiptesis metabélica puede comprobarse ficilmente manipulando la velocidad y el tamaiio
de los pools, mediante ¢l empleo de precursores marcados. Existen sin embargo diversas considera-
ciones que pueden inducir a pensar que este modelo no se verifique “in vivo’. La mas importante
considera que el GABA se forma, en su totalidad, en el compartimento grande del glutamato y que

solo un 25% de este glutamato forma GABA. Si el GABA sc sintetizase al azar en dichas neuronas a

~ partir del glutamato dc las mismas, solamente un 25% de éste originaria dicho GABA. El glutamato

estd presente también en las células gliales, lucgo, segin esto, el GABA se formaria a partir de un
25% de un “pool” y no de la totalidad. A pesar de las distintas consideraciones que se han hecho a
este respecto, la idea de que la formacion del GABA se realiza en el compartimento grande del
glutamato, sigue siendo vilida. La que pudiera no serlo tanto es la que supone que el fiujo de la
glutamina desde el compartimento pequefio hacia el grande, sea del mismo orden que el dcl GABA

en ¢l sentido contrario; esta Gltima hipotesis tendria que demostrarse.

El modelo bicompartimental para el glutamato en cerebro, es muy logido debido a la existencia
de dos tipos de células en el mismo: ncuronas y gliales. Balazs y sus colaboradores (159) han

propuesto un modelo triciclico con el fin de acomodar alguna heterogencidadqa lasscinéticasdel
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GABA. Este modeclo considera tres compartimentos: las células gliales, el pericarion neural y las

terminacioncs nerviosas.

Se ha intentado también relacionar la compartimentacién del glutamato a nivel de la heteroge-
neidad mitocondrial en el cercbro. Esta heterogencidad ha sido demostrada claramente cn distintas
células mediante microscopia electronica. Donde las demandas metabolicas dc una célula son sim-
ples, como puede ser el requerimiento de ATP, solamente se requicre un uniforme y simple tipo de
mitocondrias, Este pudiera ser el caso del cerebro en el que son necesarias grandes demandas de
ATP, cubiertas casi totalmente por la glucosa. Este punto de vista es compatible con el hecho de que
el cerebro es una compleja red de membranas que propagan, generan y distribuyen mensajes eléctri-

cos que requicren gran aporte energético.

Quizas sea mejor considerar en primer lugar, que el cerebro es, en cada nivel, un conjunto de
fenémenos y de moléculas heterogéneas y ordenadas dindmicamente. Esta heterogeneidad puede
funcionar dentro de un contexto puramente metabélico, como ocurre a gran escala en el higado, o
dentro de una dinidmica “organizacién molecular’” como puede ser el caso del cerebro. Nunca, sin

embargo, deben separarse estos dos aspectos.

Después dc estos planteamicntos tedricos, vamos a comentar algunos datos obtenidos experi-

mentalmente.

El que las mitocondrias cercbrales son heterogéneas se deduce de las observaciones de algunos
investigadores (160, 161) los cuales han observado que la GDH y la GABA-T, en un gradiente de
densidad de glucosa, se encuentran en distinto lugar que la citocromo-oxidasa, glutaminasa y succi-
nato-dehidrogenasa. Como todas estas enzimas son mitocondriales, el hallazgo anterior significa que
existen, al menos, dos poblaciones de mitocondrias en el cerebro. Estas observaciones se han
corroborado mias tarde con los trabajos de Neidle y sus colaboradores (162) los cuales han observa-
do que la acetil-CoA-sintctasa y la GDH tienen la misma distribucién. Puesto que el acetato, el
amonio y cl GABA son precursores del compartimento pequeiio del glutamato, puede pensarse que
el cerebro contiene dos poblaciones de mitocondrias, cada una de ellas implicada en uno de los dos
compartimentos (162, 157, 158). Debido a que los trabajos de la medida de actividades enzimiticas
en experimentos de separacion mediante gradiente de densidad de sacarosa no implica solapamiento

de dichas actividades, hay autores que consideran una mayor heterogenidad mitocondrial (163).
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Con todos estos estudios se ha llegado a la conclusion de que ¢l compartimento pequeiio del
glutamato es también heterogénco. Otra conclusién que puede también obtenerse de los datos

anteriores es la de que, las mitocondrias del cerebro son muy heterogéneas (164).

Los anilisis de los perfiles de sedimentacién en un campo gravitatorio, son muy dificiles
incluso para moléculas muy homogéneas. Estas dificultades son alin mayores cuando las particulas
son grandes y su composicion compleja; por lo tanto, un tratamiento cuantitativo de los datos es
imposible si bien estos estudios nos proporcionan alguna evidencia sobre esta heterogeneidad mito-

condrial.

La heterogencidad del compartimento pequeiio del glutamato se deduce, no sélo de los estu-
dios sobre heterogeneidad mitocondrial sino también de estudios realizados con precursores marca-
dos tanto “in vivo” como *in vitro”. Cheng y sus colaboradores (165) fueron los primeros en
apreciar esta heterogencidad. Sus evidencias se basan en estudios comparativos de la incorporacién
de acetato y de citrato en glutamato, glutamina y GABA, realizados en cortes de cerebro. Tanto el
primero como el segundo se¢ incorporan aproximadamente en la misma proporcién en glutamina y
glutamato mientras que el marcaje del GABA por citrato es mucho menor que ¢l obtenido con
acetato. Si, como ya se¢ ha indicado, la glutamina se transporta del compartimento pequeiio al
grande, donde se sintetiza el GABA, esto sera cierto para la glutamina marcada por acetato pero no
para la marcada con citrato. Existe pues, un pool de glutamina marcada por citrato qucv no es
transportada al lugar de sintesis del GABA, por lo que puede deducirse que ¢l compartimento

pequeiio del glutamato estd al menos bicompartimentado.

Otros datos que confirman la evidencia de la heterogeneidad del compartimento pequefio son
los realizados usando amonio marcado. Desde los inicios de la hipétesis de la compartimentacién del
glutamato, se sabe que el amonio es un precursor del compartimento pequeiio (166, 167) y se ha
observado que incrementa la velocidad de sintesis de la glutamina en el cerebro (168, 169) aunque
hay alguna diferencia segin la fuente de carbono que se administre. De los datos expuestos anterior-
mente se deduce que la GDH se encuentra presente sblo en una pequeiia fraccion de las mitocon-
drias cerebrales. Como la primera reaccion de incorporaciéon de amonio en el cerebro es, probable-
mente la de la GDH, varios autores han estudiado el efecto del amonio sobre la incorporacion de
acetato y propionato a los aminoacides. También se ha considerado interesante utilizar GABA

puesto que la GDH y la GABA-T no tienen la misma distribucion y por el posible papel de la
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glutamina en la sintesis del mismo.

En el cerebro de raton adulto, el amonio incrementa los niveles de glutamina cuando la fuente
de carbono cs el propionato pero no cuando es el acetato, en cambio en ratas jovenes (10 dias de
vida) el amonio incrementa por igual los niveles de glutamina en presencia de propionato o acetato.
Por lo tanto, en el cerebro adulto del ratén, el amonio tiene claramente distinto efecto sobre el
metabolismo de los dos precursores del pequeiio compartimento, lo cual indica la presencia de dos
subcompartimentos dentro de él. En este modelo se supone que la glutamina marcada, a partir del

acetato, es transportada al compartimento grande donde se transforma en glutamato.

La evidencia sobre la heterogeneidad del compartimento pequeiio del glutamato se confirma
también mediante estudios farmacoldgicos. El dcido amino-oxiacético, que es inhibidor de las tran-
saminasas, inhibe apreciablemente la incorporacién del acetato en el glutamato mientras que la
glutamina es mucho menos afectada (170). Esto indica que, bajo las condiciones de este experimen-
to, la mayoria del glutamato se forma mediante reacciones de aminotransferencia y que la mayorfa
del glutamato utilizado para la sintesis de glutamina, se forma mediante la reaccién de la GDH lo
cual indica que la localizacion de esta enzima no es idéntica a la de las transaminasas. Por otra parte,
el fluoroacetato {1 mM) inhibe, aproximadamente en un 50%, la transformacion del acetato en
glutamato y sin embargo no afecta a su transformacion en aspartato y GABA aunque si inhibe la
incorporacién de acetato, aspartato y GABA en glutamina (171). El efecto sobre la incorporacion
del acetato podrfa explicarse en el caso de que el fluoroacetato inhibiera a la aconitasa tras su
conversién en fluorocitrato, via fluoroacetil-CoA, reaccion que catalizaria la acetil-CoA-sintetasa. La
ausencia de un efecto del fluoroacetato sobre la conversion del aspartato y del GABA en glutamina,
significaria que estas transformaciones no tienen lugar en un compartimento que contenga acetil-
CoA-sintetasa. Si el fluoroacetato actita como tal, sin conversién inicial via acetil-Coa-sintetasa,
actuaria claramente de distinta forma sobre los dos pasos metabélicos implicados en la transforma-
cién del aspartato, del GABA y del acetato en glutamato y glutamina. De todo esto se deduce que
existen dos espacios metabdlicos encargados de la degradacién del GABA, uno que es afectado por
el fluoroacetato y el otro que es independicnte de él. El primero (GABA-1) da lugar a la formacién

de glutamina y el segundo (GABA-2) no.

En realidad, se cree que existen al menos tres, y probablemente cuatro, espacios metabélicos

para el acetato:
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1) En cl que el acetato se transforma en glutamina, el cual no es inhibido por el dcido

amino-oxiacético y si por el fluoroacetato (ACET-1).

2) En el que el acetato se transforma en glutamato y que es inhibido tanto por el fluoroace-

tato como por el icido amino-oxiacético (ACET-2).

3) En el que no se realiza su conversién en glutamina y en el que el “turnover” del glutamato

es aumentado por el amonio (ACET-3).

4) Espacio con ripido marcaje de la glutamina y que no obstante sblo es visible en los

primeros minutos (ACET-4).

Todos los datos expuestos nos conducen a la conclusién final de una gran heterogeneidad en ¢l
metabolismo de los aminodcidos en el cerebro especialmente del GABA y del glutamato si bien,
hasta el momento, no se puede contestar a la pregunta de “cuantos espacios metabdlicos existen en
el cerebro™. Si se observa, se comprucba que todos los datos se han obtenido partiendo de estudios
de incorporacién de precursores marcados y de medidas de actividades enzimiticas localizadas en
distintas subpoblaciones de mitocondrias, pero no se ha realizado ningiin estudio, al menos en lo
que a nuestros conocimientos concieme, sobre el comportamiento de las enzimas implicadas en la
sintesis y degradacion de estos aminoacidos. La falta de estos estudios ha sido una de las razones
que nos ha impulsado al planteamiento experimental del presente trabajo. A la vista de todos los
datos expuestos anteriormente, nos hemos planteado la siguiente pregunta: “éEstard implicada la
regulacién de estas enzimas en la compartimentacién metabélica? ” Y también ‘¢ Podria una misma
enzima presentar distinto comportamiento en cada uno de los distintos compartimentos? ** Para
nuestro estudio elegimos la GDH por ser una enzima regulable y por intervenir, no sélo en la sintesis
y degradacién del glutamato sino también, en la formacién y eliminacién del amonio. De nuestros
datos se deduce que el comportamiento de esta enzima es distinto en mitocondrias libres (proceden-
tes de células gliales y pericarion neural) que en las sinaptosomales (procedentes de las terminacio-
nes nerviosas), ya que en ausencia de ADP las ML no sintetizan glutamato mientras que las MS s{ lo
sintetizan. Por lo tanto si es en la region sindptica donde se sintetiza fundamentalmente el GABA,
éste o parte de éste GABA podria proceder de un pool de glutamato sintetizado por la via de la

GDH.
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De nuestros datos parece también deducirse que, respecto al comportamicnto de la GDH en las
mitocondrias sinaptosomales, existe una gran variabilidad, lo que podria indicar una heterogeneidad
sinaptosomal. De cualquier forma, los resultados que hemos obtenido, serfan un dato a tener en
cuenta aunque nunca podrian considerarse definitivos debido a la propiedad de la GDH de presentar
un discutido mecanismo de regulacién mediante procesos de polimerizacion-despolimerizacién, ya
que una confirmacion definitiva sobre la heterogencidad sinaptosomal requeriria la realizacién de
medidas de la actividad de la GDH a igualdad de concentracion proteica. Por otra parte, esta
heterogeneidad deberia de ser probada mediante microscopfa electrénica para poder asegurar que
las cuatro subpoblaciones que se suponen sinaptosomales, lo son realmente y no se trata en ningin

caso de mitocondrias libres.

Hasta ahora se ha hablado de la compartimentacién del metabolismo del glutamato en cerebro
sin mencionar ningin dato que indicase donde estan localizados los distintos compartimentos. En
principio no hay prioridad para considerar que un cierto espacio metabélico esté presente en un sdlo
tipo de células. Un espacio metabolico cerebral es un lugar en este 6rgano con algunas propiedades
comunes. Se han dado diferentes criterios para dividir el cerebro en espacios que puedan distinguirse
metabolicamente. Por ejemplo, los diferentes compartimentos definidos anteriormente para el aceta-
to y el GABA, no tienen por qué ser espacios muy diferentes ya que podria haber solapamiento
entre ellos. Muchos espacios metabdlicos diferentes pueden coexistir dentro de la célula y puede
decirse que, en general, 1a estructura de cada célula esti estrictamente organizada y no es un fluido
homogéneo. Si, como se ha indicado antes, una parte del espacio metabdlico con las propiedades del
compartimento “‘grande” del glutamato, est4 implicado en la sintesis del GABA vy esta presente, por
definicion, en las células que lo sintetizan, no quiere decir que este espacio metabdlico se encuentre
en estas células solamente pues podria existir, por ejemplo, en otras células en las que el glutamato

no se utilice para sintetizar GABA.

La idea mds ficil de barajar, en cuanto a la localizacién de compartimentos, es partiendo del
GABA y especialmente desde que Robertis y otros autores (172, 174, 161, 162) establecieron
distinta localizacién para la GAD y la GABA-T. Segiin ellos, la primera de estas enzimas estarfa
localizada en las terminaciones nerviosas (sinaptosomas) mientras que la GABA-T lo esta en mitoco-
ndrias no sinaptosomales. Respecto a la localizacién de esta Gltima, Van Celder (175, 172) mediante
experimentos histoquimicos ha comprobado que se encuentra en neuronas. Otros estudios realiza-

dos en retina (176) indican su localizacién en células gliales. Esto parece confirmar que el GABA se
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metaboliza tanto en células gliales como en las neuronas y, por ello, el espacio metabélico atribuido

al compartimento “pequeiio” del glutamato no estd ccnfinado a un sdlo tipo de células.

No se conoce la localizacién de la acetil-CoA-sintetasa mientras que la GDH parece que se
encuentra en todo tipo de mitocondrias (180, 181). Wilson y sus colaboradores (178) asf como
Nicklas (179) han encontrado GAD en células gliales de la cepa Cs y ha comprobado que en dichas
células la GABA-T se encuentra en muy pequeiia cantidad. Por su parte Bardakjian y sus colabora-
dores (182) han hallado esta Gltima enzima en eritrocitos asi como una pequeiia proporcién de
GAD. Desde luego parece claro que el compartimento “grande” del glutamato se caracteriza por
sintetizar GABA por lo que parece estar confinado en las terminaciones nerviosas y el hecho de
haberse encontrado una pequefia proporcion de GAD en células gliales podria deberse a que este
tipo de células fuera tumoral. Lo que no esti tan claro es si se sintetiza o0 no GABA en el pericardion
neural ya que de confirmarsc dicha sintesis, podrian confirmarse igualmente los dos lugares de
sintesis del GABA (GABA-1 y GABA-2).

Otro dato que puede aportarse, para apoyar la idca de que el compartimento grande del
glutamato se halla localizado en las terminaciones nerviosas, se debe a Rose (183) que ha encontra-
do GS en neuronas y en neuropilis que contenian células gliales, asi como a Nicklas y sus colabora-
dores (179) que la han hallado en gliomas Cs y han comprobado que los sinaptosomas no la
contienen o la poscen en pequefia cuantfa, mientras que la glutaminasa esta presente a concentracio-

nes muy clevadas (184).
Todos los datos expuestos pueden ser resumidos en los siguientes puntos:
1) Existencia de un compartimento “grande” y otro “pequeiio”.
2) El compartimento *grande” se caractcriza por:
a)  Ser marcado por la Glucosa.
b) Poseer un metabolismo mas lento.
¢) Transformar la glutamina en glutamato y éste en GABA.

d) La posibilidad dec estar bicompartimentdo, ya que sintctiza GABA con dos pool
distintos (GABA-1 y GABA-2) uno de los cuales es inhibido por el fluoracctato y el
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otro no.
3) El compartimento *‘pequeiio” se caracteriza por:

a) Formar glutamina a partir de glutamato.

b) Formar glutamina a partir de acetato y de citrato.

c) Degradar al GABA.

d) Formar glutamato y glutamina a partir de a-cetoglutarato.

¢) Laposibilidad de estar bicompartimentado (P, y P;).
4) El compartimento “‘pequeiio” Py se caracteriza por:

a) Formar glutamina a partir de acetato pero no de citrato.

b) Formar glutamina con amonio pero con acetato como fuente de carbono y no con
propionato.

c) La inhibicién de la sintesis de la glutamina con 4cido amino-oxiacético en presencia
de acetato.

d) Formar la glutamina que va al compartimento “grande” para dar lugar a la forma-

¢i6n de glutamato y GABA.
5) El compartimento “pequeiio” P se caracteriza por:

a) Formar glutamina a partir de citrato.
b) Formar glutamina con amonio y propionato como fuente de carbone.
c¢) Formar glutamato y glutamina a partir de acetato, en presencia de acido amino-oxia-
cético.
De todo ello se puede sacar la conclusién de que en el compartimento P; ¢l glutamato se forma
fundamentalmente por la via de la GDH mientras que en el P, se hace por la de las aminotransfe-

rasas.

Segin Balazs y sus colaboradores (185) la compartimentacién metabdlica del tcjido nervioso

podria esquematizarse como se indica en la figura 2.2-2.
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Herzt (184) ha establecido un tipo de interrelaciones entre células neurales y gliales que se

esquematizan en la figura 2.2-3.
Como conclusion de todo lo expuesto, podemos apuntar:

1) Existen muchos pools de glutamato en el cerebro, cada uno de ellos con un ciclo tricarboxi-
lico y otras rutas metabdlicas propias. Alguna de estas rutas son cualitativamente iguales pero
distintas desde el punto de vista cuantitativo y otras son diferentes en ambos aspectos. Respecto a
cuintas de estas vias existen, es diffcil de determinar partiendo de las evidencias hasta ahora

obtenidas.

2) Para algunos aspectos del metabolismo de los aminoicidos, la heterogeneidad del mismo se
establece, no s4lo con experimentos basados en estudios con isdtopos radiactivos, sino también con
otros basados ¢n la localizacion de diferentes enzimas, lo que nos permite establecer principios

estructurales sobre la heterogencidad metabdlica.

8) Se han obtenido datos para iniciar analisis preliminares, con la utilizacién del amonio y de

agentes farcacolbgicos.

4) Se han descrito algunos aspectos sobre la localizacion celular de distintos espacios metabdli-
cos del glutamato. Asimismo se ha deducido que no puede atribuirse un espacio metabélico determi-

nado a un solo tipo de células.

8) Las mitocondrias del cerebro son extraordinariamente heterogéneas y esta heterogeneidad

parece estar relacionada con la compartimentacion metabélica.

6) El estudio de las caracteristicas de las enzimas en los distintos compartimentos, pueden ser

de gran utilidad en el entendimiento de la compartimentacion del giutamato.
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TERMINACION NERVIOSA

bicarbonato ‘.——- bicarbonato

glucosa gl — glucosa

3

piruvato

‘——"—' piruvato =
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’ glucosa

e ) piruvato

aspartato
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R .
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- glu-NH, 5 glu-NH, oxalac.
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KG =g = glu =gl a-KG,
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glucosa ‘-—-———-—-— glucosa -————————’ glucosa
PERICARION OLIGODENDROCITO
Figura 2. 2-3




40

3.- MATERIAL Y METODOS



41

3.— MATERIAL Y METODOS

3.1 OBTENCION DE TEJIDO CEREBRAL

En todos nuestros experimentos utilizamos ratas adultas de la raza Wistar, cuyo peso oscila

entre los 200 y 300 gramos, procedentes del criadero instalado en la Facultad.

La forma de sacrificio a que fueron sometidas las ratas consistid en la extraccion del corazén,
bajo anestesia con vapores de éter sulfiirico. La extraccion del cerebro se realizé siempre, inmediata-
mente a la del corazdn, practicando cortes en distintas ireas del crineo (Figura 3.1-1) a fin de dejar
a descubierto la masa encefilica. Cada cerebro fue lavado a continuacién, en solucién fisiolégica a
4° C y secado sobre papel de filtro. Por dltimo se pesaron todos los cerebros extraidos (6 a 8 por

ensayo).

El éter sulfirico utilizado fue de la casa MERCK y la solucién

fisiolagica se prepar6 con CINa también Merck.

Figura 3.1-1

3.2 FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR

'3.2-1 Obtenciém de ML y MS

Nuestra técnica es una modificacion de la descrita por Clark, J. H. Nicklas (188) y se realizé

scgiin ¢l siguicnte protocolo:

(a) Los cerebros se sometieron a la accién mecanica de un Potter de vidrio con pistilo de
Teflén, a 4.000 r.p.m./ 8 veces/ cada vez; utilizando como vehiculo de homogeneizacion 15 ml. de
Medio A (M.A.) por gramo de cerebro. La composicién del M. A. fue la siguiente (187):

Sacarosa (0,32 M.)
Cl2 Mg (3 mM.)
Tampon Cacodilato-K (1 mM.), pH 6,4
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a b -
T. CEREB RAL-——(—)-—-—) HOMOGENADO-I——(—)’ HOMOGENADO-2

(<)

+ ' 1 8
SOBRENADANTE PRECIPITADO
L(d)
(<) ¥ —3
PPDO-2 ¢———— PPDO-1 SOBRENADANTE
) (g)
$ —3 (h)
SOBRENADANTE PPDO-3 —» M.C.
i)

M.L.
N

T mielina

F. MIELINA )]
SUSPENSION-M.L. @—— F.M.L. 7,5%
SUSPENSION-S. ¢ F.S. S
l L 13%
v L.
1
SUSPENSION-S’
(m)
-
M.S. SOBRENADANTE

(b) El homogenado-1 se filtré a través de una tela de gasa con el fin dc separar restos de

tejido.

(c) Se centrifugd el homogenado-2 a 1.500 r.p.m. durante 10 minutos y a 4° C, en una

centrifuga refrigerada SORVALL-RC-5, a fin de precipitar la fraccién nuclear.

(d) El sobrenadante se centrifugd durante 20 minutos a 12.500 r.p.m. y a 4° C cn la misma
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centrffuga, con el fin de separar un precipitado que constaba de mitocondrias libres (M.L.) y
sinaptosomas. Este precipitado (PPDO-1), pricticamente todas las veces que fue repetida la técnica,

apareci6 contaminado de glébulos rojos.
(¢) Se climinaron los glébulos rojos del PPDO-1 manualmente ——————- —p» PPDO-2.
(n S? suspendi6 el PPDO-2 en M. A. (3 veces/vol.).
{g) Se centrifugb durante 10 minutos a 17.000 r.p.m. y a 4° C en SORVALL-RC-5.
(0 y (8) Selavé el PPDO-2 ———————p PPDO-3.

h) Se suspendié ¢l PPDO-3 en 10 ml. de M.A. con lo que se obtuvo una suspension de M.L. y
sinaptosomas: (M.C.).
i) Se prepararon secis tubos con un gradiente discontinuo de Ficoll con los siguicntes
voliimenes en cada uno de ellos: 6 ml. de M. Ficoll al 13%, 6 ml. de M. Ficoll al 7,5% y 2 ml. de
M.C.

La composicién de los medios Ficoll fue la siguiente (188):
M. Ficoll 13%: Sacarosa (0,32 M.); EDTA-K (1mM.), pH 7,4; Tris-CIH (10 mM.), pH 7,4.
M. Ficoll 7,5%: Sacarosa (0,32 M.); EDTAK (1 mM.), pH 7,4; Tris-CIH (10 mM.), pH 7,4 y Ficoll
al 7,5%.

(3) Sc someticron a ultracentrifugacion los tubos de gradiente, durante 30 minutos a 23.000
r.p.m. en ultracentrifuga Beckman modelo L-5-50 con rotor SW-27-1. Se obtuvieron asi tres fraccio-
nes: la superior correspondia a la mielina, la intermedia (S) a los sinaptosomas y la inferior a las

M.L.

(k) Se scpararon las fracciones correspondientes a miclina y sinaptosomas con pipetas Pasteur.
La fraccion M.L. quedaba pegada al fondo de los tubos, para separarla se dccanté el resto de M.
Ficoll y se obtuvo una suspensién de M.L., agitando con M.A. (doble de su volumen). Se suspendi6
la fraccion correspondiente a los sinaptosomas en M.A. (doble de su volumen). Por altimo, sc

centrifugaron ambas suspensiones M.L. y S. en- SORVALL-RC-5 durante- 10 mrinutos a 17.000
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rpm. y a 4° C. Se consiguié asi un pellet correspondiente a mitocondrias libres 1 otro a los

sinaptosomas.

(1) El pellet de la fraccién sinaptosomal (S), se agité con tampén Tris-CLH (0,02M.), pH 7,4
(aproximadamente el doble de su volumen) durante 20 minutos, a fin de romper los snaptosomas

por shock osmético.

(m) La suspension, producto del shock, se centrigué en SORVALL-RC-5 a 4° Cdwante 20
minutos y a 20.000 r.p.m. El precipitado correspondia a la fraccion de mitocondrias simptesomales
(M.S.).

3.2-2 Obtencién de M.S. de subfracciones sinaptosomales

La técnica utilizada en este caso, fuc la misma que para la obtencién de M.L. y M.S (2.2.1)
hasta (k). A partir de este punto y con el pellet correspondicnte a los sinaptosomas, s¢ ohtuvieron
distintas subfracciones sinaptosomales, y de ellas las mitocondrias correspondicntes segin e siguien-
te protocolo:

(a)
s ——p SUSPENSION-S

() S:

a) Se suspendio el pellet S en 10 ml. de Medio A, utilizado en 3.2-1 (pig. 43).

b) Se prepararon seis tubos con un gradiente discontinuo de Ficoll con los siguientesvolime-
nes en cada uno de ellos: 5 ml. de M. Ficoll al 13% + 5 ml. de M. Ficoll al 11% + 5 ml. de 1. Ficoll
al 9% + 2 ml. de SUSPENSION-S.
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La composicion de los diferentes M. Ficoll fue la siguiente:
M. Ficoll al 13% visto en 3.2-1 (pig. 43);
M. Ficoll al 11%: Sacarosa (0,32 M.) + EDTA-K (1 mM.), pH 7,4 + Tris-CIH (10 mM.), pH 7,4 +
Ficoll al 11%;
M. Ficoll al 9%: Sacarosa (0,32 M.) + EDTAK (1 mM.), pH 7,4 + Tris-CIH (10 mM.), pH 7,4 +
Ficoll al 9%.

c) Se sometio el gradiente a ultracentrifugacién durante 30 minutos en una ultracentrifuga
Beckman modelo L5-50 con rotor SW-27-1 y a 23.000 r.p.m. (90.000 X G). Se consiguieron de esta
forma cuatro fracciones de sinaptosomas que denominos $, ,S;,8; y Ss.

d) Se separaron S, S;, S; y S4 con pipetas Pasteur.

¢) Se lavd con M.A. (doble de su volumen) cada una de las fracciones y se centrigud en
SORVALL RC-5 a 4° C durante 15 minutos a 20.000 r.p.m. (40.000 X G). Se obtuvieron asi cuatro
pellets correspondientes a las subfracciones sinaptosomales Sy, S;, S5 y S4 que los denominamos
MS, , MS,, MS, y MS, respectivamente.

3.3 PREPARACION DE EXTRACTOS ENZIMATICOS

3.8-1 Solubilizacién de GDH

Las mitocondrias obtenidas, segiin los anteriores apartados, fueron sometidas a distintos medios

de solubilizacién de la GDH con el fin de establecer cual de ellos era el mas idénco.

1) Primeramente, las mitocondrias se someticron a congelacién y descongelacion sucesiva, des-

pués a distintos medios de solubilizacién de la siguiente manera:
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M
I
EXTRACTO-A (1) PRECIPITADO-A

o)
EXTRACTO-B ()  PRECIFITADO-B
|
EXTRACTO-C (II) PRECIPITADO-C

iy

A PT

EXTRACTO-D (IV) PRECIPITADO-D
o
¥ ¥
EXTRACTOE (V)  PRECIPITADO-E

a) Las mitocondrias congeladas (M) se suspendieron en tampén Tris-ClH 0,02 M., pH 7,4
(aproximadamente cuatro veces su volumen) y se pasaron suavemente por un potter esmerilado
manual {cuatro a scis veces). Se dejaron a 4° C durante 30 minutos y se centrifugaron en SOR-
VALL-RC-5 a 4° C durante 20 minutos y a 17.000 r.p.m. (30.000 XG). El sobrenadante corres-
pondfa al primer extracto enzimatico (EXTRACTO-A) (1).

b) EL PRECIPITADO-A se suspendid en (cuatro veces su volumen) tampon fosfato-potasico
0,004 M., pH 7,4 y se dcjo durante 30 minutos a 4° C, centrifugindose en SORVALL-RC-5 durante
20 minutos a 4°C y a 17.000 r.p.m. (30.000 XG).

c) EL PRECIPITADO-B se suspendié en tampén fosfato potasico 0,02 M., pH 7,4 (cuatro
veces su volumen), se dejo durante 30 minutos a 4° C en la misma centrifuga. El sobrenadante

correspondfa al EXTRACTO-C.

d) El PRECIPITADO-C se suspendié en tampén fosfato potasico 0,2 M., pll 7,4 (cuatro veces
su volumen), s¢ dejo igualmente a 4° C durante ¢l mismo tiempo y se centrifugd en idénticas

condiciones. El sobrenadante cotrespondia al extracto D.

¢) El PRECIPITADO-D se suspendi6 en tampon fosfato potasico 0,02 M., pH 7,4 con Tritén-
X-100 al 1% (cuatro veces su volumen). Después de dejarlo 30 minutos a 4° C se centrifugd de la

misma forma que en los casos anteriores. El sobrenadante correspondia al extracto E.
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1) Las mitocondrias fueron tratadas con tampén fosfato potisico 0,02 M., pH 7,4 con Tritén-
X-100 de distintas concentraciones, a fin de establecer ]a mas idonea para la solubilizacion de la

GDH. Las concentraciones de Tritén-X-100 utilizadas fueron: 0,1%; 0,3%; 0,5%; 0,7% y 1%.

Con todas ellas se operd de la misma forma. Se suspendié en cada una un pellet de mitocon-
drias descongeladas, se agitd, se dejaron durante 15 minutos a4° C y por ditimo se centrifugaron a
4° C durante 30 minutos y a 20.000 r.p.m. (40.000 XG) en SORVALL-RC-5. Los sobrenadantes

correspondieron a los extractos enzimiticos.

3.4 VALORACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

En los extractos enzimaticos conseguidos segiin 2.3, se valord la actividad de enzimas marcado-
ras de mitocondrias, de fraccion soluble y de membranas plasmiticas (fumarasa, MDH, LDH vy
ACHasa) ademis de la GDH en los dos sentidos de la reacccién, primero sin ADP y después con

ADP, para conocer el efecto de éste sobre la actividad enzimatica.

Todas las valoraciones se llevaron a cabo en un espectrofotometro, marca PYE UNICAM,

modelo S.P.-1.800.

3.4-1 Fumarasa (189)

a) Reactivos

Coctail de fumarasa: Tampon fosfato sédico (50 mM.), pH 7,4 + L-malato 50 mM.

b) Valoracion
1 ml. de coctail
10 gl. de extracto enzimatico
Volumen total: 1,01 ml.
Lectura a 250 nm.
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3.4-2 MDH

a) Reactivos
Tampén Glicocola (0,12 M.), pH 10
L-malato (0,85 M.)
NAD (37,5 mM.)

b) Valoracién
1 ml. de tampén glicocola (0,12 M.), pH 10
100 ul. de NAD (37,5 mM)
100 ul. de L-malato (0,85 M)
20-50 ul. de extracto enzimatico
Volumen total: 1,2 ml. completando con agua destilada.

Lectura a 340 nm.

3.43LDH

a) Reactivos
Piruvato (0,08 M), pH 7,4
NADH (2 mg./ml.)
Tampon tris-CiH (1 M), pH 7,4

b) Valoracion
50 ul. de piruvato (0,08 M), pH 7,4
100 ul. de NADH (2 mg./ml.)
50 ul. de tris-CIH {1 M), pH 7,4
0,8 ml. de agua destilada
10 ul. de extracto enzimatico
Volumen total: 1,01 mi.

Lectura a 340 nm.
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3.44 ACH-asa (190)

a) Reactivos
Tampbén fosfato potisico (0,1 M), pH 8.
Reactivo coloreado (5-5’-dinitro-bis-dcido-2-nitrobenzoico en tampén fosfato potasico (0,1 M)
pH 8.)
Yoduro de acetil-tiocolina (20 mM) en tampon fosfato potisico (0,1 M), pH 8,

b) Valoracién
1 ml. de tampén fosfato potisico (0,1 M), pH 8
50 al. de reactivo coloreado
25 ul. de extracto enzimatico
25 pl. de agua destilada
Incubacién a 37° C durante 5 minutos, al cabo de los cuales se adicionaron 0,1 ml. de yoduro
de acetil-tiocolina

Volumen total: 1,2 ml.

Lectura a 412 nm. -
3.4-5 GDH
I) Sentido: «a KG —————p G (biosintesis de glutamato)

a) Reactivos
Tampon fosfato potasico (0,2 M), pH 7,4
NADH (0,01 M)
Acetato amonico (3 M)
a-cetoglutarato (0,4 M)
ADP (26 umoles/ml.)

b) Valoracién
Sin ADP
1 ml. de tampon fosfato potisico (0,2 M), pH 7,4
50 ul. de NADI (0,01 M)
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50 ul. de acetato amonico (3 M)

50 ul. de extracto enzimitico

50 ul. de agua destilada

Primera lectura a 340 nm.

Adicion de 50ul. de acetoglutarato (0,4 M)

Segunda lectura a 340 nm.

Con ADP

De forma idéntica a la anterior pero afiadiendo a la cubeta, antes de la primera lectara, 50 ul.

de ADP (26 moles/ml.)

II) Sentido: G ———— a KG (degradacion del glutamato)
a) Reactivos

Coctail de GDH:
T. Fosfato potdsico (0,2M) pH74 ... 13ml
NAD (12mM) ... ... ... ... 14ml.
Glutamato (1 M) ... ... ... ... 2 ml
Agua destilada hasta 60 ml.

ADP (26 umoles/ml.)

b) Valoracion
Sin ADP
1 mi. de coctail de GDH
50 ul. de extracto enzimitico
50 ul. de agua destilada
Volumen total: 1,1 ml.
Lectura a 340 nm.
Con ADP
1 ml. de coctail de GDH
50 ul. de ADP (26 umoles/ml.)
50 ul. de extracto enzimatico.
Volumen total: 1,1 ml.

Lectura a 340 nm.
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3.5 VALORACION DE PROTEINAS

El método utilizado para la cuantificacién de proteinas, fue el de Lowry (192).

3.6 CALCULO DE LA Km PARA LOS DISTINTOS SUSTRATOS

Las medidas de actividad para calcular Ia Km para los distintos sustratos fueron realizadas en

un espectrofotdmetro PYE-UNICAM, modelo SP-1.800.

Los extractos enzimiticos, obtenidos segiin 2.3, fueron pasados previamente por una columna

de Sephadex G-25 Coarse equilibrada con tampén fosfato potasico (0,02 M.), pH 7,4.

El protocolo que se siguio para determinar dichas Km se refleja en las péginas siguientes.
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3.7 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRIL-AMIDA

Los extractos enzimaticos obtenidos segin 2.3, fueron sometidos a migracion electroforética

en gel de poliacril-amida, con el fin de separar posibles isoenzimas de GDH.
3.7.1 Preparacion de geles
Reactivos

Solucién A: 48 ml. de CIH (1 M); 36,6 g. de Tris; 0,46 ml. de tetrametil-etileno-diamina, y
agua destilada hasta 100 ml.

Solucién C: 30 g. de acrilamida; 0,8 g. de bis-acrilamida; 10 mg. de ferricianuro potsico y agua

destilada hasta 100 ml.

Solucion P: 140 mg. de persulfato amdnico y agua destilada hasta 100 ml.

Preparacion

Para preparar ocho geles mezclamos: 2 ml. de solucion A, 2 ml. de agua destilada, 4 ml. de

solucion C y 8 ml. de solucién P.

Los geles as( obtenidos presentaba un grado de polimerizacién del 7,5% debido a la proporcion

de 30 a 0,8 entre 1a acrilamida y la bis-acrilamida en la solucion C.
3.7.2 Migracion electroforética

En cada tubo fue depositada la misma cantidad de extracto enzimatico (50 ul.) mezclado con

sacarosa, a fin de aumentar su densidad e impedir que difundicra al adicionar el tampén.

El tampén utilizado fue Tris-Glicina pH 8,5; 3 g. de Tris-hidroximetil-amino-metano y 14,4 g.

de glicina, para 5 @ ml. (Antes de usarlo se diluy al 1/10).

Las condiciones en las que se efectud la migracion fueron las siguientes:
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Corriente aplicada ... veo 2 mAftubo
Tiempo ... 2h.30°
Temperatura ... ... ... 4°cC

3.7.3 Tciiido de los geles

Seglin el método de Corman y sus colaboradores (186) con ligeras modificaciones.

Reactivos

Tampén fosfato potasico (0,01 M),pH 7,4 ... ... 21,3 ml.
Glutamato sddico (1 M) ... e eee .o 2,0 ml.
NAD (30 mg./ml.) ... ... ... ... 0,6 ml.
Metasulfato de fenacina (5 g./ml.) “ee ves 0,12 ml.
Azul de tetrazolio (10 g./ml.) ... vee . 1,0 ml.
Tertido

Una vez realizada la ecectroféresis, los geles se colocaron (fuera del soporte de vidrio) en un
tubo, cada uno de ellos, y se adicionaron 3 ml. de 1a mezcla anterior. Se incubaron de 30 a 60

minutos a 37° C. Al cabo de ese tiempo las bandas donde existia actividad de GDH aparecieron de

color azul.
Una vez teiiidos, se fij6 el colorante con icido acético al 4%.
La reaccion efectuada en los geles fue la siguiente:

G + NAD » aKG + NH; + NADH

El NADH cede su H" al metasulfato de fenacina y éste al azul de tetrazolio el cual pasa de color

amarillo a azul.
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4.~ PARTE EXPERIMENTAL
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4.1.- LOCALIZACION Y SOLUBILIZACION DE LA GDH DE CEREBRO DE RATA

Esta parte del trabajo ha sido presentada en el VIII congreso de la SEB, celebrado en Murcia

del 26 al 30 de septiembre del afio 1979.
.
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INTRODUCCION

Se sabe que la glutamato deshidrogenasa (GDH, EC 1.4.1.3) de las células animales, se encuen-
tra localizada en las mitocondrias (1) y, dada su facil solubilizacion, se pensé que se hallaba en la
matriz mitocondrial y no unida a la membrana. Las enzimas procedentes de higado bovino y de rata
han sido las mas estudiadas y no obstante casi nada se sabe acerca de la enzima de cercbro de rata,
aunque algunos autores (2-4) sugieren que se trata de una enzima mitocondrial. Conocimientos
precisos sobre la localizacion intramitocondrial. Conocimientos precisos sobre la localizacién intra-
mitocondrial de la enzima de cerebro son interesantes, no sélo en lo referente a su funcionalidad,

sino también para aportar datos que esclarezcan la compartimentacion del glutamato en este tejido.

En esta parte de nuestro trabajo presentamos, no sdlo informacién sobre la distribucion subce-
lular y submitocondrial de la GDH de cerebro de rata, sino que aportamos algunas evidencias sobre

el efecto regulador del ADP sobre la actividad de dicha enzima.

MATERIAL Y METODOS

Se indican detalladamente en la parte general de esta tesis.

RESULTADOS Y DISCUSION

Segin los resultados de la Tabla I, la GDH de cerebro de rata, al igual que la de higado, esta
localizada en las mitocondrias. El que no se halla encontrado actividad enzimatica en el homogena-
do ni en la fracciéon soluble S, podria atribuirse a la presencia de un inhibidor de la enzima

encontrado por Gonzilez y sus colaboradores (5.7) en la fraccion soluble de cerebro.

El hecho de que solamente una pequeiia fraccion de fa enzima (aproximadamente 2 por ciento)
sea extraida con tampon tris-ClH, sin fuerza idnica, parece indicar que la enzima no esti en forma
soluble en la matriz mitocondrial, sino que una gran proporcién de ella, aproximadamente el 49% ,

s¢ encuentra interaccionando con las membranas mitocondriales, (porcion de la cnzima

!



62

extrafble con tampén fosfato potisico de distintas fuerzas ibnicas) y el resto, aproximadamente
otro 49%, sc halla unida fuertemente a la membrana mitocondrial {enzima extraible con triton
X-100) (Tabla II). Estos resultados estin de acuerdo con los estudios de Mc. Donnel y sus colabora-

dores (1) y con los de Duve y sus colaboradores (6).

Podemos observar que la relacién de velocidades de la GDH, entre el sentido biosintético y
degradativo de la reaccion, es superior para la enzima extraible con tampén tris-CIH (0,02 M.), pH
7,4 y con tampon fosfato potasico (0,2 M.) pH 7,4 (Tabla II). Dichos resultados podrian indicar que
la localizacién submitocondrial de la enzima, presenta distinto comportamiento o bien que el medio

de extraccidn ejerce algun tipo de influencia sobre su regulacion.

De los resultados de las Tablas 11l y IV podemos deducir que la enzima, en el sentido biosinté-
tico, estd fuertemente regulada por el ADP hasta el punto de que, en la mayoria de los casos no se
encuentra actividad en ausencia del mismo, a excepcion de la enzima extraida con tritén-X-100.
También puede observarse que el tanto por ciento de activacién del ADP es dependiente del medio

de extraccion que se haya utilizado.

La concentracién mis idénea de tritén X-100 para la extraccion de la GDH de cerebro de rata,
esta comprendida entre el 0,5 y el 0,7%. Concentraciones superiores (1% ) parece ser que inhihen
ligeramente la actividad enzimidtica. La concentracién de triton X-100 no parece, sin embargo,

influir en la realacién de actividades en ambos sentidos de la reaccién (Tabla V).

Cuando se midi6 la actividad de la GDH en el sentido de la degradacion del glutamato,
habiéndose efectuado la extraccién en presencia de triton X-100, el tanto por ciento de activacion
por ¢l ADP fue muy similar para todas las concentraciones del detergente, a excepcion de la del 5% .
Lo mismo ocurrié cuando se midié la actividad de la enzima en sl sentido de biosintesis de
glutamato. En cambio, y en ausencia de ADP, la concentracion de tritén afectd al sentido de la
reaccion, lo cual podria indicar alguna modificacién de la enzima por accion de este detergente
(Tabla V1),

Al someter el extracto enzimitico a electroforesis sobre gel de poliacrilamida, se han visualiza-
do cinco bandas con actividad de GDH (Figura 4.1-1); esto, junto con el hecho de haberse encontra-

do diferencias en su comportamiento cuando se mide la actividad de los distintos extractos en
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presencia de ADP, podrfa indicar que se trata de isoenzimas, probablemente localizadas en células
distintas del cercbro. No obstante para confirmar esta hipdtesis, serfan necesarios muchos mas

ensayos.

CONCLUSIONES

1.— La mayor actividad de la GDH se extrae de las mitocondrias crudas en presencia de triton
X-100, lo que parece indicar que una gran porporcién de la enzima se encuentra unida a la mem-

brana (aproximadamente el 50% ) (Tabla II).

2.— Una pequeiia proporcion de la enzima (aproximadamente el 2% ) parece encontrarse libre

en la matriz mitocondrial (fraccién extraible con tampén Tris-ClH) (Tabla II).

3.— Aproximadamente el 48% de la actividad enzimaitica es extraible con tampon fosfato
potisico de distintas fuerzas i6nicas, lo que podria indicar que una parte del contenido total de la

enzima pueda estar unidad a ]a membrana mitocondrial mediante fuerzas electrostdticas (Tabla I1).

4.— La relacién de actividades entre el sentido biosintético y degradativo de la reaccién, en
presencia de ADP, depende del medio de extraccién utilizado, encontrandose la relacion mas alta en
la enzima procedente de la matriz mitocondrial (aproximadamente el 10% ) y de la fraccién extraida
con la mayor fuerza i6nica. La menor actividad se ha encontrado en las fracciones de enzima

extrafdas con fuerza iénica baja y con tritéon X-100 (Tab!a ii).

5.— El factor de activacion del ADP depende del medio de extraccién que se utilice (Tabla H11)

Y no es el mismo para uno y otro sentido de la reaccion.

6.— La relacion de actividades en el sentido biosintético y degradativo es diferente en presen-
cia y en ausencia de ADP (1,3 mM) (Tabla IV), siendo mayor (aproximadamente ¢l doble) en el
primer caso (en presencia de ADP), lo que podria indicar un efecto modulador de este nucleétido
para desplazar la actividad hacia el sentido biosintético y supondria su participacion en la regulacién

del sentido dc la actividad.



7.— La concentracién idénea de tritéon X-100, para la solubilizacién de la GDH, es la del 0,7%
(Tabla V1), '

8.— La relacidn de actividades en sentido biosintético y degradativo, en presencia de distintas

concentraciones de tritén X-100, pricticamente no varfa.
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CONDICIONES EXPERIMENTALES DE LA TABLA 11

]

Extraccion con tampodn tris-ClH (0,02 M) pH 7,4.

i Extraccién con tampén fosfato potisico (0,005 M) pH 7,4.

I Extraccion con tampén fosfato potasico (0,02 M) pH 7,4.

v Extraccion con tampdn fosfato potasico (0,2 M) pH 7,4.

v Extraccion con tampdn fosfato potasico (0,02 M) pH 7,4, que contiene tritobn X—100 al
1%.

Las actividades se midieron en presencia de ADP (1,3 mM)

G ey aKG Actividad medida en el sentido de degradacion del glutamato.

aKG ———p G Actividad medida en el sentido de la biosintesis del glutamato.

(Los signos [, II, 111, IV y V, tienen el mismo significado en la Tabla III).

CONDICIONES EXPERIMENTALES DE LA TABLA V

El tritbn X—100 estaba disuelto en tampon fosfato potasico (0,02 M) pH 7,4.

Las actividades se midieron en presencia de ADP (1,3 mM).
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4.2.—- COMPORTAMIENTO DE LA GDH PROCEDENTE DE DISTINTAS
FRACCIONES MITOCONDRIALES

Esta parte del trabajo ha sido enviada al 12th FEBS Meeting, celebrado en Dresde del 2 al 8 de
julio del afio 1978,
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INTRODUCCION

No hace mucho que ha sido puesta de manifiesto la evidencia sobre la heterogeneidad mitocon-
drial en el tejido nervioso y algunos autores como Papay y sus colaboradores (1) han demostrado
que en el pericarion neural, en las células gliales, en las dendritas y en las terminaciones nerviosas,
existen mitocondrias de distinta forma y tamaiio. Esta heterogeneidad morfoldgica ha sido confir-
mada mediante observaciones, al microscopio electrénico, de fracciones mitocondriales aisladas del
cerebro (2,3). Por medio de centrifugaciones diferenciales de homogenados de cerebro en gradiente
de sacarosa y/o Ficoll-sacarosa, se han identificado poblaciones de mitocondrias caracterizadas por
la distribucién de enzimas marcadoras a lo largo del gradiente, considerindose como mitocondrias
libres (M.L.) aquellas que proceden de pericarion neural y de células gliales, y como sinapticas
(M.S.) las procedentes de terminaciones nerviosas (4-10). Blaschko (11) ha sugerido que las mito-

condrias del cerebro, en los diferentes estados de su vida, tienen que realizar diferentes funciones.

El glutamato es un aminoicido sujeto, en el cerebro, a un metabolismo grande y ripido (12)
estando presente en dicho érgano a concentraciones muy altas (13). Se han realizado numerosas
investigaciones sobre la sintesis y el metabolismo en general del glutamato en cerebro, con el fin de
tratar de esclarecer su funcién como neurotransmisor putativo (14, 15); su aportacion regulando la
eliminacion del amonio cerebral (16, 17) asi como la bien establecida compartimentacion del
metabolismo del glutamato y sus derivados (18). La propuesta existencia de, al menos, dos ciclos
tricarboxilicos separados en el cerebro (18, 19) y su asociacién con un compartimento *“grande” y
otro “pequeiio” para el glutamato, se ha explicado en parte por las observaciones a la heterogenei-
dad mitocondrial y recientemente se ha avanzado un poco mis en estos conocimientos, con la
puesta a punto de técnicas que permiten separar mitocondrias libres y sinaptosomales. Los trabajos
mas completos en este sentido son los abordados por Dennis y sus colaboradores (20-22) los cuales
observaron que la sintesis de glutamato se realiza tanto en un tipo como en ¢l otro de mitocondrias
(M.L. y M.S.) (20), y apoyan !a tesis de que la glutamato deshidrogenasa en cerebro esta relativa- '
mente limitada y que la principal ruta del metabolismo del glutamato es la transaminacion (21). En
estos trabajos Dennis y sus colaboradores han estudiado el comportamiento de la GDII de ambos
tipos de mitocondrias, fundamentalinente en el sentido biosintético y siempre cn presencia de ADP
que, como es sabido, es un potente regulador de la enzima hepatica (23). El estudio del comporta-
miento de la GDH en las diferenntes poblaciones mitocondriales del cerebro, ofrece un especial

interés ya que al encontrarse esta enzima fuertemente implicada, no sélo en €l metabolismo del
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glutamato, sino que podrfa estar ademis involucrada en la regulacion de los niveles de amonio en
cerebro, su estudio podrfa dar alguna luz sobre el esclarecimiento de la compartimentacion del

glutamato en cerebro y sobre la regulacién del ién amonio en el mismo.

En el presente trabajo hemos abordado el problema desde dos vertientes. En primer lugar
hemos puesto a punto técnicas de separacion, no sélo de mitocondrias libres y sinaptosomales sino
que ademis hemos separado distintas subpoblaciones de mitocondrias sinaptosomales. Seguidamen-
te hemos estudiado el comportamiento de 1a GDH en todos los tipos de mitocondrias, analizando
dicho comportamiento en uno y otro sentido de la reaccién y, en ambos casos, en ausencia y en
presencia de ADP, asimismo damos datos sobre la hipGtesis de la posible presencia de isoenzimas de
la GDH, lo cual podria explicar de alguna manera el extrafio comportamiento del glutamato en el

cerebro.

MATERIAL Y METODOS

Expuestos en la parte general de esta tesis.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los estudios realizados que hemos expuesto en la parte anterior (4.1) de nuestra tesis, se
llevaron a cabo con la enzima procedente de mitocondrias crudas, pero nos interesaba conocer si las
diferencias de comportamiento frente al ADP podrian deberse al diferente origen de las mitocon-
drias: sinaptosomales (como prototipo de mitocondrias procedentes de terminaciones nerviosas) y
mitocondrias libres (aquellas que proceden de pericarion neural y de células gliales). En primer lugar
nos interesaba conocer la separacion idénea de ambos tipos de mitocondrias y para cllo estudiamos

enzimas marcadoras de fracciones mitocondriales y citosdlicas.

De los resultados de la Tabla VI podemos deducir que la concentracion de lactato deshidroge-
nasa (enzima marcadora de la fraccion citosélica) en mitocondrias libres (M.L.} es mucho mcenor que
en sinaptosomales, lo cual es un dato a favor de la pureza de dichas fracciones. La menor actividad

de acetil-colincsteresa (enzima marcadora de membranas celulares y por tanto de sinaptosomas) asi
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como ¢l que la relacion acetil-colinesteresaflactato deshidrogenasa sea pequeiia en M.L. con respecto
a M.S., son otros datos que apoyan la no contaminaciéon de las M.L. con sinaptosomas. De los
resultados de esta tabla podemos también deducir que la citocromo-oxidasa es mas activa en mito-
condrias libres que en las sinaptosomales, lo cual esti de acuerdo con los trabajns de Gayet y sus
colaboradores (24). Si observamos los resultados obrenidos para estas enzimas en mitocondrias
sindpticas, podemos observar que tanto la actividad de LDH como de la ACH-asa y las relaciones
ACH—asafLDH son muy superiores que las halladas en M.L., lo cual podria indicar que ésta sea una
fraccién de sinaptosomas. Podemos observar también que esta fraccién es mas activa en fumarasa
que la correspondiente a M.L. lo que estd en desacuerdo con los trabajos de Lai y sus colaboradores

(9) que encuentran lo contrario.

Respecto a la glutamato deshidrogenasa, encontramos mayor actividad enzimitica especifica
en las mitocondrias libres que en las sinaptosomales, cuando ésta se mide en ¢l sentido degradativo,
es decir, en el de la desaminacion oxidativa, tanto si la actividad enzimatica se mide en presencia de
ADP como si se hace en su ausencia, si bien el grado de actividad en el primer caso es superior
cuando se trata de mitocondrias sinaptosomales lo que podria indicar un distinto comportamiento
de la enzima de ambas procedencias (Tabla V1I11). Estos resultados estan de acuerdo con los estudios
de Dennis y sus colaboradores (21) que encuentran distinto tipo de comportamiento cinético
respecto a diferentes concentraciones de ADP en mitocondrias libres y sinaptosomales, aunque
dichos autores no han realizado ningin estudio comparativo entre los dos sentidos de reaccion de la
enzima. Cuando la actividad enzimatica se mide en el sentido biosintético (aminacion reductora)
encontramos que la actividad enzimditica especffica es mayor en M.S. que en M.L. cuando el
coenzima era el NADH, ocurriendo lo contrario si se trataba de NADPH, lo cual podria indicar la
fuerte regulacion por parte del coenzima (Tabla VIII). La regulacién del sentido de la reaccién por
el ADP esti también apoyada por los resultados encontradus en esta misma tabla, donde podemos
observar que, en presencia de ADP, la enzima procedente de los sinaptosomas desplaza la reaccién
hacia la sintesis de glutamato (relacione-KG/G= 3,2). Iguadmente ocurre en M.L. en presencia de
ADP, donde se encuentra la misma relacién pero con la difcrencia de que en éstas, no sc encuentra
actividad en ausencia de ADP para la enzima medida en el sentido biosintético de glutamato. Por
otra parte puede observarse que en ausencia de ADP la GDH de M.L. esti fucrtemente inclinada
hacia la degradacién del glutamato, mientras que en las M.S. esta relacion ligeramente favorecida

hacia dicha degradacion (relacion sentido biosintético/degradativo = 0,9).
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En las mitocondrias cerebrales existe una gran heterogencidad (10) tanto de las ML. como de
las M.S. En nuestro trabajo hemos intentado separar subpoblaciones de mitocondrias procedentes de
distintas fracciones subsinaptosomales (ver material y métodos) identificindolas con enzmas marca-
doras de mitocondrias: fumarasa, malato deshidrogenasa y citocromo-oxidasa. Asimirﬁo hemos
estudiado su posible contaminacién por fracciones citosdlicas (lactato deshidrogenasa) isf como su
contaminacion por membranas (acetil-colinesterasa). Los resultados se expresan en I Tabla IX.
Obtuvimos cuatro fracciones, probablemente de sinaptosomas a juzgar pos sus altos catenidos de
LDH y ACH-asa respecto a los encontrados por M.L. (Tabla VIII). Observamos qie la mayor
actividad total para todas las enzimas marcadoras se encuentra en la fraccion MS,, s decir, en
aquella de mayor densidad. Esta fraccién posee una relacion alta de fumarasa/acetil-colnesterasa y
de fumarasa/LDH, lo que podrfa indicar que no esta muy contaminada por membranasplasmaticas
ni por citosol (Tabla XI). De forma similar ocurre en el caso de la fracciéon MS,, mieitras que la
contaminacién por membranas plasmaticas es mucho mayor en las fracciones MS, yMS; en las
que la relacion fumarasafacetil-colinesterasa es menor (Tabla IX) al igual que respecto la relacion
fumarasa/LDH. En las fracciones MS, y MS; la relacién fumarasa/citocromo-oxidasa es nuy similar
y varia en las MS, y MS, lo que sugiere un comportamiento anilogo de las mitocordrias de las
fracciones MS, y MS,. respecto a estas dos enzimas, mientras que en las de la MS; pdria estar
aumentada la actividad respiratoria (mayor actividad de citocromo-oxidasa) y en lasde la MS,

disminuida.

En lo que respecta al comportamiento de la GDH en estas subpoblaciones, nos excontramos
que la fraccibn MS; no presenta actividad en ninguno de los dos sentidos, en ausewcia de ADP
(Tabla X) y en su presencia la relaciéon de actividad entre el sentido biosintético y deradativo es
menor que la del resto de las fracciones, lo que parece indicar que en esta fraccion lalegradacion
del glutamato, en presencia de ADP, esti més favorecida que en las demis. En ausenia de ADP,
parece ser que la reaccién de la GDH estd notablemente favorecida hacia la degradacion lel glutama-
to en la fraccion MS,, mientras que en la MS; el sentido de la reaccién se inclina ligeranente hacia
la sintesis del glutamato y por iltimo, en el caso de la fraccion MS, se encuentra maso menos en
equilibrio (Tabla X). En los resultados expuestos en esta tabla podemos observar de nuwo la fuerte
regulacién que ejerce ¢l ADP en el sentido biosintético. Asimismo, en los resultados d+ la tabla X1
observamos que el tanto por ciento de activacion por el ADP es diferente en las distints subpobla-
ciones sinaptosomales asi como que el grado de activacion es mayor para la enzima en d sentido de

biosintesis que en el dc degradacion del glutamato. Los datos que hemos cncontrdo podrian
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aportar una pequefia luz al entendimiento de los problemas de la compartimentaci6n del glutamato
en el cerebro (25) ya que segin los datos expuestos, en ausencia de ADP solamente el compartimen-
to MS, serfa capaz de degradar dicho glutamato: Tablas X y XI), mientras que en el MS; y MS, el
metabolismo del glutamato esti inclinado ligeramente en favor de su sintesis. Esto puede interpre-
tarse como que, cualquier molécula de glutamato que entre en estos compartimentos no se metabo-
liza por la via de la GDH, lo cual estaria de acuerdo con los trabajos de Lajtha y sus colaboradores
(26, 27) los cuales encontraron que el glutamato que entra en el cerebro, se convierte rapidamente
en glutamina, y postulan que el GABA puede derivar de un pool muy pequeiio de glutamato que, en
nuestro caso podrfa identificarse con las fracciones MS; y MS,, donde se sintetizaria glutamato en
ausencia de ADP o bien, con el compartimento MS; fundamentalmente y con el MS; y MS, en
presencia de ADP. De cualquier forma pensamos que serfa interesante estudiar mas a fondo la
regulacion de la GDH por el ADP en estas subfracciones y creemos que deberia abordarse, en ellas,
el estudio del comportamiento de las otras enzimas relacionadas con el metabolismo del glutamao
(GAD, glutamina sintetasa y transaminasas — GOT y GPT). También pensamos que esta diferencia
de comportamiento podria deberse a que la concentracion de proteina enzimatica (GDH) en estas
fracciones sea distinta ya que, desde nuestro punto de vista, este podria ser un importante factor en
Ia regulacion de la enzima. Todo ello supone que, para confirmar nuestras hipdstesis sobre esta
compartimentacion del glutamato, serfan necesarios mayores controles, que constituyen para noso-

tros, el proyecto de un nuevo trabajo.

Segiin los resultados indicados en la tabla VIII, se deduce claramente el efecto regulador del
ADP sobre el equilibrio de la reaccion de la GDH en mitocondrias libres; siendo éste un efecto
totalmente dependiente de la concentracion del efector. Podemos observar que, a concentraciones
"de ADP que dan lugar a la velocidad maxima para la enzima, cl equilibrio esta mayoritariamente
desplazado en el sentido de la biosintesis, y al ser el ADP mas activador de la velocidad en este

sentido, éste favorece la sintesis de glutamato.

CONCLUSIONES

1.— Se han separado M.L. y M.S. y a partir de estas dltimas hemos obtenido cuatro subpabla-
ciones que hemos identiflicado mediante enzimas marcadoras.

2.~ Tanto en ausencia como cn presencia de ADP, la GDH (cuando se mide su actividud en el
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sentido de la degradacion del glutamato) posee mayor actividad en las M.L." que en las M.S.
3.— En ausencia de ADP no encontramos actividad en las M.L. y si en las M.S.
4.— En presencia de ADP y con NADH como coenzima {midiendo la reaccidén en el sentido
biosintético) las M.S. presentan una actividad ligeramente superior a las M.L. ocutriendo lo contra-

rio cuando el coenzima es el NADPH.

5.~ En ausencia de ADP, la actividad de GDH en la fraccion MS, esta inclinada hacia la

degradacion del glutamato, mientras que en las fracciones MS, y MS, ocurre lo contrario.

6.— En presencia de ADP se favorece el sentido de la biosintesis del glutamato en las subpobla-
ciones MS; , MS; y MS, pero no en las MS,.

7.— El ADP parece regular el sentido de la actividad de GDH hacia la direccién de la sintesis

de glutamato.

8.— El tanto por ciento de activacion del ADP es diferente en las distintas fracciones; ademis

el grado de activacién es mayor en el sentido de la bic sintesis del glutamato.

9.— Sugerimos que hay que tener en cuenta la concentracién proteica, a la hora de dar unos

datos mis precisos sobre el efecto activador del ADP.
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TABLAS VII, VIIL IX, X y XI
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4.3.— EFECTO DE NUCLEOTIDOS SOBRE LA GDH DE CEREBRO DE RATA Y MECANISMO
DE ACCION DEL ADP SOBRE LAS MITOCONDRIAS LIBRES.

Trabajo presentado en el I Congreso Hispano-Portugués de Bioquimica, celebrado en Coimbra

del 23 al 26 de Septiembre del aiic 1980.
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INTRODUCCION

Olson y Anfinsen (1) han observado la degradacion de la glutamato deshidrogenasa en solucio-
nes salinas y estudios de dispersion de luz han demostrado que la GDH se polimeriza a concentracio-
nes de proteina alrededor de 0,1 mg./ml (2). La actividad enzimitica de la GDH parece estar
relacionada estrechamente con el estado de agregacién que presenten las subunidades (3) segiin el

esquema:

Polimero ~~"""" Monémero X “’‘Monémero Y
Las tres formas indicadas en el esquema son enzimaticamente activas si bien difieren en su especifici-
dad por el sustrato, asi el mondémero X puede polimerizarse y es especifico del glutamato, en
cambio el monémero Y no se polimeriza y presenta mayor actividad cuando actiian como sustrato
determinados aminoicidos monocarboxilicos como la alanina. Las tres formas se encuentran en
equilibrio y varias sustancias afectan a la enzima, desplazando dicho equilibrio en un sentido o en
otro. Por ejemplo, la concentracién enzimatica (concentracidn protéica) elevada favorece la polime-
rizacién y cuando esta concentracion es baja, se favorece la formacion del monémero X. Efectores
como el NADP y el GTP favorecen la formacién del monémero Y, mientras que el ADP y la leucina
desplazan el equilibrio hacia la del monémero X. Agentes como el GTP (4), la tiroxina (5) y el
dietil-estilbestrol (6), inhibidores de la GDH hepitica, favorecen ademis la degradacion de la enzi-
ma, en presencia del coenzima reducido, mientras que el ADP, que es activador de la GDH, favorece

la agregacion en presencia de NADH (7) as{ como la formacién del monomero X.

En muchos drganos la concentracion de GDH esti a niveles en los que pueden darse formas
polimerizadas, por ello se sugirid que los efectos de modificadores sobre la polimerizacion podrian
tener significado biologico. Sin embargo, se sabe que la GDH de distintas procedencias varia nota-
blemente su capacidad polimérica; por ejemplo, la procedente de higado de cerdo (8) y de hombre
(2) se polimeriza en soluciones concentradas al igual que la enzima bovina, en tanto que la de pollo
(9) y sapo (10) se agregan en menor proporcién y la obtenida de higado y riiién de rata (11, 12),
higado de pez perro (13) y de atiin, no se polimerizan, lo mismo que ocurre con las enzimas de
procedencia no animal. No existe pues certeza de que el fendmeno de polimerizacion-despolime-
rizacién juegue un papel fisiologico destacado ya que la GDH procedente de higado de rata y bovino

que son cinéticamente y hasta estructuralmente similares, presentan distinto comportamiento frente
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ala polimerizacioén.

En los apartados 4.1 y 4.2 de esta tesis, hemos apuntado la posibilidad del efecto regulador del
ADP sobre la GDH de cerebro de rata asi como la posible presencia de isoenzimas. En el presente
apartado hemos crefdo interesante estudiar con mayor detenimiento, el efecto del ADP sobre la
GDH i)rocedcntc de los dos tipos de mitocondrias cerebrales: sinaptosomales y libres. Hemos
Hevado a cabo el trabajo, estudiando el efecto gque ejerce este metabolito sobre la actividad enzimati-
ca, medida en los dos sentidos de la reaccidn con el propésito de esclarecer nuestra hipotesis
anterior de que el ADP regulaba el sentido de actuacién de la enzima. Asimismo hemos tratado de
estudiar cudl seria el mecanismo por el que el ADP ejerce su accion reguladora sobre las mitocon-

drias libres.

MATERIAL Y METODOS
Expuestos en la parte general de esta tesis.
RESULTADOS Y DISCUSION

Segiin los resultados de la Tabla XII el ATP, el ADP y el AMP son activadores de la glutamato
deshidrogenasa de cerebro de rata, tanto de las mitocondrias libres como de las sinaptosomales, si
bien el grado de activaciéon de estos nuclebtidos es mayor en las primeras. Podemos observar que
ninguno de los nucleétidos mencionados, afectan al sentido de la reaccidén ya que las relaciones
entre las actividades, en el sentido biosintético y degradativo, no son afectadas por ellos, hecho que
atribuimos a la concentracion de proteinas utilizada: 0,39 mg./ml. y 0,61 mg./ml. para mitocondrias
libres y sinaptosomales respectivamente. Dicha relacion de actividades es mayor en M.L. que en M.S.
lo que podria indicar que el comportamiento de la GDH en ambas poblaciones, es diferente respecto
al sentido de la reaccion aunque bien podria pensarse que la concentracion de enzima juega un
importante papel en la orientacion de dicho sentido. El GTP, a las concentracioncs utilizadas (0,16
mM), inhibe totalmente a la ¢nzima de ambos tipos de mitocondrias. Por su parte el ADP y el ATP
protegen ligeramente a la GDH frente al efecto inhibidor del GTP si bien, ¢l ATP presenta mayor
efecto protector para la enzima procedente de M.S. que para la obtenida de M.L. siendo ello debido

tal vez, a que dicho efecto protector no sea especifico del ATP, sino que se deba al ADP procedente
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del mismo por accién de la ATP-asa del medio, o bien a que el comportamiento de la enzima de

ambas procedencias sea distinto.

A la vista de estos resultados y centrando el tema en el efecto del ADP, pensamos que el

mecanismo de activacion de este nucledtido podria ser el siguiente:

Consideremos que 1a GDH procedente del cerebro fuese una enzima semejante en su regutacion
a la hepitica, ya que los resultados que hemos encontrado apuntan esta posibilidad por un gran

nimero de evidencias. Si esto es asi, el ADP podrfa actuar a dos niveles:

a) ejerciendo un efecto alostérico sobre la actividad enzimatica.
b) favoreciendo la formacién del oligbmero, es decir, favoreciendo la polimerizacion de la

enzima.

Para dilucidar estas posibilidades hemos realizado una serie de experimentos. En primer lugar
hemos estudiado el efecto de la concentracion de ADP sobre la actividad de 1a GDH en ambos
sentidos de la reaccion que nos han conducido a las observaciones siguientes (Tabla XIII): se puede
apreciar en esta tabla que, la concentracion de ADP activa a la enzima procedente de M.L. en ambos
sentidos pero que esta activacion es mucho menor cuando la medida se realiza en el sentido
degradativo, hasta el punto que dicha actividad no varia en concentraciones de ADP que oscilan
entre 0,16 mM y 0,32 mM (0,15 a 0,40 pmoles en los 1,2 ml.), en cuambio cuando se mide en ¢l
sentido biosintético, la actividad se incrementa extraordinariamente a medida que aumenta la con-
centracion de ADP. Este efecto parece ser alostérico en el sentido biosintético, a la vista de los
resultados expresados en la grafica de la figura 4.3-2, sin embargo, cuando la actividad se midié en el
sentido de la degradacion del glutamato, la forma de la curva es hiperbélica y no sigmoidal, lo que
descarta en parte el efecto alostérico, al menos de un sistema K de la enzima, en este sentido de la
reaccién. Esto conduce a una variacién en la relacion de actividades entre el sentido biosintético y
degradativo encontrindose dichas relaciones comprendidas entre 0,25 y 9,6, lo que podria significar
un potente efecto regulador de!l ADP frente al sentido de la reaccion puesto que, de estar marcada-
mente inclinada hacia la degradacién del glutamato en ausencia de ADP, en su presencia la reaccion
se inclinarfa muy acusadamente hacia la sintesis del mismo. Hemos visto que cuando la concentra-
cién de proteina es alta (0,4 a 0,7 mg./ml.) (forma polimerizada de la enzima), el ADP no ejerce

efecto alguno sobre el sentido de la reaccion (Tabla XII) aunque si activa a la GDII, en cambio
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cuando la concentracién de proteinas disminuye (forma probablemente despolimerizada), el ADP
influye en la actividad'y en el sentido de la reaccion (Tabla X111). Con el propdsito de comprobar
todo esto, hemos estudiado como influye la concentracion de la enzima sobre el efecto del ADP. En
los resultados expuestos en la Tabla X1V, sobre la GDH procedente de mitocondrias libres, podemos
observar que el ADP a concentraciones de 1,3 mM. ejerce un efecto activador mas acusado cuanto
menor es la concentracidn de proteinas, tanto si la actividad se mide en el sentido biosintético como

si se realiza en ¢l degradativo, aunque el efecto es mayor en el primer caso.

Se sabe que, en el caso de la GDH, la concentracién proteica favorece la polimerizacion (7).
Segt'u; nuestros resultados, en ausencia de ADP, a medida que aumenta la concentracion proteica, lo
hace también la actividad enzimitica especifica lo que indica que la forma polimérica favorece la
reaccién en ¢l sentido biosintético (Tabla XIV). El ADP, segin Frieden (7), se unc a la enzima en el
lugar del NADH, justamente en el sitio de uni6én reguladora. Cuando el NADH se encuentra unido a
la enzima en ese sitio, estd presente una forma enzimitica menos activa por disgregacion del
oligbmero y cuando dicho sitio es ocupado por el ADP, se favorece la formacion de la estructura

oligomérica (Figura 4.3.-1).

—>
-
+NADH

O O proteinas
+ADP

Monémero X Polimero
Figura 4.3.-1

Cuando la reaccidon se mide en el sentido biosintético, existe gran cantidad de NADH en el medio y
dicha cantidad, en relacion a la concentracion de enzima, resulta mas elevada cuanto menor es ésta,
por lo tanto, el efecto del ADP sobre la actividad enzimatica, tendria. que ser mayor a menor

concentracion proteica, lo que esta de acuerdo con nuestros resultados (Tabla XIV).

Cuando la reaccion se mide en sentido degradativo, la concentracién proteica no afecta a la

actividad de la enzima. Esto podria indicar que la forma mis polimerizada (polimero) tienc la -~
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misma actividad que ¢l monémero X para la degradacion del glutamato.-El hecho de que el ADP
influya en la actividad en el sentido degradativo en funcién inversa a la concentracion proteica,
pudiera ser otro dato en favor de la posibilidad de que el ADP favorezca el paso del monémero Y a

mondémero X.
Todo lo anteriormente expuesto podria resumirse en los siguientes puntos;

a) El ADP podria favorecer el paso del monémero Y a mondémero X, de acuerdo con e}
esquema indicado en la introduccién y aumentar asf la actividad enzimitica, es decir;

ADP

. _.____—___._—D 2
Monomero Y —— Monémero X

y que la concentracion proteica favoreceria la polimerizacion, es decir:
Conc. proteica
» —-—-—-————-—{
Monomero X y——— " Protémero
y ademas: 1) el monémero X presenta mayor actividad que el Y en ambos sentidos de la reaccion,

si bien dicha actividad es mayor para el sentido biosintético.
2) El mondémero Y es mis activo que el X en el sentido degradativo que en el biosintético.

3) El protémero es la forma mas activa de 1a enzima cuando la actividad de ésta se mide en el

sentido biosintético.

Concretando, la forma mondémero Y actuaria en el sentido de la degradaci6n del glutamato,
mientras que el monémero X y el polimero serian las formas mas activas en los dos sentidos de la

reaccién aunque con predominio del sentido biosintético.

b) El ADP podria ademis ejercer un efecto alostérico sobre la actividad enzimatica, cuando
ésta se mide en presencia de NADH, es decir en el sentido de la biosintesis del glutamato, hecho que
estarfa de acuerdo con las teorias de Frieden (7) y que seria la razén del desplazamiento de la

actividad hacia el sentido de 1a biosintesis.

Los resultados de la Tabla XV parecen indicar que, en ausencia de ADP, la concentracion de

proteinas y, por tanto, el mecanismo de polimerizacién-despolimerizacion, regulan el sentido de la
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reaccion de manera que el de la sintesis del glutamato se ve favorecido tanto mas cuanto mayor es
dicha concentracion (forma més polimerizada). El ADP favoreceria el mismo sentido de la reaccion
y en igual cuantfa (nétese que los incrementos de actividad con y sin ADP son pricticamente del
mismo orden). Esto podrfa indicar que realmente el efecto de activacion del ADP se ejerce por un
mecanismo alostérico. Esta ultima suposicién parece estar apoyada por los resultados de la Tabla
XV1 y de la Fig. 4.3.—3 donde puede observarse que, a concentraciones de ADP que oscilan entre
0,08 mM y 0,32 mM, el efecto activador del ADP se incrementa en funcién de la concentraciéon en
ambos sentidos de la reaccion y que el tanto por ciento de activacion es mayor al aumentar dicha
concentracion lo cual no apoya la hipbtesis del efecto sobre la polimerizacion-despolimerizacion y s{
la del efecto alostérico. Cuando representamos los datos de la Tabla XV1 (Fig. 4.3.-3), podemos
observar que los perfiles graficos nos ofrecen una curva sigmoidal (indicativa del cfecto alostérico)
cuando 1a actividad de la enzima se mide en el sentido de la sintesis del glutamato, mientras que la
curva es hiperbodlica cuando es medida en el sentido de la degradacién (Fig. 4.3.-3 ). Esto podria
indicar que el ADP no ejerce un efecto alostérico, al menos de tipo K, para la enzima, cuando se

mide su actividad en este Gltimo sentido.

Siguiendo con los resultados de la Tabla XVI observamos que, a concentraciones de 0,38 mM y
0,64 mM la enzima presenta mayor actividad cuando la medida se realiza en el sentido biosintético y
cuando la concentracién proteica es menor, pero cuando se efectita en el sentido degradativo no se
encuentran variaciones respecto a los resultados anteriores. Este dato por ser Gnico, aunque compro-
bado por triplicado, no le comentamos puesto que pensamos, deberia estudiarse mas detenidamente
con el fin de comprobar si concentaciones elevadas de ADP pudicran, efectivamente, favorecer la

polimerizacion.

Por otra parte, el ADP no afecta al pH dptimo de la enzima (Fig. 4.3.-4) de lo que s¢ deduce

que no actia a nivel de la ionizacién de los aminoécidos del centro activo.

De todo lo expuesto en esta parte del trabajo, podemos extracr [as siguientes conclusiones:

i 1.— Los nuclebtidos ATP, ADP y AMP activan a la glutamato deshidrogenasa procedente de

mitoconcrias libres y sinaptosomales y el GTP la inhibe.

2.— Tanto ¢l ADP como cl ATP protegen ligeramente a la enzima, frente al cfecto inhibidor
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del GTP.

3.— El ADP parece regular el sentido de la reaccidn, siendo su mecanismo probablemente de

tipo alostérico.

4.— La glutamato deshidrogenasa, procedente de mitocondrias libres, parece ser semejante a la
de origen hepitico, presentando un tipo de regulacién basado en mecanismos de polimerizacién-

despolimerizacion.
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1000)
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Figura 4.34

Condiciones experimentales: Tampén fosfato potasico (0,2 M) para pH 5,56 a 8 y tampon
pirofosfato sddico (0,2 M) para pH 8,5.
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4.4.— PARAMETROS CINETICOS DE LA GDH PROCEDENTES DE MITOCONDRIAS LIBRES Y

SINAPTOSOMALES.
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INTRODUCCION

Los ensayos cinéticos sobre la GDH de origen bovino han aportado resultados a menudo
conflictivos debido al fendmeno de polimerizacidon-despolimerizacién que presenta la enzima y a los
efectos alostéricos y polimerizantes de los coenzimas (1,2). Varios nucledtidos, incluidos el NAD y
el NADH, ejercen diferentes efectos alostéricos sobre la reaccién de la GDH, segiin que el sustrato
sea ¢l glutamato o cualquier otro aminoicido monocarboxilico. Los datos cinéticos sefialan que
estos efectos distintos, sobre los dos tipos de sustrato, se deben a diferentes causas que limitan la
velocidad para ambas reacciones (3,4). Seglin estos autores, la ctapa de velocidad limitante en la
oxidacién del glutamato es la disociacién del complejo enzima-coenzima reducido. El GTP incre-
menta la unién del NADH a la enzima y por ello estabiliza dicho complejo. Esquematicamente

podemos expresarlo asf:

E + NAD (P) g——— E-NAD (P) &————® E-S—NAD (P)H

E+ P, + NAD(P)H

De acuerdo con los apartados 4.2 y 4.3 de esta tesis, el ADP ejerce, sobre la glutamato deshidrogena-
sa de cerebro, el mismo efecto activador que en el caso de la enzima de origen hepatico. Ademas
parece ser que el ADP interviene en el sentido que tome la reaccién, en favor de la sintesis del

glutamato.

En esta parte de nuestro trabajo presentamos algunos datos sobre ¢l efecto del ADP sobre las
Km de los distintos sustratos de la GDH de mitocondrias libres y sinaptosomales, de cerebro con el
fin de esclarecer si realmente el ADP influye en el equilibrio de la reaccidn.

MATERIAL Y METODOS

Expuestos en la parte general de esta tesis.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De los resultados comparativos presentados en las Tablas XIX y XX, sobre los parimetros
cinéticos de la GDH procedente de M.L. y M.S., en ausencia y en presencia de ADP, podemos

deducir que:

1) Si el ADP disminuye la afinidad de la enzima por el glutamato en las mitocondrias libres,
quiere decir que la presencia de este nucledtido y a concentraciones bajas de glutamato, el comparti-
mento encargado de degradar este glutamato por la via de la GDH, estarfa identificado con las M.S.
mientras que en ausencia de ADP lo estaria con las M.L. Esta idea estd apoyada por los resultados
que se muestran en la Tabla XX en la que se observa que las relaciones de velocidades maximas
entre el sentido biosintético y degradativo, en ausencia de ADP, es menor en el caso de las M.L. que
en el de las M.S. mientras que cuando la reaccion se realiza en presencia de ADP, las relaciones son

muy semejantes.

En los resultados mostrados en la Tabla XIX se puede apreciar una diferencia de comporta-
miento entre la enzima de mitocondrias libres y sinaptosomales ya que, en ausencia de ADP, las
M.L. presentan mayor velocidad mixima para la reaccién en el sentido degradativo que cn el
biosintético y, por el contrario, en el caso de las M.S. la relacion esta ligeramente desplazada hacia el

sentido biosintético del glutamato.

Otro dato, a favor de la diferencia de comportamicnto de la GDH de ambas subpoblaciones
mitocondriales, consiste en que, en ausencia de ADP, las M.L. presentan mayor actividad de GDH en
ambos sentidos en comparacién con las M.S., mientras que en prescncia de ADP ocurre lo contrario.

Este resultado estd de acuerdo con los encontrados por Dennis y sus colaboradores (5).

Concluyendo, el ADP disminuye la afinidad de la GDH para el glutamato en las M.L. y la

aumenta ligeramente en las M.S.

2) El ADP aumenta la afinidad (disminuye la Km) para el NAD tanto en las M.L. como ¢n las
M.S. (Tabla XIX).

3) El ADP disminuye intensamente la afinidad para el NADII en las M.L. y la incrcmenta en
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las M.S. (Tabla XIX).

4) El ADP disminuye intensamente la afinidad para el acetoglutarato(a KG) y ligeramente para

el amonio, en el caso de las M.S. (Tabla XIX).

5) En ausencia de ADP, las M.L. presentan una Km menor (mayor afinidad) para el glutamato

que las M.S. y sucede lo contrario cn presencia de ADP (Tabla XIX).

6) La Km para ¢} NAD ¢s muy scmejante en el caso de las ML. que ¢n el de las M.S. tanto en

ausencia como en presencia de ADP (Tabla XIX).

7) En ausencia de ADP las M.L. presentan mayor afinidad para ¢l NADH que las M.S. ocu-

rriendo lo contrario en presencia del mismo (Tabla XIX).

8) En ausencia de ADP la actividad de GDH en ambos sentidos de la reaccion, es mayor en el

caso de las M.L. que en el de las M.S. sucediendo lo co.trario en presencia de ADP.

9) El ADP desplaza el equilibrio de la reaccién hacia la sintesis de glutamato en ambos tipos

de mitocondrias (Tabla XX) ¢jerciendo mayor efecto de desplazamiento ¢n el caso de las M. L.

De esta seric de conclusiones podemos extraer ciertas hipotesis cxtrapolables al nivel fisiologico
aunque lo que parece realmente evidente, es que el ADP afecta con gran intensidad al equilibrio de

1a reaccion.
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4.5.— CONCLUSIONES GENERALES
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4.5.— CONCLUSIONES GENERALES

17) La mayor actividad de la GDH se extrae de las mitocondrias crudas en presencia de
triton X-100, lo que parcce indicar que una gran proporcion de la enzima se encucntra unida a la
membrana (aproximadamente el 50% ). Una pequeiia proporcion de la enzima (aproximadamente el
2% ) parcce cncontrarse libre en la matriz mitocondrial (fraccién extraible con tampoén Tris-CIH).
Aproximadamente el 48% de la actividad enzimaitica es extraible con tampén fosfato potasico de
distintas luerzas iénicas, lo que podria indicar que una parte del contenido total de la enzima pueda

cstar unida a la membrana mitocondrial mediante fucrzas electrostaticas (Tabla I1).

22) La rclacion de actividades entre el sentido biosintctico y degradativo de la reaccién, en
presencia de ADP, depende del medio de extraccion utilizado, encontrdndose la relacion mis alta en
la enzima procedente de la matriz mitocondrial (aproximadamente el 10% ) y de la fraccion extraida
con la mayor fuerza ionica. La .menor actividad se ha encontrado en las fracciones de enzima

extraidas con fuerza ionica baja y con triton X-100. (Tabla I1).

32) El factor de activacion de ADP depende del medio de extraccion que se utilice, y no es

cl mismo para uno y otro sentido de la reaccién. (Tabla 111).

4%) La relaciéon de actividades en el sentido biosintético y degradativo es diferente en
presencia y en ausencia de ADP (1,3 mM), siendo mayor (aproximadamente el doble) en el primer
caso (en presencia de ADP), lo que podria indicar un efecto modulador de este nucledtido para
desplazar la actividad hacia el sentido biosintético y supondria su participacion en la regulacion del

sentido de la actividad (Tabla IV).

52) La relacién de actividades en sentido biosintético y degradativo, en presencia de distin-

tas concentraciones de triton X-100, practicamente no varia.

63) A partir de las mitocondrias sinaptosomales se obtienen cuatro subpoblaciones que

hemos identilicado mediante enzimas marcadoras.

73) Tanto en ausencia como cn presencia de ADP, la GDII {cuando se mide su actividad en
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cl sentido degradativo) posee mayor actividad cn lus M.L. que en las M.S. y en auscncia de ADP no

cncontramos actividad cn las M.L. y si en las M.S.

83) En presencia de ADP y con NADH como coenzima (midicndo la reaccion en el sentido
biosintético) las M.S. presentan una actividad ligeramente superior a las M.L. ocurriendo lo contra-
rio cuando el coenzima es el NADPH.

97) En auscncia d'e ADP, la actividad de GDH en la fraccion MS, e¢sta inclinada hacia la
degradacién del glutamato, mientras que en las fracciones MS; y MS, ocurre lo contrario. En
presencia de ADP se favorece cl sentido de la biosintesis del glutamato en las subpoblaciones MS, ,

MS; y MS,, péro no en la MS;.

102) El ADP parece regular el sentido de la actividlad de GDH hacia la direccion de la

sintesis de glutamato.

112) Los nucle6tidos ATP, ADP y AMP activan a la GDH procedente de mitocondrias Iibres
y sinaptosomales y el GTP la inhibe.

123) Tanto el ADP como el ATP protegen ligeramente a la enzima, frente al efecto inhibi-

dor del GTP.

133) La GDH procedente de mitocondrias libres, parece ser semejante a la de origen hepdti-

co, presentando un tipo de regulacién basado en mecanismos de polimerizacion - despolimerizacion.

142) El ADP disminuye la afinidad de la GDH para el glutamato en las M.L. y la aumenta

ligeramente en las M.S,

152) El ADP aumenta la afinidad (disminuye laK m) para ¢l NAD tanto en las M.L. como
en las M.S. (Tabla XIX).

162} El ADP disminuye intensamente la afinidad para el e-cetoglutarato y ligeramente para

el amonio, en el caso de las M.S. (Tabla XIX).

172) En ausencia de ADP las M.L. presentan mayor afinidad para el NADH que las M.S.
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ocwriricndo lo contrario en presencia del mismo (Tabla XIX).

181} En auscncia de ADP la actividad de GDII cn ambos scntidos de la reaccion, cs mayor

en ¢l caso de las M.L. que en ¢l de las M.S., sucediendo lo contrario en presencia de ADP.

192} El ADP desplaza el cquilibrio de la reaccion hacia la sintesis de glutamato en ambos

tipos de mitocondrias, cjercicndo mayor efecto de desplazamiento en ¢l caso de las M.L. (Tabla
XX).
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