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1. RESUMEN

La fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa (aldolasa) cataliza la conversion reversible de fructosa-
1,6-bisfosfato en gliceraldehido-3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato. Aldolasa en mamiferos se
presenta como tres isoenzimas: las isoformas muscular (A), hepatica (B) y cerebral (C).
Resultados de nuestro laboratorio han demostrado que aldolasa B colocaliza con fructosa-1,6-
bisfosfatasa (FBPasa) en los tubulos epiteliales proximales de rifion y en los hepatocitos de la
zona periportal. En esta tesis se estudi6 la localizacion celular y subcelular, para la isoenzima A,
en tejidos de rata.

Para determinar la localizacion de aldolasa A, se prepararon anticuerpos policlonales en
conejo. Se encontrd inmunotincidon positiva en higado, testiculo, intestino delgado, estomago,
pancreas, musculo esquelético y cardiaco de rata. Mediante microscopia confocal se encontrd que
aldolasa A tiene una localizacion subcelular nuclear en musculo cardiaco, espermatogonias y
células de Kupffer.

Por otra parte, se clon6 la FBPasa muscular de rata en el vector pEGFP Cl1, y se realizaron
estudios de localizacion de esta isoenzima fusionada a la proteina verde fluorescente (GFP) en la
linea celular A-10 (derivada desde musculo liso de aorta de rata). Se encontrd que la enzima
fusionada se localiza en el citoplasma, tanto en ausencia, como en presencia de distintas
concentraciones de (glucosa 5 mM y 25 mM).

Estos datos sefialan que la localizacion de esta enzima es dependiente de las
caracteristicas metabolicas del tejido y tipo celular, ademds su localizacion subcelular podria

desempeifiar un papel importante en su regulacion.



SUMMARY

Fructose-1,6-bisphosphate aldolase (aldolase) catalyses the reversible conversion of fructose-
1,6-bisphosphate to gyceraldehyde-3-phosphate and dihydroxyacetone phosphate. The
mammalian aldolases has three isozymes: muscle aldolase (A), livert (B) and brain aldolase (C)
isoformes. Results from our laboratory have demonstrated that aldolase B colocalizes with
fructose-1,6-bisphosphatase (FBPase) in proximal convoluted tubules in kidney and in
hepatocytes localized in the periportal region. The pourpose of this study is to determin
subcellular localization of aldolase A in different rat tissues.

In order to study the localization of aldolase A, rabbit policlonal antibodies were prepared.
There was positive immunoreaction in liver, testis, small intestine, stomach, pancreas, skeletal
and cardiac muscle. Using confocal microscopy, we found that aldolase A has a nuclear
localization in cardiac muscle, spermatogonias and Kupffer cells.

By contrast, rat muscle FBPase was cloned in the pEGFP C1 vector, and localization
studies with the fusion protein GFP-FBPase were carried out in the A-10 cell (derivated from rat
aort’s smooth muscle). We found that the fusion protein had a cytoplasmatic localization, either
in glucose ascense or presence of glucose (5 mM and 25 mM glucose).

Those results show that cellular location of aldolase A depends on the metabolic features
of cells and tissues, thus, the subcellular localization could play an important role in the

regulation of this isoenzyme.



2. INTRODUCCION

La fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa [D-fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa EC 4.1.2.13]
(aldolasa) cataliza la reaccion de tipo escision aldolica reversible de fructosa-1,6-bisfosfato en
gliceraldehido-3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato (Morse y Horecker, 1968) y, de esa manera,
participa tanto en la via glicolitica como en la via gluconeogénica. En términos generales, se
distinguen las aldolasas de vegetales y animales superiores (Clase I) y las de bacterias y hongos
(Clase II). Entre las aldolasas de origen animal se han descrito tres isoenzimas, denominadas por
su fuente de origen las isoformas: muscular (A), hepatica (B) y cerebral (C) (Penhoet et al.,
1969, Lebherz y Rutter, 1969, Penhoet y Rutter, 1975). En higado y rifion se expresa
predominantemente la isoenzima B, enzima homotetramérica con una masa aparente de 40.000
Da por subunidad, valor similar al que presentan las subunidades de los homotretdmeros A y C
(Penhoet ef al., 1969). Las enzimas de mamiferos presentan caracteristicas similares (Penhoet y
Rutter, 1975) y las estructuras primarias, determinadas para los tres tipos de aldolasa, muestran
un marcado grado de similitud, pero aldolasa B diverge levemente, con un 70% de identidad en
secuencia, respecto a las secuencias de aldolasa A y C (Rottman et al., 1984). Més atn, aldolasa
A cataliza la hidrolisis de Fru-1,6-P, en forma mas eficiente que aldolasa B, lo que se refleja en
su valor de ke, que es 20-30 veces mayor, mientras que aldolasa B tiene un valor de K, para
gliceraldehido-3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato 10 veces menor que el de aldolasa A (Pezza
et al., 2003). En base a las propiedades cinéticas de estas isonezimas, se ha sugerido (Penhoet, et
al., 1969; Eagle e Igbal, 1973) que aldolasa B ha evolucionado para tener un papel en
gluconeogénesis, mientras aldolasa A es mas efectiva participando en la via glicolitica. Esta

nocion se refuerza por el hecho que en vertebrados el musculo esquelético expresa sélo aldolasa



A (Lebherz y Rutter, 1969). Sin embargo, la participacion de una isoenzima de aldolasa
particular en un complejo glicolitico o gluconeogénico, debe ser ain establecida. Se ha descrito
que tres residuos aminoacidicos del sitio catalitico son conservados en mamiferos, estos son Lys-
146, Glu-189 y Lys-229 (Maurady et al., 2002). Este ultimo residuo estd relacionado con el
mecanismo que involucra la formacion de una base de Schiff entre el grupo g-amino de la lisina
229 y el grupo ceto carbonilo del sustrato (Horecker ef al., 1975). Las isoenzimas A y C destacan
por su marcada preferencia catalitica por Fru-1,6-P, sobre fructosa- 6-fosfato (Fru-6-P), mientras
que la isoenzima B no muestra preferencia por ninguno de los sustratos, lo que sugiere que las
tres isoenzimas de aldolasa participan en la formacion de productos finales diferentes (Eagle e
Igbal, 1973).

Existen numerosos datos que indican que muchas de las enzimas del metabolismo
intermediario operan in vivo en asociacion a estructuras particuladas (Srere, 1987). La forma de
organizacion puede comprender asociacion a subestructuras ciotologicas y/o a la formacion de
complejos proteina-proteina. Con respecto a esto ultimo, se ha postulado que la interaccion entre
proteinas ocurriria solo si las enzimas provienen del mismo tejido, lo que se conoce como
especificidad de 6rgano (Pontremoli et al, 1979).

La distribucion de las distintas isoenzimas ha mostrado ser diferenciada y especifica,
dependiendo del tejido y tipo celular. Asi, en el sistema nervioso central se ha detectado que
aldolasa C estd distribuida en regiones bien delimitadas del sistema nervioso central,
encontrandose agrupada en las franjas de la placa de células de Purkinje del cerebelo, y en las
olivas inferiores y en las neuronas sensoriales de las astas posteriores de la medula espinal
(Buono et al., 2001). Mas aun, se conoce que la interaccion subcelular de aldolasa A con la

matriz miofibrilar de musculo esquelético de conejo, afecta las propiedades cinéticas de esta



1soenzima (Harris y Winzor, 1987). Por otra parte, estudios de interaccion de aldolasa A con otras
proteinas, han revelado una interesante relacion de esta isoenzima con la isoenzima muscular de
fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa). Los resultados muestran que aldolasa A altera las propiedades
cinéticas de FBPasa muscular; disminuye la sensibilidad de esta ultima por AMP (Rakus y
Dzugaj 2000). De igual forma, los autores muestran que aldolasa B es capaz de alterar las
propiedades alostéricas de FBPasa hepatica, pero no tiene influencia sobre la isoenzima
muscular. De estos y otros resultados surge la interesante idea de que existiria una interaccion

especifica entre las diferentes isoenzimas de aldolasa y FBPasa.

La enzima fructosa-1,6-bisfosfatasa [D-fructosa-1,6-bisfosfato-1-fosfohidrolasa EC
3.1.3.11] cataliza una de las etapas irreversibles de la glunecogénesis, la hidrolisis de fructosa-
1,6-bisfosfato a fructosa-6-fosfato mas fosfato inorganico. Considerando sus propiedades
cinéticas, hasta el momento se han descrito tres tipos de isoenzimas: de higado, musculo y
cerebro, las cuales han sido aisladas y caracterizadas. La isoenzima hepatica es postulada como
una de las proteinas reguladoras de la gluconeogénesis y se ha determinado su expresion en
tejidos distintos a higado y rifion. Estudios realizados mediante analisis de transferencia Western
e inmunohistoquimica, han demostrado la expresion de esta isoenzima en prostata, corteza
suprarrenal, estomago, corazon, glandula adrenal, pulmon, testiculo y pancreas, entre otros
(Mizunuma y Tashima, 1990, Yafiez et al., 2003b). Por ello, nuestro laboratorio ha sugerido que,
ademads de higado y rifién, estos drganos pueden contribuir también a la gluconeogénesis (Yanez
et al., 2003b).

Las diferentes isoenzimas presentan caracteristicas similares en su actividad catalitica y

requieren la presencia de cationes bivalentes como Mn®" y Mg”" (Van Schaftingen, 1987).



FBPasa responde a una variedad de sefales metabodlicas (Benkovic y de Maine, 1982; Tejwani,
1983). Es inhibida parcialmente por adenosina monofosfato (AMP), fructosa-2,6-bisfosfato (Fru-
2,6- P»), y por altas concentraciones del sustrato Fru-1,6-P,. Existe ademas un fuerte sinergismo
entre las inhibiciones causadas por Fru-2,6- P, y AMP, que podria ser el principal mecanismo de
control del flujo de la via gluconeogénica (Hers y Hue, 1983; Van Schaftingen, 1987). Ademas,
la enzima es activada por algunos cationes monovalentes, como K"y NH," (Hubert ez al., 1970).
La FBPasa renal de cerdo se compone de 337 residuos aminoacidicos (Williams y
Kantrowitz, 1992) y su estructura corresponde a un tetrdmero formado por 4 subunidades
idénticas con forma hexahédrica, con una masa de 36,5 kDa por subunidad. Los datos
cristalograficos para la isoenzima muscular son escasos, pero existen informes sobre el cristal
formado por el complejo de FBPasa muscular humana con el inhibidor AMP, con una resolucion
de 2,04 A (Zhu et al., 2001). No obstante, aun faltan datos sobre la estructura de esta isoenzima.
Las isoenzimas muscular y hepatica de rata se diferencian estructuralmente por su peso
molecular: 37.000 y 40.000 Da, respectivamente. Ademas, los mapeamientos peptidicos uni-
dimensionales de la enzima muscular con proteasa estafilococal V8, quimotripsina, y papaina,
muestran diferentes patrones peptidicos para ambas isoenzimas. Al analizar los parametros
cinéticos de las enzimas muscular y hepdatica de rata, se determind que el valor de I spara AMP
es de 0,54 uM y 85 uM, y el valor de Ios para Fru-2,6-P, es de 6,3 y 1,5 uM, respectivamente
(Mizunuma y Tashima, 1985). Por ello, una de las principales caracteristicas de la isoenzima
muscular seria su sensibilidad por AMP. Ademads, la identidad posicional de los cDNA de
FBPasa hepatica y muscular de rata es de un 70% (Al-Robaiy y Eschrich, 1999). Estos datos
demuestran que ambas enzimas se diferencian desde el punto de vista cinético y secuencial

sugiriendo diferencias en su participacion en la formacion de distintos complejos.



Problematica y proposito de este estudio.

Para comprender el funcionamiento del metabolismo celular disponemos de un niimero
significativo de datos que aumentan dia a dia y que nos permiten enfocar este estudio desde
diversos puntos de vista. Podemos tomar como paradigma el metabolismo de la glucosa, principal
fuente de combustible en organismos superiores, para relacionar como se regulan los distintos
procesos, desde la entrada de un sustrato a la célula, hasta la obtencién de un producto final. La
creencia general es que enzimas que participan en las diferentes vias metabodlicas se encuentran
como componentes solubles y funcionalmente en una fase acuosa. Sin embargo, esta idea ha
cambiado debido a la gran cantidad de informacion sobre la interaccion proteina-proteina y la
asociacion de ellas con estructuras celulares. Se ha propuesto que la distribucion no homogénea
de las enzimas del metabolismo, dentro de un compartimento celular, es un importante
mecanismo de regulacion. Por ejemplo, se ha demostrado mediante diversas técnicas la union de
enzimas glicoliticas y gluconeogénicas a proteinas del citoesqueleto, y la modulacioén de estas
interacciones por ligandos sugiere que podrian jugar un papel en la regulacion de la actividad
enzimatica y en la funcion celular. En muchas vias metabolicas, las interacciones entre enzimas
secuenciales ocurren mediante la formacion de complejos estaticos o dindmicos, los cuales
permiten la canalizacion de sustrato. Este proceso tiene varias ventajas cataliticas, incluyendo la
microcompartimentacién de metabolitos (Ovadi y Srere, 2000; Spivey y Ovadi, 1999).

La compartimentacion de vias metabdlicas en organelos también contribuye a la
regulacion del metabolismo, separando los procesos sintéticos de los degradativos.
Alternativamente, en base a estudios de microdiseccion se ha propuesto una compartimentacion

intracelular para la degradacion y sintesis de glucosa en el rindn. Estos resultados, junto a los



obtenidos en nuestro laboratorio, apoyan la idea que la produccion de glucosa endogena renal
ocurriria principalmente en tibulos proximales, mientras los tubulos distales en el riidn
contribuirian a la actividad glicolitica. Este tipo de compartimentacion podria ser importante para
prevenir el ciclaje de sustratos, pues la glicolisis y la gluconeogénesis ocurren en el citoplasma.
En forma similar, se ha sugerido que hepatocitos localizados en la zona periportal realizan
gluconeogénesis, mientras la glicolisis esté restringida a los hepatocitos en la zona perivenosa.

Existen diversos ejemplos de interacciones de enzimas metabolicas a estructuras celulares,
como es el caso de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de diferentes fuentes (cerebro,
musculo y eritrocitos) que se une a microtibulos (Huitorel y Pantaloni, 1985). Otro ejemplo, es el
de hexoquinasa (HK) que se asocia a la membrana externa de la mitocondria (Ehsani-Zonouz et
al., 2001). Es interesante que HK unida a mitocondria es mas activa, y que esta asociacion la
desensibiliza frente a la inhibicion por glucosa-6-fosfato (Glc-6-P) (Zasshi, 1999). Para el caso de
glucosa-6-fosfatasa (Glc-6-Pasa), se ha descrito una asociacion con reticulo endoplasmico rugoso
(Gumbhir et al, 1983; Zakim y Edmondson, 1982). En este contexto, y como se menciond
anteriormente, se ha descrito que varias enzimas glicoliticas interactian con proteinas del
citoesqueleto (Lilling y Beitner 1990), por ejemplo, en el musculo existen estas asociaciones con
filamentos de actina (Westrin y Backman, 1983). Asi, es el caso de las isoenzimas de aldolasa
humana que interactian con filamentos de actina en forma diferenciada y tejido especifica
(Kusakabe et al.,1997 ). Mas atn, estas interacciones pueden modular las propiedades de las
enzimas, por ejemplo, la activacion de fosfofructoquinasa por AMP y fructosa-2,6-P, es
eliminada al asociarce la enzima con actina (Skaleki et al., 1995).

In vivo, las asociaciones entre enzimas han demostrado ser dindmicas y estabilizadas por

fuerzas relativamente débiles, por lo tanto, estos complejos son facilmente disociables y dificiles



de purificar (Ovadi y Srere, 2000). El concepto de complejos multienzimaticos es apoyado
fuertemente por la existencia reconocida de interacciones proteina-proteina, entre estos se
incluyen el complejo de la piruvato-deshidrogenasa (Reed, 1981, Reed et al., 1975, 1978), que
cataliza la transformacion de piruvato en acetil-CoA, y el complejo de la sintetasa de acidos
grasos (Volpe y Vangelos, 1976, Wakil y Stoops, 1983). Otro ejemplo, es el caso del complejo de
Neurospora crassa que cataliza cinco reacciones consecutivas en la via central de la biosintesis
de aminoacidos aromaticos (Ricard ef al., 1994).

Estas asociaciones pueden ser un mecanismo crucial para la regulaciéon de metabolismo
celular, pero ademas existe otro factor importante: la localizacion subcelular. Cabe destacar la
relacion estructural en Drosophila melanogaster entre enzimas glicoliticas y el aparato
miofibrilar contractil, donde la ausencia de colocalizacion entre aldolasa y gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH), al no expresarse glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH-3),
produce una pérdida total de la capacidad para volar en las moscas con esta caracteristica (Wojtas
et al., 1997). Esto indica que la presencia de enzimas activas en las células no basta para la
funcién muscular; ademas se requiere de una organizacion subcelular de las enzimas glicoliticas.

Resultados obtenidos en nuestro laboratorio muestran que la isoenzima hepatica de
FBPasa y aldolasa B presentan una localizacion compartimentalizada en los tibulos proximales
del rifién y en la zona periportal en el higado. Con una localizacion subcelular de estas enzimas
preferentemente nuclear y perinuclear (Saez et al., 1996, 2000). En cambio, se postula que en
tejido renal las enzimas glicoliticas se expresarian preferentemente en tubulos distales del nefron
y en la region perivenosa del higado, (Lawrence et al., 1986).

Sin embargo, la distribucion y localizacion de la isoenzima muscular de FBPasa y de

aldolasa A en distintos tejidos no estan claramente establecidas. Es notable que, al comparar los
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parametros cinéticos de la FBPasa muscular y las concentraciones de AMP, en musculo humano
en descanso y en ejercicio, la FBPasa deberia estar inhibida en un 99,9%. Ademas, la
concentracion de FBPasa in vivo es 100 veces mayor que la concentracion de Fru-1,6-P,, y es
comparable a la de su inhibidor Fru-2,6-P, (Skalecki et al., 1995). Sin embargo, se ha descrito la
sintesis de glicégeno a partir de lactato en musculo de rata, lo que no es congruente con una
FBPasa inhibida (Gaesser y Brooks, 1984). Estos resultados sefialan claramente que deben existir
mecanismos de desensibilizacion para la FBPasa muscular. Una explicacion plausible es la
modulacion de sus propiedades alostéricas producida por su interaccidon con otras proteinas, y
cambios en su localizacion subcelular. Por ello, fue interesante determinar la localizacion de
aldolasa A en relacion con FBPasa muscular, como un apronte para determinar otras
interacciones in vivo y comprender la dindmica de los procesos metabdlicos en el interior de la
célula.

Basandose en lo expuesto anteriormente se postulo la siguiente hipdtesis de trabajo:

“La regulacion de la expresion y la localizacion subcelular de las isoenzimas musculares de
aldolasa y FBPasa es importante en el metabolismo de hidratos de carbono, en diferentes
tejidos de rata. La localizacion y distribucion de estas isoenzimas es especifica y
dependiente del estado metabdlico y del tipo celular del tejido”.

Objetivos planteados. A partir de los antecedentes planteados se propuso, en primer
lugar, clonar el fragmento codificante de la FBPasa muscular de rata, subclonar la enzima
recombinante en el vector plasmidal de expresion pET 15b, expresar esta enzima en células F.
coli, obtener la proteina en forma homogénea y preparar anticuerpos policlonales. Ademas, se
propuso purificar aldolasa A de musculo de rata y preparar anticuerpos policlonales. El

establecimiento de esta herramienta experimental permitiria, mediante inmunohistoquimica e
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inmunofluorescencia, determinar la localizacion celular y subcelular de aldolasa A y FBPasa
muscular, en distintos tejidos de rata, para posteriormente enfrentar los estudios de interaccion
proteina-proteina. En segundo lugar, se propuso generar la proteina de fusion entre la FBPasa
muscular y la proteina reportera “Green Fluorescent Protein” (GFP), para determinar la
localizacién intracelular mediante microscopia de fluorescencia, en una linea celular derivada de

musculo liso de aorta de rata (A-10) y en una linea celular derivada de miocito de ratén (C2C12).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales
3.1.1 Reactivos

Sigma Chemical Co.: canamicina, tris[hidroximetil]Jaminometano (Trizma-base), acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), glucosa, RNAsa A, lauril dodecilsulfato de sodio (SDS),
persulfato de amonio, medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), bicarbonato de sodio,
diaminobencidina (DAB), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), azul de bromofenol, polilisina.
Merck, Darmstadt, Alemania: hidréxido de sodio, isopropanol, etanol, acido férmico, acido
acético, N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (Temed), dimetil sulfoxido (DMSO), fosfato
monoacido de sodio, fosfato diacido de potasio, metanol, cloroformo, alcohol isoamilico.
Invitrogen: medio LB Broth base en polvo (Lennox L Broth base), agar en polvo, tampén de
fenol saturado en agua, enzima de restriccion Sal I, agarosa ultra pura, acrilamida, bisacrilamida
(N,N'- metilenbisacrilamida), medio de Eagle modificado por Dulbecco 1g/1 glucosa (DMEM),
medio de Eagle modificado por Dulbecco sin glucosa (DMEM), solucion antibiotico-
antimicotico, tripsina, kit "Concert Rapid Plasmid miniprep System", albtimina sérica de bovino
Fraccion V liofilizada (BSA), Lipofectamina 2000, bromuro de etidio, desoxinucledtidos (dGTP,
dATP, dTTP, dCTP).

Clontech: plasmidio pEGFP-C1.

Promega: E. coli cepa JM 109, enzima de restriccion Eco RI, T4 DNA polimerasa, T4 DNA
ligasa, DNA polimerasa de Pyrococcus furiosus (Pfu), M-MLV transcriptasa reversa, pPGEM-T
Easy System

J.T. Baker: acido clorhidrico, acetato de potasio, acido borico, cloruro de sodio, urea.

Bio Labs: enzima de restriccion Hind III, enzima de restriccion Bam HI, enzima de restriccion
Nde I, albumica sérica de bovino purificada en solucién 100X (BSA), enzima de restriccion Pst 1.
5 Prime—>3 Prime, Inc.: agua desionizada y estéril ultrapura.

Novagen: pET-15b System, E. Coli cepa BL21 DE3.
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GibcoBRL “Life Technologies”: “CONCERT™ Rapid PlasmidMini Prep System”,
“CONCERT™ Rapid PlasmidMidi Prep System” y “CONCERT ™ Rapid Gel Extraction
System”.

Riedel de Haen: rojo fenol.

Fluka AG: paraformaldehido.

Dako: medio de montaje "Fluorescent mountaing medium", “ICQ kit LSAB plus”.

Molecular Probes: anticuerpo de cabra contra IgG de conejo conjugado a peroxidasa, anticuerpo
de cabra contra IgG de conejo Alexa Fluor 488.

W y Z: marcador de escala de DNA 1 kb y 100 kb, estandar de peso molecular para proteinas vy,
estandar pretefiido de peso molecular para proteinas

Omega BIO-tek Inc.: “E.Z.N.A. Plasmid Miniprep kit” y “E.Z.N.A. Gel Extraction kit”
Bio-Rad: kit para determinar concentracion de proteinas “Bio-Rad Protein Assay”.

Frigosor: suero fetal de bovino.

BioSonda: Se encarg¢ la sintesis de los siguientes oligonucleotidos:

NHoratmus @ 57 CT CAA gCT TCA CAT ATg Acg gAC AgA AgC AgC CCCTTT 3°
COOHrat mus : 5° ggT CCg TCg ACT ACC TgC CTg CCT ggT TTC TTT gC 3’

Animales de experimentacion utilizados.
Se utilizaron ratas (Rattus norvegicus) macho de 60 dias de desarrollo y conejos (Oryctolagus
cuniculus) que fueron adquiridos en el bioterio del Instituto de Fisiologia de la Universidad

Austral de Chile.

3.1.2. Equipos

Balanza analitica Shimadzu (Libror AEX-120 G), espectrofotometro Shimadzu (UV-150-
02), espectrofotometro Hewlett Packard (8453), pHmetro radiometer Copenhagen (PHM 83

autocal pH meter), estufa 37°C Bluem (dry type bacteriological incubator), balanza Shimadzu
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(Libror EB-3200 S), termociclador MJ Research (Mini Cycler), termociclador Perkin Elmer
(Gene Amp PCR System 2400), centrifuga Fisher Scientific (Micro V), micropipetas Gilson,
horno microondas Somela (E 70 TF-7), centrifuga Heraus Sepatech (Megafuge 1.0 R), fuente de
poder Life Technologies (model 500), agitador termorregulado lab-line instruments (Lab-Line
Orbit Environ-Shaker), centrifuga Eppendorf (5417 R), centrifuga Sorvall (RC 5C), camara de
bioseguridad Nuaire (class II type A), estufa de cultivo con inyecciéon de CO, Nuaire (Ir
Autoflow) microscopio invertido Nikon (TMS), microscopio invertido Nova (IN 833),
microscopio de fluorescencia Zeiss (Axioskop HBO 50 con camara fotografica MC 80),
microscopio Zeiss (Axioskop 2 con camara fotografica MC 80 DX), microscopio confocal Zeiss
(Micro System LSM Axiovert 135 M), bafio termorregulado Kottermann, vortex Fisher (Genie
2), camara digital para geles de agarosa Spectroline (model CA-1000/F) con monitor, unidad

archivadora digital Spectroline (model AU-1000/F) e impresora Sony (UP-860), sistema de

transferencia Bio-Rad (semy-dry transfer cell TRANS-BLOT SD), centrifuga Hettich (MIKRO

22R).

3.2 Métodos
3.2.1 Purificacion de RNA total por el método TRIzol

Se extrajo una muestra de musculo de rata macho adulta, muerta por dislocacion cervical,
de 100 mg de peso. Se coloco la muestra en un tubo de ensayo autoclavado, se mezcld con 1 ml
de TRIzol y se homogeneiz6 utilizando un politron (Ultraturrax), cuidando que el volumen de la
muestra no excediera el 10 % del volumen de TRIzol. Luego, el homogeneizado fue incubado por
5 min a temperatura ambiente. Se adicionaron 0,2 ml de cloroformo y se agité en Vortex por 15 s

y luego se incubd a temperatura ambiente por 3 min. La solucion resultante se centrifug6 a 9.000
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r.p.m. por 20 min, a 4 °C, en rotor SS-34 (SORVALL). Luego, se traspas6 la fase acuosa (capa
superior incolora) a un tubo Eppendorf de 2 ml y se adicionaron 400 ul de solucion de fenol
saturado, se esperd por 10 s, y posteriormente, se agregaron 200 pl de cloroformo, después de lo
cual se agitdé en Vortex por 15 s, se incubo a temperatura ambiente por 3 min y se centrifugo,
nuevamente, bajo las mismas condiciones anteriores. La fase acuosa se transfirié a otro tubo
estéril y el RNA fue precipitado agregando 500 ul de isopropanol 100 % y mezclando en Vortex
a velocidad media por 5 s. Paso seguido, se incubd la muestra a temperatura ambiente por 10
min. Transcurrido el tiempo se centrifugd a 9.000 r.p.m. por 10 min, a 4 °C, en el mismo rotor
antes utilizado. El RNA precipitado luego de la centrifugacién fue transparente, debido a la
sedimentacion tipo gel que presenta. Cuidadosamente, se extrajo el sobrenadante y se lavo el
sedimento con 1 ml de etanol 75 %, se mezcld por agitacion en Vortex y se centrifugd a 7.500
r.p.m. por 10 min, a 4 °C, en rotor SS-34. El etanol fue extraido con cuidado y el sedimento se
dej6 a temperatura ambiente por 10 min, para dejar evaporar el resto de etanol remanente en el
tubo. Finalmente, se disolvid el RNA en 200 pl de tampén TE (Tris-HC1 10mM pH 8,0 y EDTA

ImM) y se incub¢ a 55 °C, por 10 min, para luego ser cuantificado.

3.2.2 Cuantificacion de RNA

Se realizé una dilucion de mil veces de la muestra de RNA en agua libre de RNAasa y se
leyé en cubetas de cuarzo la absorbancia a 260 nm y 280 nm en un espectrofotometro. Para
cuantificar se utilizé la equivalencia que 40 pug/ml de RNA tiene una unidad de absorbancia a 260
nm de 1. Para determinar el grado de pureza se calculo la razon Axeo/Aszso. Esta debe ser entre 1,6

y 1,8 para descartar la contaminacion por proteinas de la muestra.
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3.2.3 Analisis electroforético del RNA en geles de agarosa/formaldehido

El gel se prepar6 fundiendo 0,3 g de agarosa en 20 ml de agua estéril y se dejé enfriar
hasta 60 °C, luego se adicionaron 3 ml de tampén MOPS 10 X (MOPS 200mM pH 7,0, acetato
de sodio 50 mM y EDTA 10 mM) y 5,4 ml de formaldehido 37%. La solucion se afora a 30 ml
con agua estéril y fue vertida sobre el molde. El gel fue pre-corrido por 5 min a amperaje minimo
en tampon MOPS 1X.

Las muestras se prepararon adicionado 2 ul 10X MOPS, 3,5 ul de formaldehido 37% y 10
ul de formamida desionizada. Se incubd a 65 °C, por 15 min y se dejo enfriar en hielo.
Finalmente, se adicionaron 2 pl de tampon de muestra conteniendo bromuro de etidio y se cargo

en el gel.

3.2.4 Sintesis de cDNA

El cDNA se sintetizo a partir del RNA total de musculo. Se mezclaron 10 pl de RNA total
de musculo, 0,5 pg/ul, mas 2,5 pg de oligo dT y 1 ul de agua libre de RNAsa. Se incub¢ a 70 °C,
por 10 min. Se enfri6 en hielo y se agregd Sul de tampon 5X para transcriptasa reversa M-MLV,
2 ul de agua libre de DNAsa y RNAsa, 5 ul de una mezcla de desoxinucléotidos trifosfato 2,5
mM y 1 pl de transcriptasa reversa M-MLV. En un termociclador se incubé a 37 °C por 1 h'y

luego 15 min a 70 °C.
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3.2.5 Reaccion de la polimerasa en cadena (PCR)

Para la obtencion del cDNA especifico para la FBPasa muscular se utilizé la técnica de
PCR, usando los oligos NH,ratmus y COOHratmus, especificos para el cDNA de esta enzima.
Para la reaccion se mezclaron 5 pl de tampon PCR Pfu 10X, 4 ul de mezcla de desoxinucledtidos
trifosfatado 2,5 mM de cada uno en la mezcla, 2 ul de solucion 50 mM de MgSO4 100 ng de
cDNA FBPasa musculo, 4 ul a una concentracion de 10 pmoles/ul de cada oligo, 0,5 ul de Pfu
Polimerasa y 26 pl de agua libre de RNAsa y DNAsa. Se utiliz6 el siguiente programa en el
termociclador: denaturacidon 2 min a 95 °C; 30 ciclos incubando por 30 s a 94 °C; 1 min a 60 °C; 2

min a 68 °C, y una etapa de extension final a de 7 min a 68 °C.

3.2.6 Analisis electroforético de DNA en geles de agarosa

El gel fue preparado a una concentracion de 1,2 % fundiendo 0,48 g de agarosa en 40 ml
de tampoén TBE 1X (Tris-HCI 89 mM, acido borico 89 mM, EDTA 2mM) y se dejo enfriar hasta
60 °C, luego la solucién fue vertida sobre el molde (8,5 x 6,5 cm). El gel fue pre-corrido por 5
min a 10 V en tampon TBE 1X. Las muestra de DNA se prepararon mezclando 10 pl del DNA
(0,1pg/pl ), 1 pl de tampon de carga para DNA 10X (glicerol 50%, SDS 1%, azul de bromofenol
0,5% en tampdén TE) y 1 pl de bromuro de etidio (0,5 g/ml), se mezcld por pipeteo y se cargd con
micro pipeta cada muestra en un pocillo del gel. Luego, se realizd la corrida electroforética
aplicando 5 V/cm por 30 min y se observo la migracion del DNA, en un transluminador con luz

ultra-violeta por fluorescencia del bromuro de etidio unido al DNA.
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3.2.7 Medio de cultivo Luria-Bertani (LB) liquido y con agar

Los medios de cultivo liquido se hicieron utilizando una concentracion de 20 g/l de medio
LB, el medio fue autoclavado inmediatamente después de su preparacion.

Las placas LB-agar se prepararon mezclando 20 g/l de medio LB, y 15 g/l de agar. Una
vez autoclavado el medio, se dejo enfriar la mezcla hasta 50 °C y se agrega el antibidtico de
interés (ampicilina 120 pg /ml; canamicina 40 pg /ml), se mezcld por agitacion circular y se

procedid a adicionar 30 ml de esta solucion en las placas Petri estériles.

3.2.8 Transformacion de bacterias E.coli

Se prepararon bacterias E. Coli. Cepa JM 109 competentes utilizando el método CacCls,.
Estas se mantienen alicuotadas en cantidades de 0,1 ml y congeladas a —70 °C. Una vez
descongeladas en hielo, a las bacterias se le agreg6 de 0,5 a 1,0 pl del DNA plasmidial de interés
(aproximadamente 100 ng), se mezcldo suavemente y se dejé una hora en hielo. Luego se
incubaron las muestras a 42 °C por 90 s en agitador termorregulado (Lab-Line Orbit Environ-
Shaker), y su contenido se cargd a un tubo Falcon de 15 ml estéril conteniendo 1 ml de medio
LB liquido, el cual se incubd a 37 °C por 1 h con una agitacion constante de 225 r.p.m. Una vez
transcurrido el tiempo se sembraron dos placas LB-agar con el antibidtico correspondiente
(ampicilina para bacterias transformada con el plasmidio pGem T EASY y pET 15b y canamicina
para bacterias transformada con el plasmidio pEGFP c1.). Se incubaron las placas en estufa
cultivo a 37 °C por toda la noche (12 h a 18 h), por la mafiana se observa el crecimiento de

aquellas bacterias transformadas que adquirieron la resistencia al antibidtico respectivo.
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3.2.9 Purificacion de DNA plasmidial por un kit comercial

Se utilizaron los kits comerciales mini prep Omega y Gibco BRL. En ambos kit se utiliza
basicamente el método de lisis alcalina. Para ello, se inoculd con una colonia, extraida desde un
cultivo en placa agar LB de 12 h, en un volumen de 5 ml de medio LB con el antibidtico
adecuado. Se incub¢ en agitador termorregulado (Lab-Line Orbit Environ-Shaker) a 37 °C porl2
h con agitacion constante de 225 r.p.m. en incubadora termorregulada. Luego, se centrifugd a
4.000 X g, a temperatura ambiente por 6 min, el sobrenadante fue eliminado apropiadamente. El
sedimento fue resuspendido con 250 pl de la solucién I de homogeneizacion del kit, luego se
agregaron 250 pl de la solucidon II de lisis y se incub6 a temperatura ambiente por 5 min. Luego
se agregaron 350 ul la solucion IIT de neutralizacion, y se mezcld por inversion. Se centrifugoé a
10.000 X g a 4 °C, por 10 min. El sobrenadante fue cargado en una columna del kit para la
purificacion del DNA plasmidial, se centrifugd a 10.000 r.p.m. a 4°C por 1 min y se eliminé el
eluato, la columna se lavd 2 veces con solucion de lavado, centrifugando después de cada lavado.
Finalmente se eluy6 el DNA adicionando 100 ul de tampdn TE calentada previamente a 65 °C, y

la columna fue centrifugada a 10.000 X g, por 2 min.

3.2.10 Extraccion de DNA desde geles de agarosa

Se ocup6 el kit comercial “CONCERT ™ Rapid Gel Extraction System”. Para extraer el
DNA desde un gel de agarosa al 1 %, se corto el area del gel que contiene el DNA, se agregé la
solucion LI y se calentd a 50 °C por 15 min, mezclando regularmente. Luego, se carga la solucion
con la agarosa disuelta en una columna. Se centrifugd a 12.000 X g por 1 min y se elimino el
eluato, para lavar se adiciono la solucion L1, se incubd a temperatura ambiente por 1 min y se

centrifugd nuevamente eliminando la solucidon que paso a través de la columna. Se agregaron 500
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ul de la soluciéon de lavado L2 y se incubd a temperatura ambiente por 5 min y se centrifugd 2
veces para eliminar toda la solucion que paso por la columna. Para eluir el DNA se carga la
solucion TE a 65 °C en la columna, se incubd a temperatura ambiente por 1 min y luego se

centrifug6 a 12.000 X g, por 2 min, recolectando la solucion en un tubo Eppendorf estéril.

3.2.11 Cuantificacion de DNA plasmidial

La cuantificacion de las soluciones de DNA plasmidial se realizO mediante un
procedimiento espectrofotométrico, en el cual a la muestra de DNA fue diluida 10-100 veces y la
concentracion aproximada de estas muestras se determin6 utilizando la relacion de 50 pg/ml de
DNA doble hebra presenta una absorbancia a 260 nm de 1. La concentracion final de las

soluciones se obtuvieron al multiplicar el resultado anterior por la dilucién de la muestra.

3.2.12 Analisis de digestion con endonucleasas de restriccion

Los analisis con endonucleasas de restriccion, se hicieron usando 2 pg de DNA plasmidial
(alrededor de 10 pl de volumen) a los cuales se le agreg6 0,5 ul de enzima (26000-100.000 U/ml)
y 1,1 pl de tampon apropiado para cada enzima. Luego, esta solucion se incub6 a 37 °C por 3 h.
En los casos de doble digestion, se le agregd la misma cantidad anteriormente indicada de cada
enzima, pero se escogid un tampon en que la actividad de ambas enzimas fuera Optima
(concentracion de sales). La reaccion se realizo con la misma concentracion de enzimas en 20 pl
totales de reaccion. Las digestiones con endonucleasas para liberar y purificar fragmentos y
obtener de DNA, se realizaron de manera similar pero con volimenes de digestion 4-5 veces
mayor, incrementado en forma proporcional la cantidad de DNA y las unidades de enzimas de

restriccion.
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3.2.13 Ligacion del fragmento codificante de FBPasa muscular a vectores plasmidiales

Las ligaciones del fragmento codificante de FBPasa muscular en los distintos vectores
plasmidiales se realizaron utilizando una relacion 1:10 de inserto versus vector (el cual fue
previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion). Esta mezcla se incubd a 45 °C por
5 min, posteriormente, se agregd el tampon ligasa y 0,5-1 U/g de DNA T4 DNA ligasa, y luego
se incubd a temperatura ambiente por 1 h y luego a 16 °C por 12-14 h. Finalmente, esta mezcla se
utilizé para transformar bacterias E. coli IM109 o BL21 DE3 por el método tradicional descrito

anteriormente.

3.2.14 Subclonamiento en vector pET-15b

En forma general se siguio los protocolos descritos en los manuales técnicos pET System
(Novagen). Una muestra de DNA proveniente de una preparacion plasmidial pET 15b TM y
pGEM-FBPasa se sometié a digestion doble con BamH I y Nde I (durante 3 h a 37 °C).
Terminado el tiempo de incubacion la muestra de DNA fue sometida a electroforesis en agarosa
1%. Las bandas correspondientes al inserto liberado de 1kb desde el vector pPGEM-FBPasa y el
vector cortado pET-15b fueron extraidas desde el gel de agarosa y purificadas utilizando el kit
“CONCERT ™ Rapid Gel Extraction System”. Una vez finalizada la extraccion correspondiente
al fragmento codificante de FBPasa y el vector de expresion pET-15b, se ligaron ambos
fragmentos como se sefiala en Métodos 3.2.13. El resultado de la ligacion fue verificado por

analisis con enzimas de restriccion y visualizado por electroforesis en gel de agarosa.
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3.2.15 Expresion y purificacion de la enzima FBPasa muscular

Para la expresion y purificacion de la enzima FBPasa muscular, se siguid el protocolo
establecido en pET 15b System de Promega, con algunas modificaciones. Basicamente el proceso
se dividio en las siguientes etapas: Pre-cultivo de células BL21 DE3, cultivo de células BL21
DE3, expresion de enzima, lisis bacteriana, cromatografia de afinidad en columna Sefarosa niquel
(Sefarosa-niquel) y dialisis.

Pre-cultivo de células BL21 DE3. Para expresar la enzima se transformaron células
BL21 DE3 con el vector pET-15b-FBPasa muscular, sembrando en placas de cultivo LB mas
ampicilina (125 pg/ml), cultivadas a 37 °C por 12 h. Luego, se tomd una colonia y se inoculd 50
ml de medio LB méas ampicilina (125 pg/ml), incubando en agitador termorregulado (Lab-Line
Orbit Environ-Shaker)a 37 °C, por 8-12 h, con una agitacioén constante de 250 r.p.m.

Cultivo de células BL21 DE3. El precultivo se centrifugd en rotor SLA 3000
(SORVALL) a 7.000 r.p.m. a 4 °C, por 7 min, eliminando el sobrenadante y resuspendiendo el
sedimento en 42 ml de medio LB. Posteriormente, adicionando 7 ml de esta suspencion
bacteriana se inocularon 6 matraces que contienen 700 ml de medio LB y ampicilina (125 pg/ml).
Estos fueron incubados con una agitacion constante de 250 r.p.m. a 37 °C, hasta obtener una
absorbancia a 600 nm de entre 0,6-0,8 (aproximadamente en 3,5 a 4 h).

Expresion de FBPasa muscular. Una vez finalizada la incubacion los matraces fueron
retirados del agitador y se incubaron en hielo para disminuir la temperatura a 20 °C. Luego se
agrego el inductor IPTG a una concentracion 0,4 mM final, para comenzar la expresion de la
proteina y se incubd a 30 °C por 4 h, con una agitaciéon constante de 250 r.p.m. en agitador

termorregulado.
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Lisis bacteriana. Las bacterias fueron colectadas por centrifugacion, en un rotor SLA-
3000 (SORVALL) a 7.000 r.p.m. a 4 °C, por 7 min. El sedimento celular fue resuspendido en 380
ml de tampdén de unidn (imidazol 5 mM, NaCl 500 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 7,5) conteniendo
ademas Tritébn X-100 0,4 %. La lisis celular se realiz6 en hielo por 4 horas con esporadicas
agitaciones, y posteriormente, esta suspencion fue sonicada durante 6 min con ciclo de descanso
y con una intensidad de un 60% en un Ultrasonic Homogeneizer 4710 series de COLE &
PALMER. La solucion post-sonicada fue calentada en bafiomaria hasta 50 °C e incubada en un
bafio termorregulado a 56 °C, por 5 min, y luego rapidamente enfriada hasta 10 °C, en bafio de
agua con hielo. La solucion fue centrifugada en un rotor GSA a 11.000 r.p.m. a 4 °C, por 30 min,
el sedimento compuesto por restos celulares fue eliminado y el sobrenadante con el contenido
citoplasmatico fue utilizado en la siguiente etapa.

Cromatografia de afinidad en columna Sefarosa-niquel (His-binding resin). La
purificacion de la proteina fue realizada mediante una cromatografia de afinidad en una columna
sepharose niquel resin (sefarosa-niquel). Para ello, el producto de la lisis bacteriana se someti6 a
centrifugacion en un rotor GSA a 11.000 r.p.m. a 4 °C, por 40 min. El sobrenadante fue cargado
a la columna de cromatografia que contenia 10 ml de resina sefarosa niquel. Esta columna fue
previamente equilibrada en tampdn de union a 4 °C. Posteriormente, la columna fue lavada con 5
volimenes de solucién tampon de union y con 60 ml de la solucion tampon de lavado (tampon de
uniéon con imidazol 60 mM). Finalmente, la enzima se eluyd con 15 ml de solucion tampon de
elucion (tampoén de unioén con imidazol 200 mM y fru-1,6-P, 500 uM).

Dialisis. La enzima fue dializada realizando 4 cambios cada uno de 1 1 de tampon que
contenia Tris-HCl 20 mM pH 7,5, EDTA 0,1 mM en una bolsa de dialisis de tamafio de poro de

4.8 A, eliminando las sales. Finalmente, la enzima fue almacenada a —70 °C en alicuotas de 200
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ul, 1.000 ul y 15 ml. De las distintas etapas de purificacion se guardaron alicuotas representativas

de la fraccion para ser analizadas en geles de poliacrilamida-SDS en condiciones denaturantes.

3.2.16 Purificacion de aldolasa A

Se homogeneizo6 una porcion de 80 g de musculo fresco de rata en 400 ml de tampon Tris-
HC120 mM, pH 7, EDTA 1 mM; conl0 mg de PSMF en un politréon (Ultraturrax) por 2 a 3 min.
El homogeneizado fue centrifugado en rotor GSA a 8.000 r.p.m., a 4 °C, por 10 min. El
sobrenadante fue filtrado a través de lana de vidrio para eliminar floculos de grasa, la solucion
resultante (crudo) fue calentada en bafo Maria hasta 50 °C y luego mantenida en bafio
termorregulado a 55 °C por 5 min y luego rapidamente enfriada hasta 10 °C en bafio de agua con
hielo. La solucion fue centrifugada en un rotor GSA a 11.000 r.p.m. a 4 °C por 30 min. Al
sobrenadante (post-55 °C) se agregd lentamente (NHy4),SO4 hasta llegar a una concentracioén de
50 % de saturacion. Luego se centrifugd en rotor GSA a 8.000 r.p.m., a 4 °C, por 10 min, y el
precipitado fue resuspendido en 10 ml de una solucién amortiguadora de Tris-HCI 20mM, pH
7,0, EDTA 1 mM (pp. 50% (NH4),SO4). Al sobrenadante (S/N pp. 50% (NH4),SO4) se agregd
lentamente (NH4),SO4 hasta llegar a una concentracion de 65 % de saturacion, se incub6 a 4 °C
por 30 min. Luego se centrifuga en rotor GSA a 8.000 r.p.m. a 4 °C por 10 min, se guardé una
alicuota del sobrenadante (S/N pp. 65% (NH4)>SO4) y el precipitado fue resuspendido en 100 ml
de una solucién amortiguadora de Tris-HCI 20mM, pH 7,0, EDTA 1 mM. Posteriormente la
resuspencion del precipitado a 65% de saturacion se dializo a 4 °C durante 24 h en una bolsa de
dialisis (Dialyzer tubing) de tamafio de poro de 4,8 A, realizando tres cambios de 2 1 de solucién
Tris-HCI 20mM, pH 7,0, EDTA 0,1 mM. La solucién dializada se centrifugd en rotor SS-34 a

10.000 r.p.m. por 30 min a 4° C y el sobrenadante fue aplicado a un sistema acoplado de dos
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columnas; la superior de celulosa DE-52 y seguida de carboximetil-sefarosa, ambas resinas
fueron previamente equilibradas con tampén Tris-HCI 20mM, pH 7,0, EDTA 1 mM. Una vez
aplicada la solucion a las columnas se lavan con tampoén de equilibrio hasta que la absorbancia a
280 nm del eluato fuera menor a 0,04 unidades de absorbancia. Posteriormente, aldolasa A se
eluy6 con un gradiente linear de NaCl desde 0 hasta 100 mM recolectandose en fracciones de 5
ml. Las distintas fracciones fueron analizadas segun actividad y por electroforesis de proteinas en

gel de poliacrilamida en condiciones denaturantes.

3.2.17 Ensayo espectrofotométrico de determinacion de actividad enzimatica de aldolasa

La actividad de la enzima se determind espectrofotométricamente mediante un ensayo
acoplado a las enzimas triosafosfato isomerasa (TPI) y a-glicerolfosfato deshidrogenasa (o.-
GPD). La reaccion se realizé en tampon Tris-HCI 35 mM pH 7,5, EDTA 0,1 mM, ademas de
NADH 0,1 mM, MgSO4 5 mM, 1 Ude TPI, 1 U de a-GPD y Fru-1,6-P, 0,6 mM. La reaccion se
inici6 al agregar aldolasa. En los ensayos enzimaticos se agregaron 20 ul de muestra, llegando a
un volumen final de reaccion de 500 pl.

Utilizando un espectrofotometro de arreglo de diodo Hewlett Packard modelo 8453, se
registrd el decaimiento en el tiempo de la absorbancia a 340 nm. Por estequiometria, esta
velocidad se puede traducir como la velocidad de aldolasa A. Se definio 1 U de actividad
enzimatica como la cantidad de enzima necesaria para catalizar la hidrdlisis de 1 pmol de sustrato

en un minuto a 30 °C.
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3.2.18 Determinacion de la concentracion de proteinas totales y FBPasa muscular

La determinacion de la concentracion de proteinas se realizo utilizando el sistema Bio-
Rad Protein assay de Bio-Rad, el cual se basa en la determinacion de proteinas por la union del
colorante azul de Coomasie G-250 (Bradford, 1976). El reactivo colorante fue diluido 5 veces en
tampon Tris-HCI 20mM pH 7,5; EDTA 0,1 mM,y se mezclaron 500 ul del reactivo colorante con
125ul de dilucion de la muestra de proteina diluida 500 6 1000 veces. La mezcla se incub6 a
temperatura ambiente por 5 min y se determiné la absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro
Shimadzu UV-150. La curva de calibracion se realizo con una muestra de BSA de concentracion
conocida. Finalmente la concentracion de las muestras se caluldé por interpolacion de la
absorbancia obtenida en la curva de calibracion.

La concentracién de la FBPasa muscular de rata se estimd considerando que 1 mg/ml de
proteina pura presenta una absorbancia de 0,68 a 280 nm con 1 cm de camino 6ptico (Tonder et

al, 1985).

3.2.19 Analisis electroforético de proteinas en geles de poliacrilamida-SDS

Para llevar a cabo la electroforesis se utilizé el sistema de Bio-Rad “Mini protean II"’: El
gel separador contenia poliacrilamida con un porcentaje de entrecruzamiento de un 2,6 %, en
amortiguador Tris-HCI 0,375 M pH 8,8, SDS 0,4% y se polimeriz6 adicionando persulfato de
amonio 0,01% y TEMED 0,2% como agentes catalizadores redox. El gel concentrador contenia
poliacrilamida al 5,5 %, con el mismo grado de entrecruzamiento que el gel separador, en
amortiguador Tris-HCl 62 mM, pH 6,8, con SDS 0,04% y se polimerizd6 en las mismas

condiciones anteriores.
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El amortiguador de electroforesis contenia Tris base 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0,1 %. En el
gel se aplicd una corriente de 4 mA por cm de gel (7 cm) por 45 min. Posteriormente, los geles
fueron fijados en una solucién que contenia metanol 30 % y acido acético 10%, con agitacion
suave. Para visualizar la migracion de las proteinas en el gel, estas fueron tefiidas con una
solucion de azul de Coomasie R 0,3 % en metanol 50% /acido acético 10 %, durante 25 min, y
posteriormente, fue destefiido en una solucion de metanol 10%, etanol 20 % y acido acético 10

%, por 25 min.

3.2.20 Obtencion de suero anti-FBPasa muscular y aldolasa A desde conejos

El proceso de inmunizacioén y obtencion de suero anti-FBPasa muscular y anti-aldolasa A
se realiz6 en conejos machos, los cuales fueron mantenidos con alimento y agua “ad libitum”, en
el bioterio para animales de experimentacion del Instituto de Fisiologia de la Universidad Austral
de Chile.

Los antigenos utilizados en conejos fueron FBPasa muscular recombinante y aldolasa A
purificados obtenido segun los pasos 3.2.15 y 3.2.16 respectivamente. El protocolo de
inmunizacion fue el siguiente:

Dia 1: Los conejos fueron sangrados por la oreja, para la obtencion del suero pre-inmune.
Luego, cada conejo fue inoculado con una mezcla de 0,5 mg de las proteinas respectivas en
solucion de suero fisioldgico (3 ml) y coadyuvante completo de Freund (3 ml), los cuales fueron
inyectados en forma subcutanea en varias zonas del lomo del conejo en dosis de 0,5 ml.

Dia 15: Se inyect6 1 a cada conejo igual cantidad de antigenos que el dia, pero la

emulsion se realizé con coadyuvante incompleto de Freund.
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Dia 30: Se indujo respuesta inmune inyectando intraperitonealmente 0,5 mg de proteina
disuelta en 2 ml de suero fisioldgico.

Dia 40: Se extrajeron 6 ml de sangre por la oreja para obtener suero. Mediante método de
dot blot y inmunodeteccion en transferencia Western se determind el titulo y la especificidad de
los anticuerpos.

Para obtener el suero se incub6 la sangre a 37 °C en un tubo de vidrio estéril por 30 min y
luego se esper6 2 h a temperatura ambiente, para la retraccion del coagulo. Los eritrocitos
remanentes fueron separados del suero por centrifugacion a 500 x g. por 15 min, en una

centrifuga MIKRO 22R. El suero obtenido fue guardado en alicuotas de 1 ml a —20 °C.

3.2.21 Inmunodeteccion en transferencia Western y método de ensayo en gota (dot-blot)

Se realizd, en primer lugar, una electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
denaturantes con la muestra de proteinas a analizar. Posteriormente, el gel fue transferido a papel
de nitrocelulosa mediante el sistema de transferencia Bio-Rad (Trans-Blot SD) por 30 min a 20
V. Luego se incubd a temperatura ambiente por 30 min con una solucion de bloqueo compuesta
por PBS (NaCl 159 mM, NaH,PO, 12 mM.)-Tween-Leche (Tween 20 0,3%, leche descremada
5% en tampdén PBS), se incubd con el primer anticuerpo diluido en la solucion de bloqueo y se
incubd a temperatura ambiente por 1 h con agitacion suave y constante. Posteriormente, se lavo la
nitrocelulosa 3 veces por 10 min con la soluciéon de bloqueo, y luego se incubo el segundo
anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa en dilucion 1:1000 en solucion de bloqueo
a temperatura ambiente por 1 h con agitacién. Finalmente, la inmunorreaccion se visualizo

utilizando una solucioén reveladora (0,15% H,0,, DAB 0,5 mg/ml, Tween 20 0,3% en PBS).
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Para el método de ensayo en gota se utilizaron cintas de papel de nitrocelulosa (3 x 1 cm)
donde se sembraron distintas cantidades de proteinas, las cuales fueron tratadas de manera similar
a lo descrito para la transferencia Western, con la diferencia que cada cinta era incubada con

distintas diluciones del primer anticuerpo por separado.

3.2.22 Inmunohistoquimica en tejidos de rata

La inmunohistoquimica al portaobjetos con las muestras de tejidos de rata fijados e
incluidos en solucién Bouin se realizé con el kit “ICQ LSAB plus”. Primero, los cortes fueron
deparafinados con lavados sucesivos en xilol, etanol 100%, etanol 95% y agua.

Luego se incubd temperatura ambiente por 5 min en una solucién de H,O, 3% en PBS, se
lavé con agua y se incubd con una solucion de citrato de sodio 10 mM pH 6,0, calentando
primero en un microondas y luego dejando incubar a temperatura ambiente. Posteriormente, se
lavé con PBS y se incub6 una hora con solucion de bloqueo (5% leche descremada, 1% BSA en
PBS y 0,3 % Triton X-100). Después, se incubo con el primer anticuerpo (anti-aldolasa A) en una
dilucion de 1:1000 por una hora. Se lavo con PBS y se incubd con el segundo anticuerpo
proveido por el kit (anti-IgG de conejo acoplado a biotina). Finalmente, se lavé con PBS, se
incubd con una solucion de estreptovidina acoplada a peroxidasa y se reveld con una solucion
conteniendo DAB (ambas aportadas por el kit). Para las muestras tratadas con el segundo
anticuerpo fluorescente y tincion nuclear con yoduro de propidio, se siguié el mismo protocolo
para deparafinar las muestras y exposicion de epitopes con citrato y se incub6 una hora con
solucion de bloqueo. Luego, las muestras fueron incubadas con RNAsa 200 pg/ml a temperatura
ambiente por 30 min, 2 lavados con TBS y luego se incubaron a temperatura ambiente por 5 min

con yoduro de propidiolpug/pl. Luego, se realizaron 3 lavados con tampon TBS, se incub6 con el
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primer anticuerpo y luego con el segundo siguiendo los pasos antes descritos para la
inmunohistoquimica tradicional.
Después de secar los portaobjetos, se montaron con medio de montaje para muestras

fluorescentes DAKO.

3.2.23 Cultivo celular

Las células C2C12 y A-10 fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con 10%
suero bovino fetal y 1% antibidtico/antimicdtico, en una atmdsfera con CO, 5% a 37 °C. Las
células fueron incubadas por 0,5 a 1 min en una solucidn de tripsina -EDTA (tripsina 0.25 % y
EDTA 1 mM en PBS) para disociarlas y ser cultivadas a distintas diluciones, manteniéndolas
hasta confluencia. Después de 2-4 dias, dependiendo de la tasa de division celular de cada linea,
las células fueron disociadas con tripsina para poder realizar las siembras sobre cubre-objetos en

placas, para posteriormente realizar transfecciones, o expandir la linea, en frascos o placas.

3.2.24 Transfecciones transitorias

La transfeccion de las células C2C12 y A-10 con el pldsmido pEGFP-CI1-FBPasa
muscular, se realizo utilizando el reactivo de transfeccion sobre la base de lipidos catidnicos
Lipofectamina 2000, de acuerdo a las instrucciones del proveedor (Invitrogen).

En las transfecciones con Lipofectamina 2000 se usé una razon entre masa de DNA (ug)
y volumen de reactivo de transfeccion (ul) de 2:1, para las lineas C2C12 Y A-10. En resumen, el
protocolo de transfeccion dice que el DNA plasmidial (2 6 6 pg, dependiendo de la linea) y la
lipofectamina (1 6 3 ul) se diluyeron en 50 ul de DMEM no suplementado; posteriormente, se

mezclaron ambas diluciones y se incubd a temperatura ambiente por 20 min. Finalmente, se
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agrego esta solucion a placas de 35 mm de diametro, donde se encuentran las células en cultivo a
un 50-60% de confluencia, crecidas sobre cubreobjetos esterilizados en etanol 100% y tratados
por 24h con una solucidén de polilisina 0,1%. Luego, las células fueron incubadas a 37°C y 5% de
CO,, en medio DMEM completo, utilizando distintas concentraciones de glucosa, durante 12 h.
Posteriormente, se cambid el medio para eliminar el exceso de reactivo y se incubo a 37 °C por
24 hy 5% de CO, en medio DMEM completo sin glucosa, con glucosa 5 mM y con glucosa 25
mM. Luego, las monocapas de células sobre los cubreobjetos se fijaron en PBS/paraformaldehido
4% a temperatura ambiente por 10 min y se lavaron con PBS. Después de secar los cubreobjetos,
se montaron en portaobjetos con medio de montaje para muestras fluorescentes DAKO.

Finalmente, las muestras fueron analizadas mediante microscopia de fluorescencia.
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4. RESULTADOS

4.1 Diseiio de partidores para FBPasa de musculo y purificacion de RNA total de musculo
La aproximacion experimental para el clonamiento de la FBPasa de musculo de Rattus
norvegicus fue disefiar oligos especificos de la secuencia del cDNA de esta enzima, desde la base
de datos “Gen Bank” localizada en el sito web “National Center for Biotechnology Information”
(GI: 3821283). Este mRNA estd compuesto por 1282 pb, incluyendo la secuencia poli
adenenilada. Los oligos se disefiaron para amplificar desde el sitio de inicio de la transcripcion
(59) en el extremo 5’ hasta el sitio de finalizacion localizado en el nucleétido (1078) del extremo
3. Ademads, estos oligos introducen secuencias de reconocimiento, para las enzimas de
restriccion Nde I y Sal I o Hind III y Bam HI. El cDNA utilizado para el clonamiento de FBPasa
de musculo de rata se prepard a partir de RNA total de muasculo purificado por el método TRIzol
(ver Material y Métodos 3.2.1). La integridad del RNA total purificado fue determinada a través
de una electroforesis en condiciones denaturantes en gel de agarosa al 1,2 % y tefiido con
bromuro de etidio (BrEt). Como se muestra en la figura 1, panel A, las bandas del rRNA 18S 'y
28S se encuentran en una proporcion adecuada y no se observa degradacion. Para amplificar el
cDNA especifico de FBPasa muscular de rata se usé el método de la reaccion de la polimerasa en
cadena (PCR), utilizando los oligos descritos (NHpratmus y COOHratmus) y la enzima Pfu
polimerasa. El resultado de esta amplificacion se muestra en el panel B de la figura 2. Se
determind, por electroforesis en gel de agarosa al 1,2% utilizando un estdndar de DNA de 1 Kb
(carril 1), que el tamafio del producto de amplificacion fue un fragmento de 1050 pb (Figura 2B,
carril 2). Este tamafio molecular fue el esperado para el fragmento codificante de la FBPasa

muscular.
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Figura 1, Panel A: Analisis electroforético del RNA total de misculo de rata. Panel B:
Analisis electroforético del producto de amplificacion de FBPasa muscular por RT-PCR.

Panel A: Las muestras de RNA (20 pg) fueron corridas en un gel de agarosa al 1,2% en
condiciones denaturantes y tefiidas con BrEt, se observa la integridad de los rRNA 28 Sy 18 S.

Panel B: En un gel de agarosa al 1,2% tefiido con BrEt. Se analiz6 el producto de RT-PCR.
Carril 1: Migracién del marcador de DNA de escala de 1 Kb (0,5 pg). Carril 2: Producto de
amplificacion de 1050 pb generado a partir de cDNA de musculo de rata utilizando los oligos

NHjratmus y COOHratmus.
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4.2 Subclonamiento en pEGFP-C1 y pET-15b

Una vez clonado el fragmento codificante de FBPasa muscular en el plasmido pGEM-T-
Easy se liber6 este con las enzimas de restriccion Sal I y Hind III, y en iguales condiciones el
plasmido pEGFP-C1 (Material y M¢étodos 3.2.12). Ambos productos de digestion fueron
purificados desde el gel y ligados (Material y Métodos 3.2.10 y 3.2.13). Para subclonar el
fragmento codificante de FBPasa muscular en el vector de expresion pET-15b se siguid la misma
estrategia anterior, pero utilizando las endonucleasas Bam HI y Nde 1.

Mediante analisis de restriccion se verifico el resultado del subclonamiento del fragmento
codificante en el plasmido pEGFP-C1, lo que se muestra en la figura 2, panel A. Realizando una
electroforesis en un gel de agarosa al 1,2% utilizando un estdndar de DNA de tamafio molecular
100 pb (carril 1), se determind el tamafio de los fragmentos liberados, producto de la digestion
con las distintas endonucleasas. En el carril 2, se observa una banda con un tamafio de 5740 pb,
correspondiente al DNA plasmidial sin digerir. La digestion del vector con las enzimas de
restriccion Bam HI y Hind III libera el fragmento codificante de FBPasa muscular, el que tiene
un tamafio de 1080 pb, (carril 3), la otra banda de mayor tamano, 4660 pb, que corresponde al
vector linearizado. Por otra parte, el resultado de la digestion con las enzimas Xho I y Bam HI se
observa en el carril 4, la banda de tamafno 4650 pb corresponde al plasmido linearizado y la
banda de menor tamafio, 1090 pb, corresponde al fragmento liberado por la digestion de estas
enzimas. El vector fue linearizado con las enzimas Bam HI y Hind III, por separado, el resultado
de esta linearizacion se muestra en los carriles 5 y 6, respectivamente, donde se obtiene el
plasmido lianearizado con un tamafio de 5740 pb. En ultimo lugar, se muestra la digestion con la

enzimas Nde I, ésta reconoce dos sitios en el constructo, una secuencia
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Figura 2: Analisis de restriccion de los plasmidos pEGFP-C1-FBPasa de misculo y pET-
15b FBPasa de misculo.
Panel A: Electroforesis en gel de agarosa al 1,2% tefiido con BrEt. Carril 1: Se muestra la
migracion del marcador de escala 0,1 Kb (0,5 pg). Carril 2: Plasmido pEGFP-C1-FBPasa de
musculo sin digerir. Carril 3: Digestion del plasmido con las enzimas Bam HI y Hind III. Carril
4: Digestion con las enzimas Xho [ y Bam HI. Carril 5: Digestion con la enzima Bam HI. Carril
6: Digestion con la enzima Hind III. Carril 7: Digestion con la enzima Nde I. Todos los
fragmentos liberados son del tamafio molecular esperado.
Panel B: Electroforesis en gel de agarosa al 1,2% tefiido con BrEt. Carril 1: Se muestra la
migracion del marcador de DNA de escala de 1 Kb (0,5 pg). Carril 2: Plasmido pET-15b FBPasa
de musculo sin digerir. Carril 3: Digestion con enzimas Nde I y Bam HI. Carril 4: Digestion con
Pst I. Carril 5: Digestion con enzima Eco RI. Todos los fragmentos liberados son del tamafio

molecular esperado.
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introducida en el fragmento codificante por el oligo “NHjratmus” y la otra secuencia, al interior
del fragmento codificante de la GFP. El fragmento de 1125 pb liberado por Nde I se muestra en
el carril 7. Los datos demuestran que todos los fragmentos liberados fueron del tamafio molecular
esperado.

Asimismo, se realizo el analisis de restriccion al constructo pET-15b-FBPasa muscular. El
resultado se muestra en la figura 2, panel B, que corresponde a una electroforesis en un gel de
agarosa al 1,2% tefiido con BrEt. Utilizando un estandar de DNA de tamafio molecular 1 Kb
(carril 1), se determino el tamafio de los fragmentos liberados, producto de la digestion con las
distintas endonucleasas. La banda correspondiente al plasmido pET-15b-FBPasa muscular sin
digerir, 6780 pb, se muestra en el carril 2. La digestion doble con las enzimas de restriccion Bam
HI y Nde I (carril 3), muestra que la banda de menor tamafio (1080 pb) corresponde al fragmento
codificante de FBPasa muscular y la banda de mayor tamaio corresponde al plasmido
linearizado. La digestion con la enzima de restriccion Pst I libera un fragmento de 1570 pb (carril
4) al reconocer dos sitios de restriccion; uno propio de la secuencia del vector, y el otro al interior
de la secuencia del fragmento codificante de la FBPasa muscular. Finalmente, la digestion con la
enzima de restriccion Eco RI libera un fragmento de 910 pb, al reconocer dos sitios de
restriccion; uno al interior de la secuencia del plasmido y otro sitio al interior del fragmento

codificante de FBPasa muscular.

4.3 Expresion y purificacion de FBPasa de misculo de rata
Se clond el fragmento codificante de la enzima en el sitio de clonamiento multiple del
vector de expresion pET 15b. La enzima recombinante con el segmento de seis residuos histidina

en su extremo amino terminal (His-FBPasa) fue expresada y purificada. La estrategia de
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purificacion de His-FBPasa consistio en; homogeneizacion en presencia de 0,4% de Triton X-100
y sonicacion, cromatografia en His-binding resin, elucion con imidazol (y sustrato), y finalmente,
dialisis. Utilizando esta aproximacion experimental se logré purificar alrededor 1,8 mg de enzima
pura y activa (30 U/mg de proteina) por litro de cultivo. La enzima asi obtenida, no presenta
diferencias significativas con la enzima natural de musculo de rata, por lo que este sistema fue
una excelente opcion para expresar y purificar la enzima recombinante en forma soluble, rapida y
eficiente. La sobre expresion y pureza de esta proteina fusion se determind por, analisis
electroforético en un gel de poliacrilamida al 12%, en condiciones denaturantes (figura 3). No se
observé agregacion ni proteolisis y la proteina muestra una masa molecular aproximada de 37,5

kDa.

4.4 Caracterizacion del anticuerpo anti-FBPasa de misculo.

Una vez purificada la FBPasa muscular recombinante de rata, se inmuniz6 un conejo con esta
proteina como se describe en Material y Métodos 3.2.21. Para conocer la dilucién y especificidad
del anticuerpo producido en el suero del conejo inmunizado se emple6 el método de ensayo en
gota, Se fij6 en papel de nitrocelulosa la FBPasa de musculo de rata recombinante y como control
negativo, FBPasa de rifion de cerdo y luego se incubd con distintas diluciones del suero de
conejo. Se observa en la figura 4 el resultado del ensayo en gota de FBPasa muscular de rata
recombinante (panel A) y de FBPasa renal de cerdo (panel B). Ambas isoenzimas fueron
incubadas con distintas diluciones del suero obtenido 1:500, 1:1000 y 1:10.000 y Ila
inmunorreacion fue revelada con DAB. Se observa inmunorreaccion de FBPasa renal de cerdo
con las distintas diluciones del suero de conejo, siendo esta mds intensa que con la FBPasa

muscular de rata, la cual no muestra inmunorreaccion con la dilucién de 1:10.000 con las
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Figura 3: Analisis electroforético por SDS-PAGE de las distintas etapas de la purificacion
de FBPasa muscular de rata.

La imagen muestra el resultado de la electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%, en
condiciones denaturantes, de las distintas fracciones del proceso de purificacion de la expresion
de la enzima recombinante FBPasa muscular. Carril 1: cultivo de 12 h antes de agregar IPTG.
Carril 2: Cultivo de 12 h, a las 4 h después de agregar IPTG. Carril 3: Sobrenadante de la lisis
bacteriana. Carril 4: Eluato al cargar la columna His-binding. Carril 5: Eluato 1* lavado. Carril 6:
eluato 2° lavado con imidazol 60 mM. Carril 7: Eluciéon con imidazol 200 mM (9 pg). Carril 8:
Elucion con imidazol 200 mM (0,5 pg). Se observa la banda correspondiente a la FBPasa
muscular sin contaminantes y con un tamafo aproximado de 37,5 kDa. Se usa como referencia

estandar de masa molecular entre 25 y 116 kDa.
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Figura 4: Caracterizacion del anticuerpo anti-FBPasa muscular contra FBPasa muscular
de rata recombinante y de rifién de cerdo.

Mediante ensayo en gota se determiné la dilucion y especificidad del anticuerpo presente
en el suero del conejo inmunizado con FBPasa muscular recombinante de rata.
Panel A: De izquierda a derecha inmunodeteccion con distintas diluciones de suero anti-FBPasa
muscular de rata (1:500, 1:1.000 y 1:10.000) contra distintas cantidades de FBPasa muscular
recombinante de rata (fila superior 100 ng y fila inferior 50 ng).

Panel B: De izquierda a derecha inmunodeteccion con distintas diluciones de suero anti-
FBPasa muscular de rata (1:500, 1:1.000 y 1:10.000) contra distintas cantidades de FBPasa de

rifdn de cerdo (fila superior 100 ng y fila inferior 50 ng).
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cantidades de 100 y 50 ng. Esto prueba la falta de especificidad del anticuerpo que deberia solo

detectar a la FBPasa muscular con la que fue inmunizado el conejo.

4.5 Localizacion de pEGFP-FBPasa muscular en linea celular A-10.

El estudio de la localizacion subcelular de pEGFP-FBPasa muscular bajo distintas
concentraciones de glucosa se realizo como se indica en Material y Métodos 3.2.23. En la figura
5 se muestran imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia de la localizacion de FBPasa
muscular fusionada a GFP en células A-10 incubadas por 12 h en medio de cultivo sin glucosa,
glucosa 5 mM y glucosa 25 mM. La localizacion en las tres condiciones es citoplasmatica, no

existiendo efecto de la concentracion de glucosa sobre la distribucion de la isoenzima.

4.6 Purificacion de aldolasa A

Se purifico aldolasa de musculo de rata como se describid en Material y Métodos 3.2.16.
De las distintas etapas de la purificacion se tomaron alicuotas, a las cuales se midio la actividad
enzimdtica para aldolasa (Material y Métodos 3.2.17) y se cuantifico la cantidad de proteinas
totales (Material y Métodos 3.2.18). En la tabla I se muestra en detalle los resultados de la
purificacion de la aldolasa, donde se indica el rendimiento de los distintos pasos. Se realizé un
analisis electroforético en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones denaturantes de las
distintas etapas de la purificacion para verificar la pureza de aldolasa A. En forma general, el
procedimiento (ver Material y Métodos 3.2.16) consistié en; homogenizacion, tratamiento del
extracto a 55 °C, por 5 min, precipitacion con sulfato de amonio, cromatografia en DEAE
celulosa (DE-52), cromatografia en carboximetil-sefarosa y elucion con gradiente linear de NaCl

desde 0 a 100 mM. En tres preparaciones diferentes se obtuvo un promedio de 40 mg de enzima
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Figura 5: Localizacion de la proteina de fusion FBPasa muscular-GFP en células A-10
cultivadas bajo distintas concentraciones de glucosa.

Las imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia, observandose la
distribucion de FBPasa muscular fusionada a GFP en células A-10 (musculo liso de
aorta de rata), cultivadas por 24 horas en medio DMEM sin glucosa, glucosa 5 mM y 25
mM. (Aumento: 40X). La distribucion citoplasmatica se mantiene en las tres

condiciones ensayadas.
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Tabla I

Purificacion de aldolasa de musculo de rata

. Volumen Proteinas U totales U/mg Rendimiento
Fraccion Total (ml) Totales o
(mg/ml) (o)
Crudo 400 10,14 38.000 9,36 100
Pos-55 °C 350 5,39 17.500 4,93 46,1
S/N pp. 50%
350 3,22 15.575 13,82 41
(NH,),804
pp- 50%
20 7,58 480 4,45 1,3
(NH4)2SOq4
S/N pp. 65%
400 2,35 5.200 5,53 13,7
(NH4)2SO4
Dializado 35 9,72 6.825 20,1 18
Elua;(;DE' 35 8,42 5.023 17,0 13,2
Elucién CM- 5 7.40 1.100 29.7 2.9
sefarosa

Para el ensayo de actividad enzimatica se utilizd una concentracion de Fru-1,6-P, de 0,6 mM a 30

°C, como se describe en Material y Métodos 3.2.17.
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Figura 6: Analisis electroforético por PAGE-SDS de las distintas etapas de la purificacion
de aldolasa A desde musculo de rata.

La imagen muestra el resultado de la electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en
condiciones denaturantes. Carril 1: Estdndar de tamafio molecular para proteinas. Carril 2:
Sobrenadante de la centrifugacion del homogenizado de musculo. Carril 3: Sobrenadante de la
centrifugacion del homogeneizado tratado a 55° C por 5 min. Carril 4: Resuspension del
precipitado a 65% de saturacion de (NH4),SOy4. Carril 5: Eluato de la columna de DE-52 (9 x 1,5
cm). Carril 5: Fraccion 41 de la elucion de la columna de carboximetil-sefarosa (19 x 1,5 cm) con
un tampon Tri-HCI 20mM, pH 7.2, EDTA 1mM, con gradiente linear de NaCl entre 0 y 100 mM.

Se us6 como referencia estandar de masa molecular entre 18 y 116 kDa.
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total, con una actividad especifica de 30 U/mg. La pureza de la aldolasa obtenida mediante este
procedimiento se determin6 por SDS-PAGE. La figura 6 muestra el analisis electroforético de las
distintas etapas de la purificacién. Se observa, al final de proceso (carril 6), una sola banda con
una masa molecular aproximada de 40 kDa, lo que indica que no hay contaminacion con otras

proteinas.

4.7 Caracterizacion del anticuerpo contra Aldolasa A.

Para conocer la especificidad del suero de conejo anti-aldolasa de musculo se inmunodetectd en
transferencia Western (Material y Métodos 3.2.21), para detectar la aldolasa A de rata. Esto se
realiz6 utilizando distintas cantidades de aldolasa A de rata. En la figura 7, panel A se observa el
resultado del andlisis electroforético en un gel de poliacrilamida al 12%, en condiciones
denaturantes de en el carril 1 se observa la migracion de estdndar de tamafio molecular para
proteinas y en los carriles 2, 3, 4 tres cantidades distintas de aldolasa A (0,2, 0,6, 1,2 ug
respectivamente). En el panel B se observa el resultado de la de la inmunodeteccion, donde en el
carril 1 se observa un estdndar de tamafio molecular pretefiido y en los carriles 2, 3 y 4 las

mismas cantidades de aldolasa A aplicadas en el gel del panel A.

4.8 Localizacion de Aldolasa A en tejidos de rata.

La determinacién de la localizacion de Aldolasa A en distintos tejidos de rata,
mediante inmunohistoquimica, se realizd como se indica en Material y Métodos 3.2.22. Se
estudié la localizacion de esta isoenzima en los siguientes tejidos: musculo, corazén, higado,

pancreas, testiculo, estdmago e intestino delgado.
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Figura 7: Caracterizacion del anticuerpo de conejo contra aldolasa A.
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Panel A: Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones denaturantes. En el carril

1 se observa la migracion de estandar de tamafio molecular para proteinas. En los carriles 2, 3 y 4

del gel, fueron aplicadas 0,2, 0,6 y 1,2 pg de aldolasa A purificada, respectivamente, y separadas

Panel B: Inmunodeteccion de aldolasa A, las proteinas separadas en una corrida electroforética

realizada en las mismas condiciones que la sefialada en panel A y luego electrétransferida a una

membrana de nitrocelulosa e incubadas con anticuerpo anti-aldolasa A (1:1000) y revelada la

inmunorreaccion mediante el uso de DAB. La flecha sefiala el tamafio aproximado de 40 kDa.
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En la figura 8 se observa la inmunotincidén obtenida en tejido de musculo esquelético, donde la
localizacion de aldolasa A se muestra preferentemente en la banda Z y con menor intensidad en
el sarcoplasma de las fibras musculares. En la figura 9, se muestra la inmunotincion para un corte
de musculo cardiaco, en el cual se observa un marcaje en el citoplasma y nucleos de los
cardiomiocitos, siendo la marca nuclear mas intensa que la observada en el citoplasma. En la
figura 10 se observa la inmunotincion en tejido de musculo cardiaco, utilizando un segundo
anticuerpo fluorescente y analizado por microscopia confocal. La imagen corresponde al plano
medio (2,8 um) de una serie confocal de 9 cortes de 0,7 um, observandose la sefial para aldolasa
A al interior de los nucleos. También se logra apreciar el marcaje en la banda Z de los
cardiomiocitos. En la figura 11 se muestra la inmunotincién obtenida en un corte de higado; se
observa marcaje en los ntcleos de las células que recubren los sinusoides, posiblemente las
células de Kupffer.En la figura 12, panel A se muestra la inmunotinciéon en el pancreas
endocrino, en los islotes de Langerhans, tanto en el citoplasma como en nicleos. En el panel B se
muestra inmunotincién en tejido pancredtico, utilizando un segundo anticuerpo fluorescente y
tincion nuclear con yoduro de propidio. La imagen obtenida por microcoscopia confocal no
muestra marcaje en los nucleos, al no existir colocalizacion con el marcaje nuclear (en rojo) y la
sefal para aldolasa A (en verde). La aldolasa A se mantiene en el citoplasma de las células. En la
figura 13 se muestra la inmunotincion obtenida de un corte de testiculo, destacando el marcaje en
el citoplasma de las células de Sertoli, espermatogonias y espermatocitos. El analisis mediante
microscopia confocal, se observa inmunotinciéon para aldolasa A con el segundo anticuerpo
fluorescente (verde) y tincion nuclear con yoduro de propidio (rojo), muestra la colocalizacion el
marcaje nuclear y de aldolasa A en las espermatogonias (flecha blanca) y en el citoplasma de las

células de Sertoli que se proyecta desde la membrana basal hasta el lumen del tibulo
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Figura 8: Localizacion de aldolasa A en tejido de musculo esquelético.

Muestras de musculo esquelético de rata fijadas en Bouin e incluidas en parafina fueron
sometidas a inmunocitoquimica utilizando el “kit” ICQ LSAB plus, como se describe en
Materiales y Métodos. Se muestra la marcada inmunotincion en las fibras de musculares
esqueléticas, destacandose la localizacion de aldolasa A en la banda Z en estas células.

(Aumento: 40X)



48

®*- . «:li
SN

SR
“: - |‘ -

Figura 9: Localizacion de aldolasa A en tejidos de misculo cardiaco.

Muestras de corazon de rata fijadas en Bouin e incluidas en parafina fueron sometidas a
inmunocitoquimica utilizando el “kit” ICQ LSAB plus, como se describe en Materiales y
Métodos. Se muestra inmunotincién positiva en los cardiomiocitos de musculo cardiaco,
encontrando una marcada localizacion nuclear de aldolasa A en estas células (flechas).

(Aumento: 40X)
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Figura 10: Localizacion subcelular de aldolasa A en corte de musculo cardiaco.

Localizacion subcelular de aldolasa A mediante inmunofluorescencia y por microscopia
confocal de musculo cardiaco. En la inmunodeteccion se utilizé anticuerpo anti-aldolasa A y un
anticuerpo fluorescente anti-IgG de conejo acoplado a Alexa Fluor 488, verde. Esta imagen
corresponde al plano medio de una serie confocal a través de cardiomiocitos, destacandose con

flechas rojas, la localizacion nuclear de aldolasa A. (Aumento: 63X)
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Figura 11: Localizacion de aldolasa A en tejido hepatico.

Muestras de higado de rata fijadas en Bouin e incluidas en parafina fueron sometidas a
inmunocitoquimica utilizando el “kit” ICQ LSAB plus, como se describe en Materiales y
Métodos. Se muestra la inmunotincidn positiva obtenida en las células de Kupffer, destacandose
con las flechas la marca de algunos de los nticleos en estas células que recubren los sinusoides.

(Aumento: 20X)
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Figura 12: Localizacion de aldolasa A en tejido pancreatico.

Panel A: Muestras de pancreas de rata fijadas en Bouin e incluidas en parafina fueron sometidas
a inmunocitoquimica utilizando el “kit” ICQ LSAB plus, como se describe en Materiales y
Métodos. Se muestra la tinciébn obtenida de un corte de pancreas, la flecha marca la
inmunotincién en las células que conforman los islotes de Langerhans. (Aumento: 20X)

Panel B: Imagen obtenida por inmunofluorescencia y microscopia confocal de tejido
pancreatico. Se utilizdo el anticuerpo primario anti-aldolasa A y el anticuerpo secundario
fluorescente anti-IgG de conejo. Se observa la contra-tincion nuclear utilizando yoduro de

propidio, se observa que la sefal para aldolasa A es citoplasmatica. (Aumento: 40X)
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Figura 13: Localizacion de aldolasa A en tejido de testiculo.

Muestras de testiculo de rata fijadas en Bouin e incluidas en parafina fueron sometidas a
inmunocitoquimica utilizando el “kit” ICQ LSAB plus, como se describe en Materiales y
Meétodos. Se muestra la inmunotincion obtenida en un tubulo seminifero. Las células germinales
muestran diferente inmunotinciéon destacando la fuerte reaccion en las espermatidas (flechas
rojas). También se observa inmunorreaccion en las células de Sertoli (flechas negras), las que se

proyectan desde la membrana basal asia el lumen del tibulo. (Aumento: 40X)
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seminifero (figura 14). También se observan los ntcleos con finos filamentos de cromatina en
rojo (flecha amarilla), correspondientes a los espermatocitos. En intestino delgado se observa
inmunotincién en mucosa epitelial y glandulas de Brunner (figura 15) y en estdmago en la
mucosa epitelial y en las glandulas gastricas, especialmente en las células del cuello y parietales

(figura 16).
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Figura 14: Localizacion subcelular de aldolasa A en tibulos seminiferos.

Localizacion subcelular de aldolasa A mediante inmunofluorescencia y microscopia
confocal de testiculo. En la inmunodeteccion se utilizé anticuerpo anti-aldolasa A y un anticuerpo
secundario fluorescente anti-IgG de conejo acoplado a Alexa Fluor 488, verde. Se realiz6 contra-
tincion nuclear con yoduro de propidio (rojo). Esta imagen corresponde al plano medio de una
serie confocal a través de un tibulo seminifero, destacandose la localizacion nuclear en aquellas
células con nucleo amarillo (flechas blancas), en los nucleos rojos no hay deteccion de aldolasa A
(flechas amarillas). También las células de Sertoli presentan inmunofluorescencia, observandose

su maraca desde la membrana basal hasta el lumen del tibulo. (Aumento: 63X)



55

Figura 15: Localizaciéon de aldolasa A en tejido de Intestino delgado.

Muestras de tejido de rata fijadas en Bouin e incluidas en parafina fueron sometidas a
inmunocitoquimica utilizando el “kit” ICQ LSAB plus, como se describe en Materiales y
Meétodos. Se muestra la tincion obtenida en un corte de intestino delgado en la mucosa epitelial

(me) y las glandulas de Brunner (b) muestran una intensa marca. (Aumento: 20X)
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Figura 16: Localizacion de aldolasa A en de estomago.

Muestras de estobmago de rata fijadas en Bouin e incluidas en parafina fueron sometidas a
inmunocitoquimica utilizando el “kit” ICQ LSAB plus, como se describe en Materiales y
M¢étodos. La inmunoticion muestra una marca intensa en las glandulas gastricas (gg) de la

mucosa estomacal y en la mucosa epitelial (me). (Aumento: 20X)
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5. DISCUSION

Los estudios de localizacion de enzimas que participan y regulan la homeostasis de la
glucosa se han intensificado durante los ultimos afios. En estos se relacionan los conceptos de
funcion, regulacion y localizacion. Un ejemplo es el estudio de la localizacion de las enzimas
glicoliticas en tejido muscular, donde se han descrito interesantes asociaciones de estas enzimas a
elementos del citoesqueleto. Estos resultados permiten ampliar nuestra vision para comprender
mejor la regulacion de estos procesos en la célula. Al respecto, nuestro laboratorio ha aportado
importantes datos de la localizacion celular y subcelular de enzimas gluconeogénicas como
FBPasa hepatica y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (Saez et al., 1996; Yanez et al., 2003a,
2003b) y de enzimas como aldolasa B que catalizan reacciones reversibles de la glicolisis-
gluconeogénesis (Saez et al., 2000).

Continuando con esta linea de estudio, se decidid analizar la localizacidén de las enzimas
FBPasa muscular y aldolasa A, ambas expresadas mayoritariamente en musculo, para estudiar
que relacion existe entre su localizacion y la interaccion entre enzimas de una misma via
metabolica.

Para determinar la distribucion de FBPasa muscular en los distintos tejidos de rata se
clond y expreso esta proteina y se logrd purifico a homogeneidad. La FBPasa muscular asi
obtenida fue utilizada para producir anticuerpos contra esta isoenzima en conejo. Mediante
ensayo en gota e inmunodeteccion en transferencia Western, se detectdé inmurreaccion positiva,
utilizando el anticuerpo anti-FBPasa muscular producido en conejo en extractos de proteinas

totales de musculo, rifion, higado y cerebro, detectando bandas de alrededor de 37 kDa para el
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extracto de musculo y de 40 kDa para los otros extractos utilizados. Asimismo, el anticuerpo
mostrd inmunoreaccion positiva con una preparacion de FBPasa purificada de rifion de cerdo,
incluso en diluciones de 1:10.000 del suero anti-FBPasa muscular. Existen datos de la expresion
del mRNA de FBPasa muscular en diversos tejidos, el que estaria presente en corazéon, musculo
esquelético y rifion, pero no en higado y cerebro (Al-Robaiy y Eschrich, 1999), difiriendo con
nuestros resultados obtenidos con el anticuerpo anti-FBPasa muscular producido en congjo.
Experimentos de inmunodeteccion utilizando FBPasa renal de cerdo fueron también positivos,
incluso en diluciones de 1:10.000 del suero anti-FBPasa muscular. No obstante esta diferencia,
nuestros resultados demuestran que el anticuerpo es capaz de detectar solo las isoenzimas
muscular y hepatica de FBPasa, en los extractos totales de proteinas de los tejidos estudiados,
pero no es especifico para la isoenzima muscular. Asi, el anticuerpo obtenido reconoce epitopes
que son comunes para las isoenzimas hepatica y muscular. Por ello, el estudio de localizacién de
FBPasa muscular en distintos tejidos, debera realizarse con un anticuerpo anti-FBPasa muscular
que tenga una mayor especificidad.

Para poder estudiar la localizacion en forma dinamica de FBPasa muscular, se utilizaron
lineas celulares y la proteina de fusion FBPasa-GFP (FBPasa y Green Fluorescent Protein), para
ser observada por microscopia de fluorescencia. Los resultados de las transfecciones transitorias
en la linea celular C2C12 (derivada de mioblastos de raton) no fueron 6ptimos, por lo que no se
pudo determinar la localizacion de esta isoenzima en esta linea celular. Sin embargo, estudios
realizados en la linea celular A-10 (derivada de musculo liso de aorta de rata) mostraron una
localizacién citoplasmatica de la FBPasa-GFP, la que no vari6 en presencia de distintas
concentraciones de glucosa en el medio de cultivo: sin glucosa, glucosa SmM y 25 mM. Estos

resultados concuerdan con los datos que existen sobre localizacion de FBPasa muscular, en
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musculo esquelético humano, que presenta una localizacion en el citoplasma, con una
localizacién subcelular en ambos lados de la banda Z (Gizak et al., 2003). Por otra parte, estudios
de localizacion en musculo cardiaco de cerdo, han sugerido que FBPasa muscular se encontraria
en el citoplasma y en el nucleo (Gizak y Dzugaj, 2003). Es importante continuar con los estudios
de localizacion de esta isoenzima, pues la falta de datos en musculo liso y en otros tejidos, no
permiten utilizar los datos obtenidos en la linea A-10 para tener una mayor comprension sobre la
relacion entre la localizacion y la funcion de esta isoenzima. Si bien es cierto que el
funcionamiento simultaneo de FBPasa y fosfofructoquinasa (PFK) constituiria un ciclo de
sustrato energéticamente inttil, ya que conduciria a la hidrélisis innecesaria de ATP, hay pruebas
de que este ciclo existe y que la regulacion del metabolismo de los glicidos a este nivel
dependeria de la relacion entre las actividades de estas dos enzimas.

Es evidente que las actividades de FBPasa y PFK deben ser controladas a través de
mecanismos sensibles que permitan mantener su nivel normal de funcionamiento y disminuir la
formacion del ciclo del sustrato. Asi, AMP tiene un efecto inverso en las actividades de las dos
enzimas involucradas. En esta misma linea, Newsholme y Start, en 1976, postularon que la
FBPasa muscular participaria en la regulacion de la glicolisis mediante la formacion de un ciclo
de sustrato. La principal caracteristica que diferencia a la isoenzima hepatica de la muscular es
que esta ultima es muy sensible a la inhibicion por AMP (Mizunuma y Tashima, 1986). Ademas,
en presencia de concentraciones fisioldgicas de este inhibidor, FBPasa muscular deberia estar
inhibida en un 99,9% (Skalecki et al., 1995). Sin embargo, se ha demostrado que hay sintesis de
glicégeno en musculo estriado desde precursores no glucidicos (McLane y Holloszy, 1979; Ryan
y Radziuk, 1995), por lo que FBPasa muscular deberia estar cataliticamente activa. Por otro lado,

los datos que sefalan que aldolasa A desensibiliza a esta isoenzima a la inhibiciéon por AMP, en
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ensayos in vitro (Rakus y Dzugaj, 2000; Rakus et al., 2003), hacen suponer que esta interaccion
debe existir in vivo. Por lo tanto, seguir investigando la localizacion y las asociaciones a otras
macromoléculas en los distintos tejidos donde se distribuye la FBPasa muscular, es una
interesante aproximacion a esta problematica.

Para estudiar la distribucion de aldolasa A, se analiz6 primero el anticuerpo anti-aldolasa
A producido en conejo. Este anticuerpo mostrd ser especifico, al ser probado mediante
inmunodeteccion en transferencia Western, no existiendo reaccion cruzada con aldolasa B. La
distribucion de aldolasa A en riién de rata, estudiada por inmunohistoquimica, muestra una
localizacién diferenciada con respecto a aldolasa B, siendo encontrada en los tubulos distales y
colectores. Estos resultados de localizacion en rifién, concuerdan con lo publicado por
Wachsmuth y colaboradores en 1975, que suponen una preponderancia del metabolismo
glicolitico en los tubulos distales, para el apoyo de las funciones de secrecion y reabsorcion.

La localizacion de aldolasa A en musculo fue mayoritariamente citoplasmatica; también
se observo inmunorreaccion en la banda Z. Este ltimo resultado concuerda con lo sefialado por
Wojtas y colaboradores (1997), los cuales encontraron que glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
(GPDH) se localiza en la banda Z y M en musculos encargados del vuelo de Drosophila, y que
aldolasa y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se localizan también entre los
sarcomeros con un patrén regular, indistinguible del de GPDH. Es notable que la localizacion de
aldolasa y GAPDH requiere de la colocalizacion simultdnea con GPDH, pues aldolasa y GAPDH
no colocalizan entre los sarcomeros en fibras de misculo donde GPDH no se expresa. Los datos
sobre la interaccion entre enzimas glicotilicas, entre ellas aldolasa A, y miofibrillas son
numerosos (Kuter et al., 1983; Westrin y Backman, 1983; Harris y Winzor, 1987; Ronai, 1993;

Schindler et al., 2001). Al respecto, recientemente se ha demostrado la colocalizacion de FBPasa
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muscular y aldolasa de musculo en ambos lados de la linea Z (Rakus et al., 2003). Estos
resultados sugieren que la presencia de enzimas activas no es suficiente para la funciéon muscular,
pues la colocalizacion de las enzimas es también requerida como elemento regulador de estos
mecanismos.

La localizacién de aldolasa A en tejido de musculo cardiaco mantiene una distribucion
citoplasmatica, al igual que lo observado en musculo esquelético. Ademas, se observo
inmunorreaccion en los ntcleos de las células musculares. Esta localizacion nuclear se encontro
también en higado, en las células que recubren los sinusoides, y en espermatogonias en testiculo.
Mediante inmunofluorescencia y analisis por microscopia confocal se pudo determinar que la
localizacién es endonuclear. Estos resultados generan interesantes preguntas: ;Como transloca al
nucleo? ;Qué funcidn estaria cumpliendo esta isoenzima en nucleo?

Estd ampliamente descrito que la actividad glicolitica se realiza en el citoplasma, pero
existe evidencia de enzimas que participan en el metabolismo de la glucosa que presentan una
localizacién nuclear y citoplasmatica, tales como, GAPDH (Singh y Green, 1993), aldolasa B
(Saez y Slebe, 2000), FBPasa hepatica (Yanez et al., 2003a), glucoquinasa (Miwa et al.,1990).
Interesantemente, esta ultima es capaz de translocar al nucleo en respuesta a glucosa,
constituyendo un mecanismo regulatorio adicional de su actividad (De la Iglesia et al., 1999).
También se ha encontrado que FBPasa muscular localiza en los nucleos de cardiomiocitos (Gizak
y Dzugaj, 2003), y que esta isoenzima podria colocalizar con aldolasa A (localizacion descrita en
esta tesis), por lo que podria repetirse el patron encontrado para estas dos isoenzimas en musculo
esquelético (Rakus et al., 2003). EI mecanismo para esta translocacién podria ser una secuencia
de importacion nuclear (NLS), que estaria presente en la FBPasa muscular. Al analizar la

secuencia aminoacidica de aldolasa A no se encontraron sefales NLS, sin embargo, FBPasa
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hepatica, que no tiene este tipo de sefial, también presenta la capacidad localizarse en el nucleo
(Yanez et al., 2003), lo que sugiere que debe existir otra sefial que regule el traslado de la enzima.
Existen otros mecanismos que dirigen a las proteinas al interior del nucleo, como es la
fosforilacion. Al respecto, existe evidencia de esta capacidad de fosforilacion para FBPasa
muscular (Rakus et al., 2003) y FBPasa hepatica (Rittenhouse et al., 1983), fendémeno también
descrito para aldolasas A y B (Sygusch et al., 1990).

La funcion que cumplirian estas enzimas en el nilicleo es desconocida y sélo existen
algunas hipdtesis al respecto. Se ha encontrado que aldolasa A interacciona con DNA en células
de sarcoma de raton SEWA, al ser eluida desde una columna de cromatografia de afinidad a
DNA (Ronai et al., 1992), lo que sugiere que esta isoenzima puede interactuar con el DNA. Esta
interpretacion es discutible, si tomamos en cuenta que aldolasa presenta sitios de unidén a
nucleodtidos (Kasprzak y Kochman, 1981); la interaccion con DNA podria ser inespecifica. Sin
embargo, los estudios de Ronai demuestran que aldolasa A puede interactuar con algunas, pero
no con todas las secuencias de DNA estudiadas, lo que implica que existe una conformaciéon o
secuencia minima para esta interaccion. Por otro lado, existe la posibilidad de otras funciones
para esta isoenzima, ademas de su funcion glicolitica. Por ejemplo, se ha descrito su participacion
en la asociaciéon dinamica de vesiculas del transportador de glucosa, GLUT4, estimulado por
insulina, con F-actina (Kao ef al., 1999). En este caso la presencia de aldolasa es requerida para el
traslado de GLUT4. También, se ha descrito la doble funcion de enzimas, como es el caso de
lactato deshiodrogenasa y 3-fosfoglicerato quinasa, que pueden encontrase en el nicleo y ejercer
funciones en la replicacion, reparacion y transcripcion de DNA, ademas de su rol catalitico en el
citoplasma (Sirover, 1997; Ronai, 1993). Otro aspecto interesante es el efecto de la fosforilacion

sobre estas enzimas, ya que altera su capacidad para llevar a cabo las funciones descritas en el
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nucleo (Popanda et al., 1998). Otra posibilidad, es que aldolasa A se acumule en el nicleo como
respuesta a un mecanismo de regulacion de su actividad catalica, al variar la cantidad de enzima
activa e inactiva disponible.

El higado es un 6rgano principalmente gluconeogénico, y en acuerdo con este punto de ha
descrito que expresa en forma casi exclusiva la aldolasa B (Saez y Slebe, 2000). Sin embargo,
nuestros resultados sefialan que aldolasa A se localiza en una muy pequeia cantidad en el nucleo
de células que recubren los sinusoides. Le Provost y colaboradores(1980), describen la
inmunolocalizacion de aldolasa A y C en higados de ratas intoxicadas con tetracloruro de
carbono, en estas condiciones, las isoenzimas se localizan en las células de Kupffer y
endoteliales. También se conoce que los niveles de mRNA para aldolasa A aumentan 10 veces en
higado humano con carcinoma celular hepatico, considerando que este mRNA se expresa en
condiciones normales s6lo en higado fetal (Castaldo et al, 2000). La funcién fagocitaria de las
células de Kupffer, principalmente la eliminacion de eritrocitos viejos, requiere una alta cantidad
de energia. Existen datos que muestran que en macrofagos peritoneales la respiracion y la
actividad de las enzimas glicoliticas aumenta durante la fagocitosis (Ogel et al., 1975, Guminska
et al., 1975). Por lo tanto, es entendible que en las células de Kupffer deban estar presentes las
enzimas de la via glicolitica, entre ellas aldolasa A, para poder llevar a cabo esta importante tarea.

Como se describid en resultados, en pancreas, aldolasa A estd localizada en los acinos y
en los islotes de Langerhans. Los datos sobre la presencia de aldolasa en pancreas son en la
mayoria estudios de factores de transcripcion de genes que participan en el metabolismo de la
glucosa, en los cuales se menciona también la expresion de aldolasa B (Leclerc et al., 2001; Shih
et al., 2002; Stoffel y Duncan, 1997). Otros resultados demuestran que Fru-1,6-P,, en islotes

aislados de pancreas de rata, tiene la habilidad de potenciar la secrecion de insulina inducida por
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glucosa, por la via independiente del canal de potasio sensible a ATP (Miwa y Taniguchi, 2002).
Por otro lado, Fru-1,6-P, inhibe la serina/treonina proteina fosfatasa especifica y aumenta la
exocitosis de insulina (Sjoholm et al., 2002). Existen publicaciones en las cuales se ha medido la
actividad de aldolasa y determinado que Fru-1,6-P, es rapidamente degradado a triosas fosfato
(MacDonald et al., 1997). Estos datos permiten vislumbrar la importancia de controlar la
fluctuacion de la concentracion Fru-1,6-P,, y el papel calve de la aldolasa A en las sefiales que
regulan el metabolismo de la principal fuente energia en el organismo.

Nuestros estudios de localizacion de aldolasa A en testiculo muestran a la enzima en el
citoplasma de las células de Sertoli, en espermatidas y en el nucleo de espermatogonias. Los
datos existentes respecto a la presencia de aldolasa A no eran directos, pues en los estudios
realizados se midi6 la actividad enzimatica de aldolasa, sin especificar cual de las isoenzimas
estaria involucrada. De esta manera, nuestros estudios de localizacion son muy importantes. Se
sabe que en espermatidas redondas la utilizacion de glucosa es limitada por la actividad de
aldolasa, siendo glucosa una mala fuente para generar ATP (Mita y Hall, 1982). Estos
investigadores sugieren que las células de Sertoli podrian proveer grandes cantidades de lactato,
como sustrato para la produccion de energia, requerida por las espermatidas redondas.
Posteriormente, Nakamura y colaboradores (1982) describieron que en espermatidas redondas,
glucosa es rapidamente incorporada a las células y transformada en lactato. Sin embargo, hay que
tener presente que los productos de la reaccién catalizada por aldolasa, Fru-1,6-P,,
dihidroxiacetona-3-fosfato y gliceraldehido-3-fosfato, son acumulados Ademas, los autores
mencionan que gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, enzima encargada de oxidar uno de los

productos de la reaccion enzimatica de aldolasa, es inhibida competitivamente por nucleotidos de
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adenina, particularmente por AMP y ADP, siendo probable que esta enzima regule la via
glicolitica en este tipo celular.

En estomago la aldolasa A se encontr6 principalmente en la mucosa epitelial,
observandose inmunotincion en las glandulas géstricas, especialmente en las células del cuello y
parietales. Saito en 1975 ya describe la presencia de esta isoenzima en la mucosa estomacal
humana, mediante estudios de especificidad a sustrato y electroforesis. En intestino, también se
observa la isoenzima en la mucosa epitelial y en las glandulas de Brunner. Los datos publicados
con respecto a la localizacion de aldolasa A en intestino delgado humano concuerdan con lo
resultados obtenidos en rata (Wachsmuth, 1976; Rehbein-Thoner y Pfleidere, 1977). Esta
localizacién podria darse por la funcion de estos tejidos en la absorcion de nutrientes y en el
transporte de vesiculas de secrecion de enzimas proteoliticas. Es interesante que en el
metabolismo de glucosa, fructosa y otros carbohidratos, los cuales son absorbidos en el estdomago
y en el intestino, se necesita un “pool” activo de enzimas tanto del metabolismo gluconeogénico
como del glicolitico.

Analizando los resultados, se puede afirmar que la localizacion de aldolasa A no es
uniforme en los tejidos, si no que es dependiente de las caracteristicas metabolicas del tejido y del
tipo celular. Ademas, al comparar los datos obtenidos en musculo de la localizacion subcelular de
aldolasa A, con los datos de otras enzimas glicoliticas, se hace evidente la idea que existe una
comparmentalizacion de las enzimas de la via glicolitica. Existen otros 6rganos donde también se
observa una distribucion comun para enzimas de una via metabdlica, como es el caso de
intestino, probablemente por los procesos simultdneos que en ese oOrgano ocurren. Estos
resultados sugieren que la localizacion de aldolasa A podria estar jugando un papel importante en

la regulacion de su actividad. Asimismo, es plausible pensar que su interacciéon con otras
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macromoléculas podrian constituir nuevos mecanismos que regulan el delicado balance del

metabolismo intermediario.
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