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PROLOGO

Ceroplastes albolineatus, perteneciente a la familia Coccideae,

es un insecto que parasita el &rbol conocido como "palo loco"
o ‘candelero" (Senecio praecox). Este vegetal se localiza en
toda la parte baja del Pedregal de San Angel de la Ciudad de
México, y en algunas partes de la zona central de la ReplGblica
Mexicana (1). Se ha encontrado que insectos pertenecientes a

esta familia, infestan por lo general &rboles citricos (2, 3).

.La infestacibén de los &rboles por el insecto, se presenta
preferentemente durante los meses de mayo y diciembre, en los
cuales el insecto alcanza su madurez. La hembra, que parasita
el drbol, incrusta su probosis en la corteza del mismo, para
asi obtener sus nutrientes de la savia del &rbol, constituida
fundamentalmente por carbohidratos, en la que la sacarosa

ocupa un lugar predowinante.

Este insecto se caracteriza por presentar como producto de
excrecidén, un material blanco ceroso que lo cubre completamen-
te. Estudios realizados sobre este material (RiIos 1965), han
demostrado que por saponificacién se obtienen &cidos aliféti-
cos de C28, C30 y C32, y alcoholes sesterterpécnicos,’ molécu-
las de naturaleza terpenoide de 25 &tomos de carbono (4, 5).
Asi nismo, del insecto se extrajo un pigmento de estructura
antraquinoide (6), que le confiere gran tonalidad rojiza, lla-

mado &cido ceroalbolinico (Rios 1966).

La presencia de moléculas de gran contenido de carbono encon-

tradas en el insecto, y el hecho de tener como base nutricio-



nal a los azficares, sugiere la existencia de un ciclo glucoli-
tico activo, dirigido a la formacién de un compuesto de suma
importancia en la integracién del metabolismo: el Acetil~-CoA,
precursor no solo de &cidos grasos y esteroides, sino también
de muchos otros compuestos que se encuentran en la naturaleza,

como los terpenos y acetogeninas (7).

Este hecho, motiv6é el estudio de la degradacibén de los carbo-
hidratos in vitro, a través de gluc6lisis anaerdbica, gque

consiste en una secuencia de reacciones catalizadas por enzi-
mas ya conocidas. Como primer paso, iniciamos el andlisis so-

bre actividades enzimiticas relacionadas con este ciclo.

Encontramos que entre las enzimas que fueron objeto de estu-
dio, la que mayor actividad presentdé fué la fosfoglucoisomera-
sa. Por tal motivo realizamos el presente trabajo, que tiene

por objeto su purificacién.



INTRODUCCION

Es ampliamente conocido que los carbohidﬁatos son parte importante
en la dieta de la mayoria de los organismos,.a partir de los cua-
les obtienen energia para su mantenimiento. Las vias degradativas
m&s importantes conocidas hasta ahora en condiciones anaerébicas,

son el ciclo glucolitico y el de las pentosas.

El establecimiento de las reacciones glucoliticas fué iniciada a
partir de los resultados obtenidos en extractos de levaduras por
los esposos Buchner (1897), desarrolldndose notablemente con las
aportaciones realizadas por investigadores como Embden, Meyerhoff,
Harden y Young, Parnas, Cori, etc., por lo que se conoce también
a este ciclo como secuencia Embden-Meyerhoff-Parnas.

A través de toda la ruta glucolitica se presenta la accidn con-
secutiva de once enzimas, la mayoria de las cuales han sido
cristalizadas y ampliamente estudiadas (7). Se extraen fdcilmente
de las cé&lulas pues se consideran localizadas en la porcibn solu-
ble del citoplasma, aungue algunas de ellas se han encontrado
asociadas a elementos estructurales del extracto celular (8).

Los pasos m&s importantes de la ruta son aproximadamente los mis-
mos para casi todas las formas de vida. Sin embargo, las diferen-
cias en las velocidades de actividad entre enzimas que catalizan
una misma reaccidn, se manifiestan en tejidos de un mismo orga-
nismo. Asi, se tiene que en mamiferos, enzimas como la fosfoglu-
coisomerasa, triosa-fosfatoiscmerasa, enoclasa, gliceraldehido-3-

fosfato deshidrogenasa, piruvato quinasa y lactato deshidrogena-

sa, son mis activas en misculo esquelético que en corazbn (9).



De igual forma, estas diferencias en velocidades de actividad,
han sido encontradas en tejidos de insectos (Chefurka 1958), lo
que sugieren algunos autores, que este hecho contribuya en par-
te, al control de esta ruta metabblica y diferenciacibén en la

escala evolutiva (10, 11).

De los once pasos que tienen lugar en la glucolisis anaer&bbica,
es de apreciarse la conversidn reversible de la glucosa-6-P a
fructosa-6-P, realizada por la enzima fosfoglucoisomerasa, de
importancia en la regulacidn del metabolismo de la glucosa,

por su posicibén estratégica hacia rutas metab6licas alternas.
Esta enzima ha sido estudiada extensamente en tejidos de mami-
feros, de los cuales se ha extraido en alto grado de pureza.
Nos hemos interesado en esta enzima, y hemos establecido su
presencia en el Ceroplastes albolineatus, realizando estudios
sobre ella como inicio hacia el esclarecimiento de esta ruta

metabdlica en el insecto.

El desarrollo de esta tesis muestra la manera en que aislamos
la enzima fosfoglucoisomerasa a partir del material celular
del insecto, utilizando técnicas por cromatografia en gel y

electroforesis.



GENERALIDADES



El mecanismo mediante el cual muchos organismos extraen energia
quimica del azficar mds comin, la glucosa, en ausencia de oxige-
no, es conocida como fermentacibn. A través de todo el proceso,
se libera energia que es conservada en el enlace quimico del

ATP*. Los tipos de fermentacibdn mds conocidos son:

1) Glucdlisis.

2) Fermentacibn alcohélica.

Ambas presentan el mismo mecanismo en la conservacibn de ener-

gia, y difieren Gnicamente en las etapas finales:

Glucdlisis:

a) a partir de glucosa:

C6H1206 + 2ADP + 2Pi ————>» 2 4c. lactico + 2ATP + 2H20
con 31% de eficiencia.

b) a partir de glucdgeno:

(C_H ﬁ06)n polisacdrido + 3 ADP + 3Pi___,2 sc. lictico + 3ATP +

612

3 Hyo- + (CgH;,06) n-1

con 43% de eficiencia.
Fermentacidén alcohdlica:

C6H12o6 + 2ADP + 2Pi —> 2 etanol + 2 Co2 + 2ATP + 2H20

con 29% de eficiencia en la conservacidén de la
energia.
Durante el proceso glucolitico, se presenta la accibn catalitica

de un grupo de once enzimas, la mayor parte de las cuales han

* ATP: Adenosin trifosfato

ADP: Adenosin difosfato
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Fig. 1. Secuencia Embden-Meyerhoff-Parnds en tejidos animales.



sido cristalizadas y exhaustivamente estudiadas (Fig. 1). Este
proceso es conocido también como Secuencia Embden-Meyerhoff-
Parnas, debido a las contribuciones de estos investigadores al
conocimiento de las reacciones individuales.

Alin cuando la glucdlisis anaer6bica es similar en todos los
organismos, la produccidn de &dcido lactico depende de las nece-
sidades presentes. Para algunos organismos, la degradacibén de
los carbohidratos ofrece una eficiencia médxima, cuando son in-
tegrados a un proceso aerdbico. Esto se logra por la conversién
del piruvato, metabolito precursor del &cido l&ctico, a Acetil-
CoA y su incorporacidn al ciclo de los &cidos tricarboxilicos y
cadena de transporte de electrones, lo que trae como consecuen-
cia un aumento de energia para la célula. En la glucélisis se
presentan dos fases:

Fase I: reacciones que involucran la escisidén de la glucosa a
un compuesto de tres &tomos de carbono (fosfato de gliceralde-
hido) .

Fase II: reacciones de 6xido-reduccidn, formacifn de ATP y
consiguiente produccibén de lactato.

Pricticamente, el proceso glucolitico, del cual se conoce més,
es en misculo esquelético; se inicia con el transporte de la
«lucosa a través de la membrana celular, lo que hace suponer

un mecanismo de transporte de la glucosa a través de la membra-
na celular, lo que hace suponer un mecanismo de transporte es-
pecifico hasta ahora desconocido (9). La primera reaccién in-

tracelular, es la conversidén a glucosa-6-P, en presencia de



ATP, catalizado por la enzima hexoquinasa (inicio de Fase I):

HOCH2 HO ,POCH

4 2
Mg++ 0

+ ATP ——p + ADP

glucosa glucosa-6-P

Esta reaccién garantiza que los intermediarios de la glucdlisis
sean fosforilados y queden restringidos dentro del comparti-
miento citoplédsmico, donde las enzimas glucoliticas estd&n loca-
lizadas. La glucosa-6-P es convertida seguidamente a fructosa-

6-P, por la accibén de la glucosa fosfato isomerasa:

=O3PO—CH2 ~0,PO-CH CH_OH

3 2,0 2
0

glucosa-6-P fructosa-6-P

La fructosa-6-P, es posteriormente fosforilada con ATP, por la
fosfofructo quinasa, para dar lugar la formacién de la fructo-
sa-1,6-diP y ADP.

En la siguiente reaccidn, se produce un rompimiento aldélico
entre el tercer y cuarto &tomo de carbono, dando lugar la for-
macién de dos moléculas de triosa fosfato, las que son manteni-
das en equilibrio por la accidén de la enzima triosafosfato iso-
merasa. La escisidn de la fructosa-1,6-difosfato, es realizada

por la enzima aldolasa:



THZ_— OPO,
c=0 (|3H2-OPO3 C\H=O
| Cz0 + HC-OH
OH-CH aldolasa l s
—_— e
| CH,-OH >
-+ g r——————= =
H—T—OH CH2-0P03
H-C-OH fosfato de hidroxicetona gliceraldehido-
=-3-P
+
CH2-0P03

fructosa-1,6- diP

A partir de este momento, se inician las reacciones de 6xido-
reduccién (Fase II), al ser oxidado el gliceraldehido-3-P a
fosfoglicerato por la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidro-

genasa. La reaccibn global catalizada por esta enzima es:

R/° oo
. E'_OH ) + NAD' + H PO, -—— 2:2203 J: NADH + HY
CH2-0P03‘ CH, —0P03'
gliceraldehido-3-P 1,3-difosfoglicerato

En esta reaccibn, el grupo aldehido oxida para formar un enlace
anhidrido, con el fosfato generdndose un enlace rico en energia.
Otro componente importante en esta reaccibén, es el agente oxi-
dante, el NAD (Nicotin adenian dinucledtido), de gran importan-
cia en el transporte de électrones, el cual se reduce a NADH.

La reaccibn siguiente, es la transferencia del grupo fosfato

por la fosfoglicerato quinasa al ADP, para formar ATP y 3-fos-

foglicerato.
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(0]

I

C-0PO, coo”
l 3 2+

Mg I
HC-OH + ADP —— & HC-OH + ATP
-
(I2H -0P0, (I:H opo, "t
2 3 2 3
1,3-difosfoglicerato 3-fosfoglicerato

El producto de esta oxidacidn, el 3-fosfoglicerato es converti-

do a fosfoenolpiruvato por la accibn consecutiva de la mutasa y

enolasa:
coo” coo~ coo”
| 2 |
mutasa = enolasa, Mg, =
HC-OH HC-OPO L o C-0PO + H,O
| - 3 - |I 3 2
CH2—0P03 CHZ—OH ‘ CI-I2
3-fosfoglicerato fosfoenolpiruvato

Finalmente, el fosfato rico en energia del enolpiruvato, es

transferido al ADP, con la consiguiente formacién de ATP y piru-
vato. Posiblemente, el producto final de la piruvato quinasa es
el enol piruvato, pero éste es rdpidamente convertido a una for-

ma ceto méds estable:

THz THZ CH,
Jc-01>o3= + ADP ——ATP + C-OH @—— c|:-_- 0
| = | — _
folelo) coo coo

En la reduccién del NAD' catalizada por la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa, se requiere que el NADH producido, sea

oxidado con la misma rapidez con que se realiza la glucolisis.
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En misculos esqueléticos, bajo condiciones anaerdbicas, esta
oxidacidbn es efectuada por la accién de la lactato deshidroge-
nasa al actuar sobre el piruvato, para la formacién del &cido

lédctico (fin de Fase II):

CH3-C-COO + NADH ———PNAD+ & CH3= CH - COOH

n OH
0

Regeneracidn del NADH glucolitico en msculos de insectos.

Los miisculos esqueléticos, al contraerse, obtienen la mayor
parte de la energia de la glucdlisis anaerbbica. Consecuente-
mente, la conversidn del piruvato a lactato es mds importante
en estos misculos, a diferencia de los que constituyen 6rganos
como el corazdén, higado y los de insectos voladores, considera-
dos de cardcter mds aerbbico por presentar mayor actividad en-
zimdtica para el ciclo de los &4cidos tricarboxilicos y cadena
de transporte de electrones de la mitocondria (9). En estos
misculos, el piruvato se oxida dentro de la mitocondria y por
consiguiente no participa en la oxidacién del NADH glucolitico:

+
Piruvato + NAD+ + COA-SH —— Acetil-CoA + NADH + H + CO2

Esto sugiere la existencia de otra ruta para la oxidacién del
NADH glucolitico, en estos tejidos, que resulte mds efectiva.
En sistemas aerdbicos, la cadena de transporte de electrones de
mitccondria, presenta un medio adecuado para la oxidacidén del
NADH glucolitico. Sin embargo, la impermeabilidad de la membrana
mitocondrial interna al piridin nuclebétido, presenta un grave

problema. Es necesario la existencia de un mecanismo eficaz pa-



T

ra el transporte de compuestos reductores o equivalentes que
funcionen del citoplasma a la mitocondria. En tejidos de in-
sectos voladores, se ha encontrado que esto que se logra por
un proceso conocido como el ciclo del glicerol-1-P o lanzadera
del glicerofosfato, con el mecanismo que se muestra a conti-

nuacidén:

Carbohidrato——G-3-P ————p-Piruvato

CITOPLASMA
+
NADH NAD
<___!Si£__
DHAP » Glicerol-1-P
VR L Ay e I B |,’ CEIDIT WA TRV,

MITOCONDRIA DHAP <ﬁ Glicerol-1-P
2

Flavoproteina Flavoproteina
reducida coxidada
Fig. 2. Ciclo del qliéerol—l—P. (1) glicerol-l-fosfato deshi-
drogenasa citopldsmica. (2) glicerol-l-~fosfato deshidrogenasa
mitocondrial. (3) gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
G-3-P corresponde al gliceraldehido-3-P. El1 DHAP es la dihi-
droxiacetona fosfato.
En el citoplasma, la enzima glicerol-l-fosfatc deshidrogenasa,
cataliza la conversién de la dihidroxiacetonafosfato y NADH,
a Napt y glicerol-1-F. Este entra a la mitocondria donde se
oxida a dihidroxicetona fosfato, por accién de la glicerofos-
fato deshidrogenasa mitocondrial (una enzima flavoprotéica) y

de esta forma la dihidroxicetona fosfato va de la mitocondria



al citoplasma, realizando un ciclo completo.

El ciclo del glicerol-1-P debe ser irreversible, con el fin de
evitar dos pozas de piridin nucledtido; esta irreversibilidad
es mantenida por la glicerol-l-fosfato mitocondrial. La energia
liberada en la mitoncria no es conservada en moléculas de ATP,
sino que es cedida como calor, de tal manera se asegura el ca-
racter reversible de la reaccidén y la del ciclo como un todo.
En nmsculos esqueléticos, la actividad de la glicerol-l-fosfato
deshidrogenasa es ruy baja comparada a la encontrada en miscu-
los de insectos voladores (10), por lo que el ciclo del glice-
rol-1-P no presenta gran importancia cuantitativa para la oxi-
dacidén del NADH glucolitico. En estos tejidos, se le atribuye

a la malato oxaloacetato el realizar funciones similares al ci-
clo del glicerol-l-fosfato, conocido como la lanzadera del ma-

lato, de cardcter irreversible (7).

Relacidn en la obtencibdn de energia entre la glucolisis y el

ciclo de los &cidos tricarboxilicos.

La glucolisis anaerbbica en misculo esquelético, obtiene un to-
tal de energia de dos moléculas de ATP por molécula de glucosa
transformada. Sin embargo, en la mayoria de las situaciones
anaerbbicas que ocurren fisioldgicamente en el mlisculo, el
substrato para la glucolisis, es el glucdgeno endégeno, produce
tres moléculas de ATP por residuo de glucosa.

En condiciones aerdbicas, la oxidacién completa de la glucosa a

CO2 y agua, produce 34 moléculas de ATP por residuo de glucosa

(# 38 si la oxidacidn mitocondrial del NADH glucclitico es to-



mado en cuenta). Por consiguiente, el metabolismo aerébico es
al menos diez veces méds eficiente que el anaerbbico, en térmi-
nos de la produccién de energia por residuo de glucosa. De

aqui que se presuma que los insectos formen una clase altamente
especializada que obtienen gran cantidad de energia mediante

mecanismos con mayor cardcter oxidativo (11).

CONTROL DE LA GLUCOLISIS.

En la célula, el control de la glucdlisis es necesario con el
fin de asegurar que los carbohidratos no sean degradados répi-
damente, y que esto sblo suceda cuando el requerimiento de
energia se presente.

Las necesidades energéticas varian de un organismo a otro, e in-
clusive de tejido a tejido. En el estudio del control de la glu-
cdlisis, se encuentran enzimas que catalizan reacciones cercanas
o alejadas-+del equilibrio, siendo éstas (ltimas las que se con-
sideran de mayor carfcter regulatorio. Al primer tipo pertenecen
enzimas como la fosfogluco isomerasa, fosfoglicero mutasa, eno-
lasa, etc., en las que se encuentra gran actividad enzimdtica,
mientras que la hexoquinasa, fosfofructoquinasa, y piruvato qui-

nasa, presentan gran cardcter regqgulatorio y menor actividad (9).

El estudio de las reacciones particulares del ciclo de la glucd-
lisis anaerdbica, tanto de las consideradas como reguladoras y

las que aparentemente se presentan en equilibrio, ha sido desarro-
llado ampliamente en tejido de mamiferos, y ha llanado considera-
blemente la atencibén las diferencias en actividades enzimdticas

que presentan estas enzimas en tejidos de insecto (12).



Es de nuestro interés, enfocar la atencibn sobre la enzima fos-
fogluco isomerasa que aislamos del insecto C. albolineatus, y
para ello damos a continuacidén una breve informacidén sobre esta
enzima en tejido de mamifero:

Esta enzima realiza la conversidn de la glucosa-6-P a fructosa-
6-P. Fué descubierta en 1933 por Lohmann al realizar estudios
sobre mlisculo humano. Recibe el nombre de fosfohexosa isomerasa,

pero su nomenclatura abarca distintas acepciones:

Nombre sistemdtico: D-glucosafosfocetol isomerasa
Nombre trivial: G lucosa fosfato isomerasa
Otros nombres no recomendables: Fosfohexosaisomerasa, oxoisome-

rasa (8).

En la mayoria de las preparaciones, la isomerizacidn alcanza el
equilibrio cuando el 39% del éster total es fructosa-6-P y el

61% es glucosa-6-P:

~0,PO CH ~0.POCH

3 2 3 2
o] A 0 CH,OH
o -D-glucosa-6-P fructosa-6-P
61% 39%

Ha sido preparada en alto grado de pureza de misculo de conejo
(13), gladndulas mamarias de bovino, levaduras, heritrocito hu-
mano, etc., e identificada en insectos como la cucaracha Peri-
planeta americana (Chefurka 1954) con porcentajes de isomeriza-
cibén muy cercanas a las presentadas por esta enzima proveniente

de vertebrado (10).
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Generalmente la fosfoglucoisomerasa de mlisculo de mamifero, se
encuentra contaminada con la fosfomanosa isomerasa, la cual
permite a la manosa-6-P entrar en la secuencia glucolitica. En
algunos insectos, se encuentra con pequefio grado de actividad

(12).

El mecanismo de accidn para la fosfoglucoisomerasa, ha sido elu-
cidado por Topper y Rose (14, 15), con la ayuda de D20 aprove-
chando la reversibilidad de la reaccidn, en la cual se involu-
cra la formacidn de un cis enediol intermediario. Cuando la
fructosa-6-P se uncluia con agua deuterada, en presencia de la
enzima, el producto de la reaccidn: glucosa-6-P, contenia un
dtomo de deuterio directamente unido al C,. Al hacer la osazona

1
de este producto, se perdia el deuterio que deberia corresponder

al C2.
El mecanismo propuesto es el siguiente:
H
|
C-OH
PO,0-CH, o gt I
O\ CH,-OH _a_H-C-OH b © C-OH| ¢ N
2 —_ i —_— Q" —— C-0OH
= c¢=0 (I:Q = |
OH |
fructosa-6-P fructosa-6-P Enediol
abierta
4
H &
Iil (=) i | 03P0 H2C
d c -0 € C=0 £ 0
= - f ==
(c - oH H-C-OH
I I
glucosa-6-P glucosa-6-P

abierta
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La reaccidn de la fosfoglucoisomerasa no requiere cofactores y
es inhibida competitivamente por algunos azficares fosfatados,
tales como el 6-fosfogluconato, sorbitol-6-P y eritrosa-4-P
(13). Otro de los inhibidores es el 2—desdxi-D-glucosa—6-P, el
cual es formado por el correspondiente desoxiazlicar en presen-
cia de hexoquinasa.

Los estudios electroforéticos e inmunoldgicos demuestran que
presenta una s6la forma molecular. Su peso molecular ha sido
estimado por el método de equilibrio de sedimentacidn, el cual
corresponde a 125 000 daltons. Actualmente se ha encontrado
que esta enzima proveniente de levadura presenta dos formas de
cristalizacidn (16).

Los datos reportados sobre esta enzima, obtenidos de distintas
fuentes, indican que su velocidad inicial mdxima de actividad
es alcanzada a un pH cercano a 8, pero el valor exacto depende
del substrato ufilizado (17) . La actividad decrece a pH de 6.5
o si &ste aumenta hasta 10. La enzima es estable a temperatu-

ras bajo cero (°C) y a pH entre 7 y 8 (18).



MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES

El insecto Ceroplastes albolineatus fué colectado en los terre-

nos del pedregal de San Angel cercano a la Ciudad Universita-
ria, incluyéndose la cera que los cubria. ée recolectaron cerca
de 1163 g. colocdndose de inmediato en recipientes enfriados
con hielo.

En los experimentos de actividades enzim&ticas se utilizaron
dos enzimas acoplantes: la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y
hexoquinasa. En los realizados para andlisis electroforéticos
se utilizé fosfoglucoisomerasa de misculo de conejo, alblmina y
tripsina como proteinas patrones, que fueron obtenidas de mues-
tras comerciales de Sigma Chem. Co. y Bohering Chem. El1 NADP y
ATP utilizados en las reacciones enziméticas y el resto de los

reactivos, fueron todos de alta pureza quimica.

Todos los pasos para la purificacibén de la enzima se efectuaron
entre 0° y 4°C, y los relacionados con pruebas electroforéti-
cas, actividad enzimdtica y cantidad de proteina, se hicieron

por duplicado.
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METODOS

1. EXTRACCION.

Los insectos fueron homogeneizados en una licuadora Ultraturrax
durante 5 min., con 300 ml de una solucién de sacarosa 0.25 M
y el homogenado se filtré a través de una gasa doblada cuatro
veces, descartédndose los residuos. El filtrado se centrifugd

a 4,600 g durante 15 min. en Ultracentr¥fuga Beckman L-2 RV.
El sobrenadante obtenido, se filtré de nuevo por gasa doblada,
centrifugdndose de nuevo a 78,480 xg. El primero y segundo se-
dimento de ambas centrifugaciones fueron descartados. Al so-
brenadante final se le midid el pH (5) y se concentré por lio-
filizacidén. Posteriormente se dializd contra cuatro litos de
buffer de fosfatos de sodio 0.02 M (pH 6.2) a flujo continuo
de 5 ml/min. (19). Una vez dializado, se determiné cantidad de
proteina y se liofilizd hasta sequedad. A este producto seco,
se le denomindé EXTRACTO CRUDO (fig. 3).

Todos los andlisis de proteina fueron realizados por el método

de Lowry y col. (20).

2. IDENTIFICACIONES ENZIMATICAS.

Se realiz6 una exploracidn cualitativa para algunas enzimas
relacionadas con el metabolismo de carbohidratos en el Extrac-
to Crudo. Las enzimas a identificar fueron: hexoquinasa, in-
vertasa, fosfogluco isomerasa y fosfomanosa isomerasa.

Para las identificaciones de las tres primeras enzimas, se uti-

1iz6 un sistema acoplado a la enzima glucosa-6-fosfato deshi-
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Insectos

Homogenizado (0.25 M sacarosa)

Filtrar
|
Residuos Filtrado
(se descartan) I
Centrifugar
4,600xg, 4°C, 15 min.
Sedimentos I Sobrenadante

(se descartan)

I1
Centrifugar
78,4880xqg,
4°C, 40 min.

l

Sedimentos II Sobrenadante
(se descartan (Extracto
crudo)

FIG. 3. Esquema de extraccién de la porcién soluble del insecto

C. albolineatus.



drogenasa, adicionada en exceso, con el fin de transformar r&-
pidamente toda la glucosa-6-P producida por la actividad de
estas enzimas, hacia la correspondiente 6-P-glucono—$lactona,
dando origen a la formacién de NADPH- que puede ser determina-
da cuantitativamente por la absorcibén que presenta a 340 nm.

A continuacibén se indican los sistemas de acoplamiento utili-
zados en el andlisis enzimdtico del extracto crudo. Los nime-
ros encerrados en circulos, corresponden a las enzimas que ca-

talizan cada reaccibn:

Sacarosa
(1b)
Fructosa

+

Glucosa Fructosa-6-P

ATP
Glucosa+ ATP <: (ap////
\(mz ADP (1c)
’D Glucosa-6-P
ADP

NADP

(2)
NADPH

6-P-glucono- lactona
1. Hexoquinasa comercial acoplante.
la. Hexoquinasa de extracto crudo.
1b. Invertasa de extracto crudo.
lc. Fosfogluco isomerasa de extracto crudo.

2. Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa comercial acoplante.

Para el andlisis de invertasa, utilizamos hexoquinasa comer-

cial como una enzima acoplante nmds, con el fin de aumentar
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la actividad de la hexoquinasa proveniente del extracto crudo.
En todas las determinaciones realizadas se mantuvieron cons-
tantes las concentraciones de enzima acoplante, extracto cru-
do, NADP, y los substratos correspondientes: (glucosa, sacaro-
sa, y fructosa-6-P) utilizdndose un buffer de fosfatos de so-
dio 0.05 M (pH 7.0).

Las 'incubaciones enzimdticas se realizaron de la siguiente

manera:

Para hexoquinasa se tomaron 0.5 ml de cada una de las siguien-
tes soluciones:
Glucosa 0.05 M, glucosa-6-P deshidrogenasa (10 mg/ml),

ATP (10 mg/ml), NADP (2 mg/ml), MgCl, (0.01 M), buffer de

2
fosfatos (0.05 M pH de 7.0), extracto crudo (10 mg/ml).

Para invertasa se tomaron 0.5 ml de cada una de las soluciones
que mencionamos a continuacidn:

Sacarosa 0.5 M, glucosa-6-P deshidrogenasa, MgCl2 (0.01
M), buffer de fosfatos, ATP, NADP y extracto crudo se tomaron
en las mismas condiciones que en la incubacibdn anterior. La
hexoguinasa adicionada se tomd de una solucibén stock que con-

tenia 10 mg/ml.

La incubacidn para fosfoglucoisomerasa contenia los siguientes
materiales:

Buffer de fosfatos (pH 7.0 0.05 M) 1.0 ml, fructosa-6-P
1.0 ml, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (10 ng/ml) 0.5 ml,

NADP (2 mg/ml) 0.5 ml, MgC12 (0.01 M) 0.5 nl, extracto crudo

(10 mg/ml) 0.5 ml.
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La actividad especifica quedd definida como la cantidad de en-
zima que originaba la conversibén de un micromol de substrato
por minuto bajo las condiciones expuestas. Esta quedd expresa-

da en términos de unidades de enzima/mg de proteina (18).

Andlisis para presencia de fosfomanosa isomerasa.

El método se basa en la determinacién colorimétrica de D-fruc-
tosa formada a partir de D-manosa (13).

D-manosa-6-P i—s--qm-gz-eﬁi’l-bo--fructosa-é-P

—ee
La identificacién de la fructosa-6-P formada se realiza median-
te el método de Roe (21), que consiste en la deshidratacién de
la fructosa con HCl, desarrolldndose un color rojo cereza que
se logra en presencia de resorcinol alcohblico. El alcohol en
este caso, se utiliza como disolvente del compuesto rojo for-

mado.

La actividad especffica se definibé como la cantidad de enzima
que causa la conversibén de 1 umol de manosa a fructosa por mi-
nuto bajo las condiciones descritas. La actividad especifica

es expresada en términos de unidades por miligramo de proteina.

3. ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA.

Para el andlisis electroforético de las proteinas obtenidas en
el desarrollo de este trabajo, se utilizaron geles de acrilami-
da al 5%, haciéndose las determinaciones considerando:

1) Los efectos de carga de la proteina y

2) el tamano o peso molecular de las mismas.
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1) . Electroforesis por carga.
Esta se realiz6 en medio bdsico a pH 8.2 con el fin de obtener
una carga negativa neta en la proteina. Los geles se prepara-
ron de la manera siguiente:
Materiales:
a) Acrilamida 30 g.
N,N' metilénbisacrilamida 1 g
Agua 150 ml
b) N,N,N'N' tetrametiléndiamina diluido al 0.01%
c) Persulfato de amonio al 0.14%
d) Buffer tris-glicina 0.5 M pH 8.4
Se mezclaron las soluciones en el siguiente orden y proporcidn:
solucibén : a) 6 ml

b) 3 ml

c) 12 ml

d) 3 ml
Se llenaron los tubos de electroforesis (7 mm de didmetro por
75 mm de largo), hasta tres cuartas partes de su volumen, adi-
ciondndoles una o dos gotas de agua sobre la superficie de la
mezcla en vias de polimerizacibén, para evitar la formacién del
menisco. Una vez montadas las columnas conteniendo el gel, en
el aparato de electroforesis, se aplicd la muestra mezclada
previamente con una solucibn de sacarosa, con el fin de evitar
la difusibn de la proteina. El buffer para electroforesis, fué
el mismo que se utilizd en la preparacibén de los geles, pero
diluido a una molaridad final de 0.001 M. Con el fin de se-

gair el curso de la electroforesis, se adicioné a la muestra
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cerca de 5 ul de azul de bromo fencl al 0.05%. Una vez termina-
da la electroforesis se procedid a tenir los geles extrayéndo-
los primero, mediante el uso de una jeringa hipodérmica y colo-
cédndolos en tubos de ensaye con amido negro al 1% en solucibn
acética al 4% -etanol al 10%, durante 15 minutos. Posteriormen-
te se destifieron con &cido acético al 4% por electroforesis, y
se conservaron los geles en tubos de ensayo conteniendo esta

solucidn.

2). Electroforesis por peso molecular.

Se siguib el método recomendado por Dunker y Ruecket (22) en el
gue se carga a la proteina negativamente al formarse un comple-
jo micelar con el dodecil sulfato de sodio (SDS), utilizéndose
en la electroforesis un buffer de pH 7.2. Los geles fueron
preparados siguiendo las indicaciones anteriores; excepto el
buffer que fué de fosfatos de sodio pH 7.0 (0.1 M) en un volu-
men de 20 ml, y 0.1 ml de solucibén de SDS al 20%. Las muestras
por analizar se incubaron con una cantidad igual de urea 8 M
(100 pl), 0.05 ml de una solucibén de SDS al 20% y 0.01 ml de
B-mercaptoetanol, durante 30 minutos a 45°C. La tincibn se hi-
zo con amido negro en las mismas condiciones anteriores, y los
geles se destiferon dializdndolos contra una solucién acética

al 7% durante toda la noche.

4. CROMATOGRAFIA EN GEL DE SEPHADEX.

El primer paso de purificacidén en el extracto crudo, consistif
en pasarlo por una columna de gel. En esta ocasibn se utiliz6
Sephadex G-75, el cual se dej6é hinchar en solucibén de fosfato

de sodio 0.01 M pH 6.2 durante 24 horas.
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Se montd en una columna provista de camisa refrigerante, de
las siguientes dimensiones: 2.5 x 75 cm, y con un volumen de
cama de sephadex de 206 ml. El volumen de elucibén de la colum-
na se determin6 con la ayuda de dextrana azul al 2% obtenien-
dose un volumen de 51 ml, a una velocidad de flujo de 3.4
ml/min.

Una vez estabilizada la columna con buffer de fosfato de sodio
0.01 M (pH 6.2{, se aplicaron 350 mg de extracto crudo, em-
pleando para el desarrollo de la cromatografia el mismo buffer
estabilizador. La elucién de la protefina fué seguida por la
absorcidén a 280 nm. Se determiné la cantidade de proteina por
método de Lowry a cada una de las fraéciones eluidas, asi como
su actividad enzimftica para fosfoglucoisomerasa, en las mis-
mas condiciones que para el extracto crudo. Una vez realizadas
estas determinaciones, que se dializaron y liofilizaron a se-

quedad.

5. CROMATOGRAFIA EN DEAE-SEPHADEX.

La fraccibn con médxima actividad para fosfoglucoisomerasa, se
sometié a purificacibén con el propésito de aislar la enzima,
uséndose ahora una columna de DEAE-Sephadex A-50; este material
posee una matriz de dextranas entrecruzadas que contienen una
red tridimensional de polisaclridos a los cuales estdn unidos
los grupos funcionales por enlaces tipo éster. Esta resina in-

tercambiadora es de cardcter débilmente bdsico con el grupo

: s ; . 4+
funcional dietilaminoetil (- C2H4N (CZHS)ZH)'

La columna (35 x 1 cm) presenté una velocidad de flujo de 4.2

ml/hr y fué estabilizada con buffer de fosfato de sodio 0.02 M
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(pH 6.2).

Se aplicaron 239 mg de proteina y la cromatografia se desarro-
116 con un gradiente creciente de buffer de fosfatos de sodio
(pH 6.2) desde 0.001 hasta 0.4 M, colecté&ndose en fracciones

de 2.1 ml. La elucibn de la proteina fué seqguida por la ab-
sorcibén a 280 nm.

Una vez realizada la cromatografia, se determind actividad pa-
ra fosfoglucoisomerasa en las fracciones eluidas, con el mé&to-
do utilizado para el extracto crudo. Posteriormente fueron dia-

lizadas contra el mismo buffer de cromatografia (10-3 M) y lio-

filizadas hasta sequedad.



RESULTADOS
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1. EXTRACCION.
Durante el proceso de extraccibn para la separacibén del mate-
rial soluble del insecto (Fig. 3 de mé&todos y materiales), se

observaron los siguientes sedimentos:

— sobrenadante ———___

material céreo —_—

— grénulos

Sedimento I Sedimento II

FIG. 4. Sedimentos obtenidos en el proceso de centrifugacibn
de la porcién soluble del insecto. Estos sedimentos fueron
descartados.

El primer sedimento obtenido a baja velocidad (4,600 x g) pre-
sentd grénulos y un s6lido de aspecto céreo; en el segundo
(78,480 x g), sblo se hallaba este Gltimo, lo que indicd que
no sediment6 completamente en el primer paso. Estos dos sedi-
mentos fueron descartados. En ambos casos el sobrenadante era
de color rojizo; el segundo sobrenadante (extracto crudo) pre-
senté un pH de 5.0, eligiéndose por tal motivo una solucidn
reguladora de pH 6.2 con el prop6sito de evitar cambios drés-
ticos en el pH del insecto, durante la didlisis del mismo.
Esper&bamos que por didlisis se eliminara en parte el color
que lo caracterizaba, sin embargo, el extracto crudo no pre-
sent6 cambio aparente en la coloracibn, lo que sugiere que el
pigmento sea de un tamafio tal que no le permite ser excluido

por este método.



- 31 =

De los andlisis de proteina, se encontr6 que un 4.4% del extrac-
to crudo correspondfa a proteina (o sea un 0.07% tomando como
base el peso total de insectos colectados). Los datos encontra-
dos sobre proteina total en el extracto crudo son mostrados en

la siguiente tabla:

Tabla 1. Relacién de proteinas totales en el extracto crudo.

Cantidad de proteinas Porcentaje relativo
19) (%)
Extracto crudo 26.07 100

Proteina total en extracto
crudo 0.927 4.4
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2. ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA DEL EXTRACTO CRUDO.
Enseguida se pro¢edibé a realizar electroforesis en geles de acri-
lamida al 5% por los métodos ya descritos. Se aprecia (Fig. 5)
que cuando la electroforesis se realiza por carga, que adquiere
la proteina en medio bédsico, s6lo se presentan 5 bandas, no asi
al efectuarse por pesos moleculares, en la cual el nfimero as-
ciende a siete bandas (Fig. 5b) en un rango por arriba de 60,000
daltones de peso molecular (Fib. 5c). Este dltimo resultado dib
una idea aproximada sobre el contenido de proteinas presentes

en el extracto crudo, y nos permitif6 elegir el material de cro-
matografia para el siguiente paso a realizar: Separacién de las

proteinas del extracto crudo por cromatografia en gel de sepha-

dex.

(a) (b) (c)

FIG. 5. Electroforesis del extracto crudo: (a) por carga en-
medio bdsico. (b) por peso molecular. En ambas electroforesis
se observ6 que durante el desarrollo de las mismas, se presen-
taba la migracibén de una banda roja (pigmentacibn caracteristi-
ca del extracto crudo), que aparecia tefiida con amido negro.

(c) patrones de comparacién en la electroforesis por pesos mo=

leculares: 1. albfimina (66,000); 2. tripsina (23,000 de p.m.)
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3. IDENTIFICACIONES ENZIMATICAS DEL EXTRACTO CRUDO.
Posteriormente al andlisis electroforé&tico del extracto crudo,
realizamos en el mismo, las determinaciones enzimdticas para
hexoquinasa, invertasa, fosfoglucoisomerasa, y fosfomanosa
isomerasa utilizando los métodos analiticos ya descritos. Los

resultados de actividades son mostrados en la siguiente tabla:

Tabla 2. Actividades relativas de las enzimas hexoquinasa, in-
vertasa, fosfoglucoisomerasa, y fosfomanosa isomerasa del ex-
tracto crudo. Las actividades especificas estén expresadas en
umoles de substrato transformando/min/mg de proteina en el ex-

tracto crudo.

Reaccidn catalizada

en extracto crudo por: Actividad especifica Actividad total
(umoles/min/mg) (unidades)
HEXOQUINASA 7.6 x 107° 7.04
INVERTASA 14.3 x 1073 13.00
FOSFOGLUCOISOMERASA 25.0 x 1073 23.17
FOSFOMANOSA ISOMERASA 5,0 % 10—3 4.6

Como puede apreciarse, los valores mds altos de actividad corres-
ponden a la fosfoglucoisomerasa, por lo que procedimos al aisla-

miento de esta enzima del extracto crudc.
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4. CROMATOGRAFIA EN GEL DE SEPHADEX.

Una vez efectuado el andlisis de actividad enzimdtica y, sabien-
do que se tenia en el extracto crudo proteinas de peso molecular
elevado, procedimos a cromatografiar una porcidn del extracto
crudo en Sephadex G-75.

Durante el desarrollo de la cromatografia pudimos observar la
separacidn de cuatro zonas coloridas. Como se muestra en la fi-
gura 6, estas bandas presentaban coloraciones que iban desde

una tonalidad ligeramente café& hasta una zona completamente ama-

aggm== zona café rojizo

rillas

-gfm 7ONa rojiza

W zona café

FIG. 6. Desarrollo de la cromatografia del extracto crudo, en

la gque se aprecian distintas zonas coloridas.

La elucibén de la cromatografia fué seguida a 280 nm. En la si-
guiente gr&fica (Fig. 7), se muestran las fracciones obtenidas,
las cuales fueron numeradas por orden de aparicién (I, II, TIII
y IV). La dltima zona que eluyd de la columna, constituyd la
fraccién F IV. Esta presentaba gran tonalidad amarilla, y mos-
tr6 gran retencidén a la columna.

Con el propbsito de conocer el valor total de proteina conteni-

da en cada fraccibn, se procedid a determinar la cantidad de
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Fig.7 Cromatografia en columna de Sephadex G-7%. Se aprecia la separacion de cuatro bandas
principales del extracto crudo (350mg.) Las lecturas se hicieron a 280 nm.
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proteina por el método de Lowry (20). En la tabla 3, se muestran

los valores obtenidos:

Tabla 3. Determinacidn de cantidad de proteina de fracciones ob-
tenidas de la cromatografia del extracto crudo en Se-
phadex G-75. Se aplicaron 350 mg de extracto crudo

(15.4 mg de proteina por método de Lowry).

Fraccibn Proteina total (mg)
L 6.24
II 7.08
III 1.04
v =

Como se aprecia en la tabla anterior, la fraccién FIV, no se
presentd proteina detectable por el método quimico utilizado.
Este hecho, la gran tonalidad amarilla y retencibén que mostré
durante la cromatografia, llamé nuestra atencibn y se decidib
comparar su espectro de absorcién en las zonas ultravioleta y
visible, con el de un compuesto aislado del mismo insecto (4) y
conocido como &cido ceroalbolinico.

En la figura 8, se muestra la grédfica de absorcibén en la regibén
uv. de la fraccibén FIV y el &cido ceroalbolinico, donde se
aprecian los mdximos de absorcidn que presentaron ambas muestras
a 292 y 215 nm. Esto demuestra que gran parte de la pigmentacibn
presente en el extracto crudo, se debe a la presencia de este
pigmento, el &cido ceroalbolinico, el cual interfiere en gran

proporcidn, en la identificacién de proteinas por métodos espec-

trofotométricos. Este pigmento, es una antraquinosa soluble en
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Espectro en la regibn ultravioleta de las muestras antraquinona (2) y Fraccibn IV (1)
obtenidas del insecto C. albolineatus, en el que se observa: bandas de absorcidn semejantes.




agua, de gran cardcter aromdtico (C PM = 330) lo que

16M10%7
explica la dificultad para ser excluido por didlisis y la gran
retencidén que mostrd en la cromatografia en gel de dextrana
(Sephadex G-75), ya que compuestos de cardcter aromitico pre-
sentan interacciones con materiales de esta naturaleza.
Posteriormente, se procedidé a determinar actividad enzimdtica
para cada una de las fracciones obtenidas. La figura 9 muestra
las velocidades iniciales de actividad para fosfoglucoisomerasa,

en la cual destaca la fraccién F-II con mayor actividad por lo

que se eligid para su subsecuente purificacién.

5. CROMATOGRAFIA EN DEAE~-SEPHADEX.

El siguiente paso para la purificacibén de la fraccibén F-II,
conteniendo la mayor actividad enzimdtica para fosfoglucoisome-
rasa, consistid en pasarla por una columna de DEAE- SEPHADEX-A-
50. El resultado de esta cromatografia se observa en la figura
10.Como se puede apreciar, la enzima se encuentra en la primera
fraccién eluida de la columna (a la cual se le llamd FIIa); se
observa asi mismo, que la curva de actividad se encuentra lige-
ramente recorrida, lo que indica alguna contaminacién. Esto se
debe a que la FIIa presentaba aln una ligera coloracibén amari-
lla (semejante a la tonalidad que presentaba la FIV), no obs-
tante que la cromatografia fué de cardcter de intercambio ibni-
co.

Con el fin de intentar una separacidn 6ptima del pigmento y la
enzima, realizamos otro experimento con una porcibn de la
fraccién FII utilizando las condiciones reportadas en los tra-

bajos de Reitel (23), las que consisten en cromatografiar la
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ésta enzima.
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enzima por DEAE-celulosa, con un buffer de tris-acetato en
gradiente de 0.001 M a 0.4 M y pH 7.3. Encontramos que la en-
zima eluia en la primera fraccidn, peroc con pérdida en acti-

vidad, por lo que se decidid descartar esta técnica.

Un resumen de los resultados de la purificacidn efectuada pa-

ra la fosfoglucoisomerasa son mostrados en la siguiente tabla:

Tabla 3. Purificacién de la enzima fosfoglucoisomerasa de la
porcifén soluble del insecto C. albolineatus.

Fraccibn Proteina total Actividad Actividad Purificacidn
(mg) especifica total

(umoles/min/mg) (unidades)

1.Extracto -3

crudo 927.08 25x10 2317 1
2.Sephadex~ -3

G=75 (FPII) 7.08 37x10 0.297 1.48
3.DEAE-Seph. -3

(FIIa) 3:25 46.6x10 0139 1.84

AlGn cuando la enzima fosfoglucoisomerasa de la fraccién IIa, se
encontraba ligeramente contaminada con el pigmento amarillo, los
datos de la tabla anterior, muestran que la actividad ascendid

ligeramente, a medida que se avanzaba en su purificacién.

6. ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA AL 5% DE FIIa.

Con el propésito de comprobar la homogeneidad de la fraccidn
FIIa que contenia la mdxima actividad para fosfoglucoisomerasa,
se pasd una nuestra de esta fraccidn por electroforesis en gel

de acrilamida al 5% utilizéndose el método de peso molecular
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descrito en la metodologia de este trabajo. Simultdneamente,
se aplicd una muestra de fosfoglucoisomerasa de msculo de
conejo como proteina patrén, en las mismas condiciones que
la muestra por analizar (FIIa).

En la siguiente figura se muestran los resultados obfenidos

en la electroforesis:

mr mr

F-IIa fosfoglucoisomerasa

comercial

FIG. 7. Electroforesis en gel de acrilamida al 5% de las
muestras FIIa y fosfoglucoisomerasa de misculo de conejo.
Condiciones experimentales: 6mA por gel, tiempo: 3hs. Movili-
dad relativa de FIIa: 2.5 cm; movilidad relativa de fosfogluco-

isomerasa de conejo: 2.4 cm.

Como puede apreciarse, la presencia de una sola banda en el
gel correspondiente a la fraccidén FIIa, da un indicio de homo=
geneidad de la muestra purificada; su correlacibén con la fos-

foglucoisomerasa comercial, de mfisculo de conejo utilizado como

patrén, permite proponer que el peso molecular de la enzima



- 42 -

fosfoglucoisomerasa del insecto es cercano a 125 000 (como se
reporta para enzima de misculo de conejo) (13). Este resulta-
do muestra que la enzima se encontraba completamente aislada
del extracto crudo. Sin embargo, la ligera coloracidén amari-
lla que presentaba nuestra enzima, did motivo para intentar

un nuevo método que permitiera su eliminacidén. Probamos el
método por electroforesis recomendado por Weber y Osborn (24),
que consiste en eluir la proteina del gel con dodecil sulfato
de sodio (SDS 1%), a 37°C, y precipitarla con acetona fria; el
precipitado se redisuelve en HCl 12 N, transfirié&ndose a un
tubo para hidrdlisis, con el propdsito de preparar la muestra
para un andlisis de aminodcidos, esperando que el pigmento
contaminante quedard en la solucibén de acetona. Realizamos to-
dos los pasos anteriores, y al redisolver nuestra muestra eﬁ
&cido clorhidrico, se presentd de nuevo la coloracién amarilla
que contaminaba la fraccibén. Este resultado sugiere que las
movilidades del pigmento y enzima son iguales, form&ndose una
probable asociacifn enzima-pigmento, extraha para enzimas per-

tenecientes al ciclo de la glucélisis.
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CONCLUSIONES

De los resultados descritos anteriormente, podemos concluir lo

siguiente:

1. Encontramos actividad para las enzimas invertasa, hexoquina-
sa, fosfoglucoisomerasa y fosfomanosa isomerasa, de las que la

fosfoglucoisomerasa presentd mayor actividad.

2. El peso molecular que presentd la fosfoglucoisomerasa del
insecto, es similar al observado por la misma enzima provenien-

te de mfisculo de conejo (125,000).

3. La enzima presenta una relacién no identificada en este tra-
bajo, con un pigmento presente en el insecto: el dcido ceroal-

bolinico.

4. Aln cuando la purificacibn se considera parcial por la pre-
sencia del pigmento, los resultados de actividad sugieren que

el pigmento no altera las propiedades cataliticas de la enzima.

5. La dificultad encontrada para la separacidn del pigmento y
la enzima, sugiere que se trate de una asociacibn directa, lo

que representa un tema mds de investigacidn.
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