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RESUMEN

La uricasa, es una enzima peroxisomal que cataliza la oxi-
dacidén del &cido urico a alantoina durante el catabolismo de las
purinas. En vertebrados esta presente en el higado de la mayoria
de las especies de peces, anfibios y mamiferos; pero su actividad
enzimatica estad ausente en los hominoideos. En e] presente tra-
bajo se realizaron analisis por inmuncelectrotransferencia en
estudios comparativos tendientes a determinar homologia entre
ur icasas de diferentes especies animales. Con la vtilizacion de
anticuerpos dirigidos contra uricasa de higado de rata, se demos-
tré por vez primera inmunorreactividad cruzada entre las uricasas
presentes en higados de especies de vertebrados en el rango de la
escala evolutiva desde peces hasta primates (macaco). Laos resul-
tados indican que las wuricasas de los peroxisomas hepaticos de
las diferentes especies estudiadas tienen wun origen evolutivo
COomuin. Esta <conclusiétn es apovada también por la localizacion
tisular y subcelular idénticas Yy por la similitud en los pesocs
moleculares que exhiben esas uricasas. El estudio se extendid
ademas al analisis de muestras de higado humanoc. Usando e£] mismo
procedimiento, pero con un sistema de deteccidn mas sensible
(fosfatasa alcalina en lugar de peroxidasa), no se detectf inmu-
norreactividad del suerc anti-uricasa de rata con alguna proteina
de higados humanos fetales o adultes. Esto suglere que el evento
mutacional responsable de |la pérdida de actividad de uricasa du-
rante la evoluclén de los heominoidecos, no permite ila produccioén

de un RNA mensajero para uricasa traduscible,



INTRODUCCION.

ElI avance gque ha tenido ia biologia melecular en nuestros
dias ha permitido abordar deasde otros enfogques y a diferentes
niveles, problemas que como el de la evolucibétn biolédgica habian
gsido estudiados en base a los caracteres fenotipicos conspilcuos
de los organismos.

Entendiendo la evolucidn como el reflejo de cambios heredi-
tarios causados por mutaciones, por los efectos de la seleccion
natural ¥y la accitn de la deriva genética, ha sido posible estu-
diarla a su nivel molecular. En este nivel, lags mutaciones, como
causa primaria de evolucién (1), pueden ocurrir en las regiones
de control o en las regiones estructurales de los genes, y su
potencialidad de establecerse en el genoma se encuentra determi-
nada por las consecuencias de esa alteraciom en la estructura y
en la funcién de la proteina afectada (2-4).

En tiempos recientes se han desarrollado técnicas capaces de
determinar las secuencias de los aminoacidos en las proteinas y
de los nucledtidos en los genes. Tal logro ha permitido el analil-
g2is finc de genes y proteinas, ¥y contra 1o que se esperaba por
los conocimientos en evolucian morfolégica (5, 6), se ha democs-
trado que la velocidad de substitucibén de aminocacidos en protei-
nas haomflogas de diferentes lineas filéticas, es aproximadamente
constante (2). Tomando como referencia las divergencias evoluti-
vas datadas a partir de estudios paleontoldgicos y con apoyo en
la constancia apreximada en la tasa de evoluciétn molecular, se
llegé a la formulacién de la hipétesis del reloj molecular (7).
En base a esta hipétesis, ha sido posible determinar las relacio-
nes filéticas entre organismos por la divergenclia en la estruc-
turs primaria de proteinas y genes homélogos (4).

A diferencia de los anallslis de secuenclila de aminoacidos, un
enfoque indirecto para el estudio de la evalucidn de proteinas lo
constituye el uso de anticuerpos en ensayos de inmunorreactividad
cruzada. El gradao de inmunorreactividad cruzada refleja el grado
de conservacién evolutiva de las proteinas, pues es3ta dada en

funcién de la similitud estructural que éstas guarden entre si.
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Ademas de las alteraciones estructurales, las mutaciones
pueden afectar la expresidén genética a diferentes niveles. Asi
podemos tener alteraciones en la transcripcién; el procesamiento,
el transporte del RNA mensajero al citoplasma y su establlilidad;
en los mecanismaos de traducciétn y sain en mecanismos de regulacidan
postraduccional (fig.1)., Es evidente, entonces, gue existen si-
tios maltiples en 1a regulacifon de la expresion genética (8), en
los que las mutaciones pueden alterar 1 funcionamiento normal de
los genes o causar su inactivacion, dando lugar a genes no expre-
sables que si no presentan copias funcionales en el genoma, los
hemos denominado "genes féGsiles™.

Los cambics ocurridos en las regiones estructurales de los
genes o0 en sus regiones de control estan limitadds en gran medida
por sus consecuencias en el funcionamiento normal de la magquina-

ria metabolica de losgs organismos. De tal modo gque si las altera-

Promtor Intrén Exén

1 TRANSCRIPCION
L/’—\\—f4‘-\\-ﬂf—\\HJI’—\\“"’-\\f/’—\\JTnmur“m
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TRANSPORTE

‘) ( Mesbrana Muclear

CITOPLASMA -Jf’—\\\_/”—\\g,//’—‘\\-"’—-\\h
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Figura 1. Flujo de la informacién genética.
Modificado de Darnell et al, (8).



ciones producen efectos marcada-

mente desfavorables, seran elimina-

dos por selecclén natural. Se tiene

registro, no obstante, de segundas

mutaciones, cuyo efecto compensato-

ric hace posible el establecimiento

genético de mutaciones que por si

solas serian deletéreas (9).

En los vertebrados, la uricasa
(Urato: exXxigeno oxidoreductasa,
E.C. 1.7.3.3.) es la enzima parti-
cipante en la wvia degradativa de

cataliza la conver-
del

2).

fas purinas que
Acido Aarico en

Su

sidn oxidativa

alantoina (fig. tuncléan es

de especial importancia por sus

implicaciones en los mecanlismos de

excresion de los desechos nitroge-

nados. En los hominoideos,

delecion genética causéb
(fig. 3>(10),
se perdidé la actividad de
grupo de

primates, se

venta jas adaptativas que ello representa.

sugerido que el aumento en

ausencia de la uricasa,

intelectual de los hominoideos
estructuraimente simitlar a
como neuroestimulante (11). La
ampliamente aceptada,
séricos de

los hominecideos y a disminuir

hip6tesis se fundamenta en que
propledades antioxidantes (13, 14),
nismo contra radicales libres,

biolégicas tiene implicaciones en
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que
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1as
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los niveles basales de acido farico por
la capacidad
acido hGrico,
puede actuar
que ha sido mas
los niveles
Ia vida media de

Esta

el aclido fdrico posee marcadas
por lo que protege al orga-
cuyo efecto en macromoléculas

cancer



y en el envejecimiento (12).

El presente trabajo constituye una aproximaciotn al entendi-
miento de los fentmenos involucrados en la pérdida de 1a uricasa
en el humano. En é) s analizaron por vez primera extractos de
higado humaneo fetal y adulto para determinar la presencia o au-
sencia de secuenclas polipeptidicas homdlogas a la uricasa de
mamiferos. Ademas, se estudib la conservacitn evolutiva de la
uricasa en lecs vertebrados por el andiisis de sus propiedades

antigénicas.

PLATYRRHINI CERCOPITECOIDEDS HOMINOIDEOS
MOROS DEL NUEVG WUNDO MONOS DEL VIEJO MUNDO SIMIOS ¥ HUMAND
= » ]

30 m.n. \

PERDIDA DE
LA URICASA

Flgura 3. Filograma de Jos antropoldeos.
m.a.= millones de afnoa. Modificado de
Friedman et al. ¢10).



ANTECEDENTES.

La urfcasa es una cuproproteina
(15) que se localliza en los peroxiso-
mas de las células hepaticas de la
mayoria de los mamiferos. Se sinte-
tiza en polisomas libres en el clto-
plasma (16) y sSe encuentra formando
parte de un cristal o nucleoclide (17)
(fig. 4. En algunas especies la
uricasa ha sido detectada también en
el rindén (18, 19).

Entre los wvertebrados, se ha
detectado la preéencia de la uricasa
en peces (20), en anfibios (18, 21),
en algunos reptiles acuaticos y en la

mayoria de los mamiferos, con excep- &1 B

g 1 N
& Ey 23
"k,ﬁ_' 5

cion de la chinchilla, el puercoespin
americano (18) ¥ los primates homi-

noideos (10, 22, 23).

Tomada de Lehninger (59).

Diverscs estudios realizados c¢con uricasas de varias espe-
cies, desde bacterias hasta mamiferos, han revelado gque su peso
malecular fluctida alrededor de 120 Kilodaltones (Kd) para la
forma nativa, la cual esta constlituida por cuatro gsubunidades
cuyo peso individual es de aproximadamente 32 Kd (tabla 1). Lo
anterior, aunado al hecho de que las uricasas estudiadas muestran
la migma localizaci6tn subcelular, ¥y en el caso de los vertebrados
la misma especificidad de tejido, puede ser indicativo de homolo-
gia ¥y de un alto grado de conservacion de la estructura primaria
de la enzima al través de la evolucidén. En experimentos con enfo-
que comparativo, se ha anallzado la inmunorreactjividad cruzada de

antisueros dirigidos contra la uricasa de Rana catesbeiana, con

las uricasas de algunos peces, anfiblos y mamiferos en ensayoe de
doble inmunodifusion en gel (24). Con este sistema se pudo detec-
tar reaccldn cruzada scolamente c¢con otras uricasas de anfibios;

mas no con la de peces o mamiferos. Estos resul tados no descartan

8

Figura 4. Peroxisoma de higado de rata.



Tablia 1, Pesos mpoleculares de uricasas de diferentes especies.

Peso molecular (Kd)

Especie Referencis
Tetramero| MonGmero®

cerdo 125 3z Pitts at al. (44).

rata 3z Watanabe et a!. (27).
bovino 125 Leone (55).

trucha 150 a2.5 Kinsalls at al. (20).
caballa 127 Noguchi et al. (56).
nodllos de a3 Larsen y Jochimsen (7).
saya

Bacillus 140 Hahler (58).

fastidiosus

*Peso molecular determinado en gel de poliacrilamida-SDS.

que exista homoiogia entre las uricasas de esas clases de verte-

brados, dada la baja sensibilidad del m#todo utilizado.

Por otro iado, se ha demostirado una marcada correlacion
entre la presencia del cristal ¥y 'la presencia de la actividad de
uricasa (17, 25, 26); aunque existen datos aislados de especies
que poseen actividad de la uricasa sin mostrar el cristal y vice-
versa (18). En este sentido, Watanabe y colaboradores (27) demos-

traron que existe en el cristal de peroxisomas de hepatocitos de

rata, al mencs una proteina distinta de la uricasa que forma la

estructura del mismo, ¥y que podria dar origen al cristal ocbser-
vado en algunas especies que carecen de la actividad de la enzi-
ma.

Por numerosos estudios, se sabe que las cédlulas hepaticas
humanas poseen peroxisomas sin cristal, en concordaclia con la
ausencia de actividad de wuricasa (10, 22, 23). Sin embargo, se
han encontrado peroxisomas con Inclusiones cristaloides en higado
fetal humano (28 y en higado de enfermos con colestasis idicpa-
tica recurrente (29), Por haberse realizado estos hallazgos du-
rante el degsarrollo de investigaciones con prop6sitos diferentes
al del presente trabajo, no se investigb acerca de la presencla
de la uricasa en esns casos.

Aunque infructuosamente, se han utilizado diversos procedi-

mientos para detectar la actividad de la uricasa en los homincoi-

9



depos ¥ en especial en el humano (10, 18). Sin embargo, no se han
investigado hasta ahora los mecanismos moleculares cuya conse-
cuencia es la ausenclia de esa actividad. Friedman y colaboradores
(103, utilizando un sensible ensayo radloquimico especifico para
la medicién de la actividad de la uricasa, obtuvieron evidencias
que sugieren que la pérdida de la enzima, 0o al menos la peéerdida
de la forma activa en los heominoideos, obedece a un evento muta-
cional Gnico en el tronco ancestral que dio origen a ios cinco
géneros que forman al grupo.

For los conocimientos acerca de los mecanismos de regulacidn
de la expresién genética, se pueden postular tres posibles expli-
caciones para la ausencia de la actividad de uricasa en el huma-
no:

a) El humano perdid el gen que codifica para la uricasa,.

h) El gen de la uricasa esta presente en el genoma humano;
pero esta inactivo por mutacicnes en su mecanismo de
expresiion.

c) E! gen para la sintesgis de uricasa es activo en el
humano: pero produce una enzima inactiva por efecto de
mutaciones estructurales.

El presente trabajo tuvo ¢como uno de sus objetivos el de

discriminar entre la tercera v las otras dos alternativas utili-

zando la técnica de la inmunolectrotransferencia (30), con la que
es posible 1a deteccitn de formas mutantes inactivas de enzimas
(31).

10



HIPOTESIS.

El presente trabajo partif de la suposicién de la existencia
de homologia entre las uricasas del higado de los vertebrados, lo
cual es susceptible de demostrar mediante el analisis de sus
propiedades antigénicas.

Ademas, dado que la ausencia de la actividad de la enzima en
un organismoe no excluye la presencia de secuencias génicas codi-
ficantes para ella, ni afdn de alguna forma inactiva de la misma,
es posible la presencia en el humanc de una proteina homéloga a
la uricasa demostrable por el analisis antigénicec de extractos

hepaticos humanos.

OBJETIVOS.,

El primero de los nbjetivos de este trabajo fue el de deter-
minar si existe homologia entre las uricasas del higado de dife-
rentes vertebrados.

Un segundo objetivo que se persiguidé fue e! de determinar la
presencia o ausencia de alguna proteina hombGloga a la uricasa de

rata en el higado humano.

11



METODOE,

Para determinar 1la homologia entre las uricasas de las di-
ferentes Clases de vertebrados que poseeen la enzima, se&e reallzs-
ron ensaygps de iInmuunorreactividad cruzada por inmunoelectro-
transferencia, pues esta técnlca permite el andlisis de losg anti-
genos por su pesoc molecular y provee una alta sensibilidad en la
deteccitn de proteinas. Con esta técnica se examinaron extractos
de higado enriquecidos en peroxisomas de especies de todas las
clases del Phylum.

Para realizar los analisis inmunolégicos, se purifict prime-
ramente la uricasa a partir de higado de rata, con esta proteina
pura en su forma desnaturalizada se indujo la produccién de anti-
cuerpos por Iinmuntizacidn a conejos. Una vez obtenlidao, caracteri-
zado y titulado, el suero anti-uricasa se utilizé para las inmu-

noelectrotransferencias.

De existir un producto del gen de 13 uricasa en el higado
humano, deberia presentar muy probablemente secuencias aminoaci-
dicas comunes c¢con las wuricasas de otros mamiferos. Por lo ante-
rior ¥ con el conocimiento de la especificidad de las reacciones
antigeno anticuerpo, se utilizdé también la metodologia de la in-
munoelectrotransferencia para la bdsqueda de proteinas homélogas
a la wuricasa de mamiferos en higado humano fetal y adulto. Para
ello se utilizdéd el mismo suero anti-uricasa citado en el parrafo

anterior.

A continuacion se describen los métodos utilizados para el

logro de los objetivos propuestos.

al. Purifiecaclion de uricasa de rata.

Para la purificacion de la uricasa se utilizaron higados
frescos de rata variedad Sprague-Dawley de animales con 24 horas

de ayuno. Se¢ sigulé basicamente el procedimlento descrito por

12



Watanabe y Suga (327 que congliste en los

giguientes pasos: |

1.- Homogenizar el higado en el Fotter- C_)
Elvehjem (fig. 5) en sacarosa 0.256 M
(S ml/gr) y anadir PHSF (foruro de ]
fenlil metil sulfonile) a una concen-
tracién final de 1 mM partiende de ;
una sojuciéon 100 mM en etanol. La iff_f-‘—f.a'.la'é:..‘iimo..
homogenizacibtn y los pasos subsecuen- E }
tes deben realizarse a una tempera-

EMBOLO DE
tura de 0-4°C. TEFLON

2..- Centrifugar a 3,300 x g durante diez 7 bﬁd TEI1DO
minutos, %%f

3.- Recentrifugar el sobrenadante a
12,500 x g por veinte minutcs. De es l;:,ii:i_sg]v::n;:i?mzador
te paso se cbtiene un precipitado que caonstituye la fraccién
de de Duve o fraccibin mitocondrial tigera (33).

4.- Resuspender el precipitadoc en ameortiguador de boratos 0.1 M
rH 9 conteniendo Tritén X-100 al 2% (3 ml de amortiguador
por gr de tejido original).

5.- Agitar durante L2 horas an plancha magnética.

6.- Centrifugar a 27,000 x g durante treinta minutos.

7.- Resuspender en amortiguador de carbonateog Q.1 M, pH 11 que
contenga sacarosa al 0.25 M (3 ml/gr de tejido >.

B.- Agitar durante una hora y centrifugar a 27,000 x g durante
treinta minutos.

8.- Dializar e] sobrenadante contra cinco litros de amortigua-
dor Tris 0.01 M pH 8 durante 12 horas.

10.- Centrifugar a 7,700 % g durante veinte minutos.

11.=

Resuspender el precipitado en amortiguador de carbonatos 0.1

M, pH 11 ¥ almacenar a —-20°C en glicerci al SO%.

i3



b). Obtencldédn de extractos de hagado.

be las especles por estudiar se obtuvieron muestras de hi-
gado para realizar los extractos que se utilizarian en la inmu-

noelectrotransferencia. Los higados de carpa {(Cyprinus <arpio),

bagre (lctalurus punctatus), besugo (Aplodinotus grunians) y ti-

lapla (Oreocchremis sp.), se obtuvieron de ejemplares frescos co-

lectados en la presa Cerra Prieto del Municipio de Linares, N.L.,
de donde fueron transportados en hielo hasta el laboratorioc para
su procesamiento.

La muestra de higado de la tortuga acuatica Pseudemys
scripta var. Taylori, procede de un ejemplar colectado en Cuatro-
ciénegas, Coash. ¥y sacrificado en el laboratorio para su procesa-

miento.

Los higados de ©pollo (Gallus gallus) y paloma (Columba

livia) se obtuvieron en el rastro municipal y de ejemplares co-
lectades en el Area metropolitana de Monterrey respectivamente.
Los higados de polio se transportaron en hielo y los de palema se
obtuvieron al sacrificar a los animales en el laboratorio.

.El higadeoe de macaco o mono Rhesus (Macaca mulatta) se ex-—
trajo quirdrgicamente ¥y bajo anestesia generai a un ejempiar ma-
cho del bioterio del Departamento de Farmacologia de 1a Facultad
de Medicina de la U.A.N.L..

Las muestras de higado humano fetal se obtuvieron de abortos
espontaneos y las de adulto de autopsias practicadas a cadéveres
reclentes en el Hospital Universitario de la Facultad de Medicina
de la U.A.N.L.. Debido a que es frecuente que en los casos de
aborto el producto sea expulsado en estado de descomposicibn, se
practict examen histolégico a las muestras (por personal del De-
partamento de Patologia del mismo hospital) para descartar aqué-
llas que mostraran signog de autalisis,.

De cada una de las muestras por estudiar, se obtuvo [a frac-
citn de de Duve que contiene a los peroxlisomas como se describe
en el inciso a de esta misma seccién (nimeres 1 al 3) y se resus-
pendiéd en amortiguador de carbonatos 0.2 M pH 11. A una parte se

anadid un volumen de glicerol y otra parte se disolvié en amorti-
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guador de muestra para electroforesis, misma que se someti6t a
ebulli{cién durante tres minutos. Las preparsclionez e almacenaron
a -20°C y 4°C respectivamente.

Para verificar el enriquecimliento en uricasa por su activi-
dad especifica de lazs muestras de egpecies que poseen la enzima,
ge obtuvieron ademéas, extractos proteicos totales al someter los
higados a lo siguliente: homogenizacién en =sacarpsa al ©0.25 M (2
ml/gr de te}idol); adiciétn de un volumen de agua destilada; homo-
genizaclién v adicién de 1/4 de volumen de amortiguador de carbo-
natog 1 M (pH 11). Al {gual que con las fracciones de de Duve, se
almacenaron alicuotas de cada extracto en glicern} al 50% ¥y en

amortiguador de muestra para electroforesis.

c). Determinacién de la zctividad enzimitica de la uricasa.

ia actividad de la uricasa en los homogenizades y extractos
purificados de la enzima se determing, como se describe ensegui-
da, por la disminucidtn de la absorbancia a 292 nm debida a la
oxidacibn enzimatica de el &cido Grico con la produceibn de slan-
toina.

El enzayo ge realiza en amortiguador de boratons 0.05 M, pH
8, pues a esa concentracidén se permite una raplda degradacién de
compuestos intermediarios que absorben luz a 292 nm y gue pueden
alterar las lecturas (34). La reacclén =ze 1inilecia por la adicldan
de la muestra a ensayar a2 2 ml de amortiguador conteniendo Acido
irico a una concentracién de 100 mM (15) y se mide la disminucion
de Ia densidad 6ptica ccurrlda a los cinco y diez minutos de ini-
ciada la reaccitn. La disminucién de la densaidad 6ptica es pro-
porcional a la cantidad de Acido Grico degradado por accioéon de la

enzima.
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d). Determinacién de cancentracidn de proteinag.

La medicibén de la concentraclén de proteinas en extractos vy
muestras purificadas se hizo por medio del método de Lowry (35) y

el modificado por Larson y colaboradorea (36).

Procedimiento (Lowry).

1i.- Hacer diluciones de la muestra ¥ ajustarlas a vollOmenes de
100 ul. Usar como referencia cantidades conocidas de alba-
mina sérica bovina {(de O a 100 ug) en el misme volumen para
construir una curva de calibracibn.

2.- Amadir 1 ml del reactivo C que se prepara con un volumen del
reactivo A (Sulfato de cobre 0.02 M y citrato de sodio 0.013
M) ¥y cincuenta voldmenes del reactivo B (Carbonato de sodio
0.18 M e Hidréxido de sodio 0.1 M). Agitar y dejar en reposo
durante 5 o 10 minutos.

3.- Anadir 100 ul del reactivo de Folin diluido en agua desti-
lada (1:2).
Agitar vigorosamente y después de treinta minutos leer ab-
sorbancia a 740 nm. El reactivo de Folin, lo mismo que el

reactivo €, se prepara al momento de usarse.

La modificaclién hecha al método de Lowry por Larson ¥y cola-
boradores consiste en la adiciétn de 1080 ul de ditiotreitol (DTT)
20 mM después de tres minutos de anadido el reactivo de Folin,
agitar rapidamente ¥ leer ensegulda la absorbancia a la misma
longitud de onda. Esta modificacifn disminuye e} tiempoc del en-
sayo y aumenta su sensibilidad pues el DTT aumenta la velocidad
de reduccidn del complejo fosfotungstato-molobdato del reactivao
de Folin con la concomitante produccién de el color azul. Esta
medificacibtn fue de utilidad cuando se determind la concentracién
de muestras de uricasa purificada pues se regquiere de menor can-

tidad de proteina para el ensayo.
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e). Electroforesis en gel de poliacrilamida-5DS.

Fara el analiais de logs homogenlzados y extractos de uricasa
se utilizf la electroforeslis en geles de polliacrilamida en pre-
sencia de SDS (dodecil sulfato de sodio) de acuerdo al procedil-
miento descrito por Laemmli (373. Se realizaron electroforesis
verticales en geleg discontinuos que consisten de un gel concen-
trador superior al 5% de poliacrilamida y uno de resolucién infe-
rior &ai 13 %.; partiendo en ambos casos de una solucitn madre de
Acrilamida al 30% v N,N’-bis-metilenacrilamida al 0.8 %.

La concentracién final de los reactivos incluidos en la pre-
paracion del gel se enlista a continuacién y posteriormente se

describe el procedimiento.

Gel concentrador Gel de resolucian
Poliacrilamida ....¢cc0.iceunnn 5.0 %  ceemesmanenw 13.0 %
TRIS wyisswizpeiangs 820w G R 125 mM siswsemwsens 375 mM
] (pH &.8) (pH 8.8)
BDS sxviwa it in N il s B IR RITwa O.1 %  seicssnsseni 0.1 %
Persulfato de amonio ..... erveae D125 % Lol 0.125 %
Tetramentilentiamina (TEMED)... 0.075 % ............ 0.075 %

El gel se prepara al mezclar los siguientes reactivos en el

prden indigado ¥y a laa cantidades requeridas para lograr la con-

centracifin final de la lista previa.

Agua de=stilada.

Tris 0.5 M (pH 6.8) con SDS al 0.4%.

Tris 1.5 M (pH B8.8) con SDS al 0.4%.
Acrilamida al 30% con bisacrilamida al O.&8%.
TEMED.

Fersulfato de amonio al 50%.

Una vez anadido=s los dos Gltimos reactivos (catalizadores)

del gel de resoluciéon, se vierte entre las placas de vidrioc des-
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engrasadas previamente y con separadores de 0.75 o 1.5 mm. Esta
operacién se realiza rapidamente para evitar ia polimerizaclién en
el recipiente de mezecla. Ensegulda se cubre la mezcla cuidadosa-
mente dejando deslizar suavemente por las paredes una capa de
agua de 2 cm de altura para evitar el efecto inhibitorio que so-
bre la polimerizaci6tn tiene el oxigeno. Se esgspera al menos par 10
minutoes para que polimerice la poliacrilamida y se retira el a-
gua. Se prepara la mezcla del gel concentrader y sSe vacia en las
Placas sobre el gel de rescluclién introduciendo rapidamente el
peine que sirve de molde para formar los pozog de aplicacién de
muestra. Una vez completa la polimerizacidn se retira e! peine y
el separador inferior y se monta el gel en la camara de electiro-
foresis con amortiguador de corrida (Tris-base pH 8.3, 25 mM;
glicina, 190 mM y SDS al 0.1%),

FPara su aplicacion al gel las muestras se ebullen durante
tres minutos en un amortiguador de muestra can una concentracién
final de Tris-base de 0.13 M (pH 6.8}, SDS al 2 %, glicerol al
10%, Z2-mercaptoetanol al 5 % y pironina o azu!l! de bromofenol al
0.001 % como colorantes indicadores del frente de corrida., En
este trabajo se usaron como marcadores de peso molecular albtmina
bovina (66 Kd) albdamina de huevo (45 Kd), gliceraldehido-3-fos-
fato deshidrogenasa (35 Kd), anhidrasa carbénica (29 Kd), tripsi-
noégeno (24 Kd), inhibidor de tripsina (20 Kd) y a-lactalbamina
(14 Kd). A todas estas proteinas se les dio el mismo tratamiento
descrito para la preparacidén de muestras.

Se aplican las muestras al gel y la electroforesis se Inicia
por la aplicacidén de corriente a un valor constante de 80 volts,
Cuando la muestra ha penetrado totalmente en el gel concentradar
se cambia a 100 volts y =se continfGa la electroforesis. Una vez
que el colorante ha migrado hasta alcanzar una distancla de 1 cm
de la base del gel, se interrumpe la corriente.

Los geles se tiken por inmersidn y agitacién lenta en Azul
de Coomasje R-250 al 0.25 % en solucién decolorante (Acido acéti-
co, metanogl y agua en propercién 1:5:4) ¥y se destifen también por
agitacién en varios cambios de solucidén decolorante hasta retirar

el colorante no unido a proteina,
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para

(38)

Electroelucién.

Fara tener la certeza de la pureza del antigeno utilizado

la produccién de anticuerpos, se utilizé la electroelucién

de la banda prominente de 32 Kd (peso molecular de las subu-

nidades de uricasa) de un extracto semipurificado de uricasa de

higado de rata. La electroelucidon se hizo a partir de un gel de

poliacrilamida-SDS con el procedimiento que se describe a conti-

nuacion uvtilizando la camAara que se muestra en la figura 6.

FRACCION
2
\\\\‘ CAMARA DE
N Reg— - oer e mEnEr b Cag p MUESTRA
AMORTIGUADOR e == %
FRACCION H FRACCION %
3 1 e
- i GEL
h\. o i -1
Z
ARODO o [4+] {—}e1A CATODO
FRAGCCLON

A4

RESERVORIOS DE
LOS ELECTRODOS

MEMBRANAS DE
DIALISIS

Figura 6. Seccién transversa de la camara de electroelucién.
Modificado de [SCO Application= bulletin (38).

Procedimienta:

i.-

Se somete a electroforesis a la uricasa purificada de rata
en un gel preparativo de poliacrilamida-SDS (la mayor canti-
dad de muestra que se pueda resolver, apliicada a todo lo

ancho del gel).

Por la tinci6én de tiras verticales del gel, se delimita la
zona donde se encuentra la banda de uricasa ¥ &6& ye@QUpRPA
ese tragmento eliminando las partes teridas vy el resto dei
gel.

El gel que contiene a la urlcasa se corta en trozos pegqueros
Y se coloca en el compartimiento mayor de la camara de mues-
tra, se llena éste y el resto de la camara con amortiguador
de elucibétn (Tris-acetato 10 mM, pH B.6). Los reservorios de
los electraodos se Ilenan con el mismo amortiguador s6lo que

con una concentracién cuatro veces mayor.
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4.- ©5e apllica energia a un voltaje constante de 120 Volts. du-
rante 8 hs. Se invierte la corriente durante 5 minutos.

E.- Se retiran cuidadosamente las fracclones 2 y 3 de la camara
de muestra y gse colecta la fraccitin 4 después de aglitar sua-
vemente con micropipeta procurando remover la proteina adhe-
rida a las paredes y a la membrana de dialisis. En esta al-

tima fraccidén se encuentra la proteina electroeluida.

g). Electroforesis en acetato de celulosa.

Para analizar la uricasa purificada por electroelucifn se
realizé la electroforesis en acetato de celulosa (39) con el sis-
tema y equipo Gelman (Gelman, Inc.). El procedimiento utilizado
se describe a continuvacién.

Se aplicaron 6 ug (1 ul) de uricasa electroeluida dializada
contra metanol al 20 % ¥y 1 pl de sueroc humano normal a un gel de
acetato de celulosa (Sephrapore 51040) y se reaiizé ia electrofo-
resis en amortiguador de Tris-barbital pH 8.8 (Gelman, Iinc.? a
210 Volts por 25 minutos. Posteriormente el gel se sect a tempe-
ratura ambiente y se horneé a 80°C hasta gque se transparentf to-
talmente. FPara su tincién, el gel fue sumergido en Ponceau S al
0.5 % en acido tricloroacético durante 10 minutos y enseguida se
le hicieron dos lavados de diez minutos cada uno en &cido acético

al 5 %.

h). Produccién de anticuerpos.

Una vez obtenida la uricasa pura, se obtuvieron antisueros
por inmunizacién a dos conejos varliedad Nueva Zelanda. Se u=6
camo inmunbgeno a la urlcasa de rata electroeluida vy dializada
contra dos litros de metanol al 20 % para eliminar el 8SDS y pos-
teriormente contra dos litros de cloruro de scdio 0.1 M para eli-
minar el metanol. EI esquema de inmunizacién utilizado se des-

cribe enseguida:
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1.- Primoinmunizacién. Administrar 150 pg de uricasa con adyu-
vante completo de Freund por via intradérmica en diferentes
sitios del dorso del anima!. La mezcla se realiza por la
adicion del antigeno en pegueras porciones al adyuvante
mientras se emulsifica con una jeringa de aguja gruesa hasta
lograr una relaciton de volimenes de 1:1.

2.- Reinmunizacién . Después de quince dias aplicar 150 pg de
uricasa con adyuvante incompleto de Freund por wvia subcuta-
nea en el dorso.

3.~ Inmunizacién de refuerzo. Doce dias después, inyectar en
tres dias consecutivos 40, 80 ¥ 100 pug de uricasa solubie
per via intraperitoneal.

4, - Sangrar a los cuatro dias por las venas de la oreja y sepa-
rar el suero.Awnadir azida de sodio a una concentracitn final
de 0.1 % y descomplementarlo por incubacion durante media
hora a 56°C.

Una vez descomplementado, el suero se almacena €en congela-

citn o por periodos cortos a 4°C.

i). Determinacién de produccidan de anticuerpos y titulaci6tn de

los antisueros.

Para determinar si los sueros obtenidos contenian anticuer-
pos contra la uricasa se realizaron ensayos de doble inmunodifu-
gién en gel de agarocsa al 0.1 % en FBS (K:HPO, 10 Mm, KH:PO., 10
mM ¥ NaCl 150 mM a pH 7.4).

Para determinar 1a maxima dilucidon del antisuero que se
puede wutilizar para detectar a la minima cantidad de antigeno
(titulacib6bn), se realizé el procedimiento del ELISPOT ("Enzvyme
linked immunospoit assay™) (40). Este métcdo consiste en aplicar
directamente a un fiiltro de nitrocelulosa cantidades conccidas de
antigeno en pequenos puntos, bioqueario con albimina ¥y continuar
el procedimiento de! enzimoinmuncensayo que se describe poste-
riocrmente (inciso 1), ¥ que se utiliza ademas para determinar la

monoespecificidad de! anticuerpe producido.
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3). Inmunoeleciroforesis.

Para analizar la especificidad del antisuero se realizaron

pruebas de inmunaoelectroforesis como se describe a continuacitn:

Inmunoelectroforesis de cohete. Se realizé de acuerdo al procedi-

miento descrito por Laurell (41) modificado por Clarke y Freeman
(42).

Se llevh a cabo en geles de agargsa al 1% en amortiguador
Barbital de sodio 38 mM (pH B.6), pues a ese pH las inmunoglobu-
linas poseen carga neta igual a cero por 1o que no migran durante
la electroforesis. Se disolvi6 la agarosa por ebullicién en el
amortiguador y se aRadi6 el suero anti-uricasa de rata (40 uyl/ml)
cuando el gel hubo alcanzado una temperatura de 50°C. Después de
agitar, se virtié el gel sobre placas de vidrio de 10 cm por 7 cm
(20 misplaca), se dej& gelificar y se coloct en camara himeda a
4°C durante 10 minutos. Los pozos de muestra se hicieron por suc-
cion con vacio con tubos de pequerno didametro en el margen del gel
que posteriérmente se orientaria hacia el polo negativo. La mues-
tra se aplicd disuelta en el amortiguador utilizado para la pre-
paracion del gel ¥ la electroforesis se realizé6 en amortiguador
barbital de sodio 77 mM (pH 8.6) sobre plancha refrigerada (10-
14°C) y con puentes de papel filtro humedecide en amortiguador de
corrida para el paso de la ceorriente. Se aplict corriente de 20
mA (medidos en el gel) durante cuatro horas (durante la electro-
foresis, el antigeno migra a través del gel ¥y se précipita al
saturarse con los anticuerpos contenidas en éste)d.

El znticuerpo no inmunoprecipitado se lavé por inmersibn vy
agitacié6n suave en cloruro de sodio 0.1 M a 4°C. Posteriormente,
el gel se prensH aplicando encima papel absorbente y algin objeto
pesado ¥ se rehidratd por inmersifn en solucién salina . Despusds
de cinco ciclos de prensado-rehidratado se prensf nuevamente y se
secth en horno a 70°C. Se tiR6 en azul de Coomasie durante 24 ho-
ras Yy se lavd con solucibn decolorante. Se utilizéd el colorante y
la solucidn de lavado tal y como se describe en la seccién de

electroforesis de poliacrilamida.
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Inmunoelectroforesis cruzada (IEC).

Esta técnica es una variacion de la que
se describe en la seccibn anterior y con-
siste en la separacitn electroforética de
locse compaonentes de la muestra (antigenos)
en un gel de agarosa sin antisuero (fig

7.), seguida de una electroforesis hacla

14-() 2

un gel con el antisuero orientada perpen-

(=]
dicularmente a la direccién de la primera ©) T

corrida. Se realiza 1la electroforesis en w "

Figura 7. Esquema de la inmunoce
iectroforesis cruzada. i, pezo
de aplicacidén de muestra; 2, gel
sin antisuero; 3, gel con anti-

. suero; 1*, primera corride y 2°*
de una solucion al 0.001% por Ppozo de segunds corrida. ’

la primera dimensibén hasta que el colo-

rante indicador azul de bromofeno! (2 pl

muestra) ha alcanzado el extremo del gel, se ahnade posteriormente
el gel con el antisuero en forma liquida vy después de gelificar
se realiza la corrida en la segunda dimensién.

~Se realzé& la IEC con los antifueros anti-uricasa de ~ata y
con muestras dq uricasa electroeluida para verificar en ellas la
presencia de una sola proteina. Se usd uricasa electroeluida tal
y como se obtuvo del proceso de purificacién y otra muestra igual
a la que =se aRadif metanol hasta lograr una concentraclién de 20%
Para remover el 5DS y permitir la separacién por sus cargas de
otras proteinas del mism6 peso molecular gque pudieran estar con-
taminando la muestra.

La JEC se realizfh en las condiciones y con las concentracio-

nes de los reactivos mencionados en la seceién previa, salvo las

variantes especificadas.

kK)Y. Ilnhibicifn de la actividad de la uricass por suero antiurica-

Sa.

Caon el antisuero obtenido se realizaron ademas ensayos de
inhibicién de la actividad de i1a uricasa como prueba confirmato-
ria de su especificidad. Se incubaron durante 12 horas a 37°C

diferentes cantidades del antisuero con 10 ul de extracto de uri-
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casa de rata (51.24 mU) en 1.5 ml de amortiguador de boratos 0.G5
M (pH B8). Posteriormente se determiné la actividad de uricasa
como se describid en el inciso ¢ de esta seccion. En esta prueba

se utilizé como testigo negativo suero de conejo no inmune.

1). Deteccitin de _la uricasa por inmunoelectrotransferencia.

En el ensayo para la deteccitétn de la uricasa en los extrac-
tos hepaticos de las diferentes especies, se utilizd la metodolo-
gia de la inmuncelectrotransferencia (30), con ligeras modifica-

ciones. En la figura B se esquematiza ] procedimiento general de

la técnica.

Electrotransferencia, Después de realizar la electroforesis en

gel de poliacrilamida-5DS de las muestras, se prosigue de la si-

guiente manera:

1.- Se monta el sistema de electrotransferencia colocando en
secuencfa del cAtodo al anodao Lo siguiente:

Rejilla de plastico.

Esponja.

Fapel filtro humedecido con amortiguador (3-4 hojas).

Gel (Sumergido previamente en amortiguador de transfe
rencia durante diez minutos).,

Filtro de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell, Inc.,
poro de 0.2 um) humedecido en agua destilada durante
cinco minutos y en amortiguador de transferencia du-
rante el mismo tiempo.

Fapel filtro humedecido con amortiguador (3-4 hojias).

Esponja.

Rejilla de pléastico.

La manipulacitn de estos materiales debe hacerse con guantes
de plastico ¥y usando pinzas para el manejo del filtro de
nitrocelulosa evitando toda contaminacién con grasa y prote-
inas de la piel. El montaje se realiza en una charcla con

amortiguador de transferencia evitando la formacidan de bur-
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bujas.

Se sujetan las partes perfectamente con ligas de goma procu-
rando que las rejillas ejerzan presidn sobre las plezas del
interior ¥ se colocan en la camara de electrotransferencia
cubriéndolas totalmente <con amortiguador de transferencia
(Tris-base 20 mM, Glicina 153 mM y metanol al 20%).

Se aplica 1a corriente y se deja transferir por doce horas

a 110 Volts. -

Se retira el filtro de nitrocelulosa y se seca a temperatura

ambiente.

Bloguep. Para evitar la unién inespecifica de los anticuerpos al

filtro, se blogquea por incubacif6n durante 12 horas en una solu-

citn con 2% de albdmina sérica bovina, 0.1% de gelatina y 0.1% de

azida de sodio en TBS ("Tris buffered saline"™: Tris 56 mM pH 7.4

Yy cloruro de sodio 150 mM ).Después del blogueo se deja secar a

temperatura ambiente.
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Figura 8, Esquema de la técnica de la inmunoelectrotransferencia.
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Enzimoinmunoensayo con el conjugado de peroxidasa. Esta etapa del

ensayo consta de la incubacién con el primero y segundo anticuer-

po ¥y de el revelado inmunecenzimatico. El procedimiento es el si-

guiente:

1.- Preincubar el filtro en TBST (Tween-20 al 0.05% en TBS) du-
rante 20 minutos a temperatura ambiente.

2.- Incubar con el primer anticuerpo (anti-uricasa) a una dilu-
ciétn de 1:250 en TBST durante 6 horas a 37°C.

3.- Eliminar el anticuerpo wunido inespecificamente con cuatro
lavados de i5 minutos cada uno en TBST ¥y uno del mismo

tiempo en TBS.

4. - Incubar en sociucifn de blogueo durante una hora.
5.— Hacer un lavado en TBST durante 15 minutos.
G.- Incubar con el segundo anticuerpo (anticuerpos de chivo an-

ti-inmunogiobulinas de conejo acoplados a peroxidasa, BIO-
RAD Laboratories,lLtd.) a una dilucion 1:3000 en TBST durante

2 horas.

7.—- Repetir una serie de lavados como en el paso 3.
8.- Rewvelar con la reaccitin de la peroxidasa en una mezcla gue
ceontenga 2 ml de la soluciodn madre de 4-cloro-1-naftol (3

mg/ml en metanol), 40 ual de perdxido de hidrHgeno al 3% y 10
ml de TBS. La reaccién positiva se manifiesta al desarro-
llarse un color gris obscuro por la oxidacitn dei cloro-
nafto]l gque se deposita en el filtro ¥y es insoluble.

9. - Lavar enérgicamente el filtro en agua destilada, secarlo a

temperatura ambiente ¥ almacenarlo en la obscuridad.

Enzimoinmunoensavo con el conjugado de la fosfatasa alcalina. Se

reajizd6 con |os extractos de higado humano el inmunoensayo con
anticuerpos de chivo anti-inmuncglobulinas de conejo acoplados
con fosfatasa alcalina (SIGMA Chemical, Co.), sistema cuya sensi-
bilidad es muy superior al de la peroxidasa. E]l procedimiento se
describe enseguida:

Después de la incubacién con el suero antiuricasa y el la-
vado en TBS5T como se describe previamente, los filtros se incuban

en el conjugado de fosfatasa alcalina en una dilucién 1:1000 y se
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lavan nuevamente en TBST. Seguido de un lavado en TMS (Tris 100
mM pH 9.5; claoruro de magnesio 5 mM ¥y clorurc de sodio 100 mM)
por cince minutos, los filtreos fueron revelados en 10 ml del al-
timo amortiguador de lavado con 66 ul de nitro-azul de tetrazolio
al 50 % y 33 pl de 5-bromo-4-cloro-3-indoiil fosfato al 50 % (los
dos Gltimos reactivos se preparan en dimetilformamida).

Una vez revelados, los filtros se lavan en agua destilada y

se secan a temperatura ambiente.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES.

Purificacitn de uricasa de rata.

A partir de higado de rata vy de acuerdo al método de
Watanabe y Suga (32), se obtuvo un extracto de uUricasa con una
actividad especifica de 0.366 U'/mg, lo que representa un enri-
quecimiento de la enzima de 66 veces con respecto al homogenilzado
total de higado de rata. Por electroforesis y electroeluciaon se
purifictd del extracto la banda de 32 Kd, Peso que corresponde a
las subunidades o mondmeros que constituyen la uricasa. En la
figura 9 se observa el andlisis por electroforesis en gel de po-
liacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS5S? de
los extractos en diferentes pasos de purificacidn. S5e evidencia
la progresiva eliminacifin de proteinas del extracto, hasta lograr
finalmente la homogeneidad de la uricasa, después de su electroe-
lucitn, Los resultados obtenidos en la electroforesis en acetato
de celulosa corrobeoran la homogeneidad de la uricasa pues se ob-

tuvo también una banda de proteina inica (fig. 10).

Producciétn de anticuerpos.

La proteina {desnaturalizada) que se extrajo por electroe-
luciétn de la banda de 32 Kd se utilizé para la producciétn de an-
ticuerpos por inmunizacion en conejos siguiendo el patron de in-
munizacibén descrito en la seccifin de métcdos. Una vez concluida
la inmunizacién, se obtuvieron los sueros de los cone jos y se
realizaron ensayos de doble inmunodifusidn en gel para verificar
1a produccidn de anticuerpos. En la figura 11 se muestira el re-
sultado de un ensayo en el que se utilizd uricasa pura y diferen-
tes cantidades de los sueros obtenidos. En ella se pueden obser-

var bandas de precipitacion conspicuas, Io que indica la presen-

! Una unidad equivale a la cantidad de enzima que degrada 1
pumol de &cide Grico por minuto en amortiguador de beratos 50 mM
(pH D) con una concentraclén de sustrato de 100 nmM.
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Figura 9. Andlisis electroforético de los extractos de higada de

rata en las diferentes pasos

de purificacién de wuricasa. Se

analizaron en gel de poliacrilamida-5D5 al S5%-13% las sigulentes
muestras: A, 150 ug de homogenizado celular total; A, 150 wug de
fraccliéon de de Duve:; C, 15 ug de extracto semipurificado de uri-
caga; D, 2 ug de uricasa electroeluida; E 2 ug de uricasa de
cerdo (SIGMAY y F, marcadores de pesc molecular (SIGMA).

A B

Figura 10. Electroforesis en acetato de
celulosa. A, 1 ul de suero humano normal

yBr

B8 ug de uricasa pura.

. s,
{5/

Figura 11. An&llsis de doble inmunodifusibdn
de sueros anti-uricasa de rata. Se usbd como
antigeno (A) uricasa electroeluida (4 pg). En
cada wno de los pozos 1-3 y 4-6 se colocaron
10 pi de diluciones de dos diferentes sueros
respectivamente. En 1 y 4 se coloctd suero

concentrado; en 2 ¥y S5, dilucién 1:2 y en 3 vy
6 dilucion 1:4.
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cia de anticuerpos contra uri-

casa en los sueros utilizados. "9

Con esta técnica se comprobé que 100 i)
los dos sueros poseian anticuer- 10

pos capaces de inmunoprecipltar 5

uricasa. Fosteriormente, por >tj
medio de la metodologia del 1

"ELISPOT" se selecciond de entre 05 )
los sueros obtenidos a aquél que 100 7 — L

presentd6 ei titulo mas alto de ’
anticuerpos, esto es, aquél que _Figurn 12. Titulacién por "ELISPOT"™ del sug

ro seleccionado para la inmunocelectrotrans-
con la maxima dilucién pudo de- ferencla revelado con el sistema de peroxi-

desa. En ia figura, U corresponde a urlcasa
tectar l1a minima cantidad de Y L a lisozima (testigo negative).
antigeno. En un ensayc de "ELISPOT" se logrdé la deteccién de
hasta 1 ng del antigeno con una diluciftn del antisuero de 1:250
(fig. 12). El suero seleccionado corresponde al que se utilizd en
la inmunodifusifin que se muestra en la figura 11, pozos 1-3.

Como testigo negativo en este experimento se realizd un

ELISPOT con suero mo inmune y no se detectéd seral positiva.

Determinaciin de especificidad v sensibilidad del antisuero.

Para analizar la especificidad de los anticuerpos y la posi-
ble presencia de otras proteinas en el antigeno utilizado en su
produccién, se realiz6 la inmuncoelecroforesis cruzada (1EC). Para
ello fue necesario determinar primeramente la cantidad 6ptima de
antigeno {(uricasa de rata electroeluida) a wutilizar mediante
pruebas de inmunoelectroforesis (IlE) de cohete. En la figura 13
se muestra el resultado de una de las |E de cohete realizada con
diferentes cantidades de antigeno. En ella se observa el aumente
gradual del pico de inmunoprecipitacidon conforme se incrementa la
cantidad de antigeno. La maxima cantidad aplicada a este gel fue
de 6 pg, pero se optd por una cantidad |igeramente mayor para la

IEC (8 upg) pues por efecto de la electroforesis en la primera
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po 6 5 4 3 2 1

Figura 13. Inmuncelectroforesis de cohete. Se realizé6 con suero
anti-uricasa ¥ las cantidades de uricasa pura que se indican.

dimensibn , la proteina entra al 2° gel en un frente mas ancho,
cosa 4gue disminuye la altura del arco de precipitacisn. Poste-
riormente se realizé la [EC con la uricasa tal y como se obtiene
de la electroelucidn, ¥y se incluyd ademds en el mismo experimento
Una muestra de la uricasa electroeluida, pero disuelta en amorti-
guader de corrida con metanol al 20 %. Esto se hizo para remover
el SDS de la proteina y asi poder determinar si existia mas de un
polipéptido en el antigeno. De existir mas de una proteina con el
mismo tamaRo pero diferente carga f{cuyo efecto queda minimizado
al ser cubiertas las proteinas por las cargas negativas del SDS),
éstas se separarian en la primera dimensién, ya que la elimina-
cidn del SDS haria reaparecer el efecto de la carga electrica.
Posteriormente, la imnunoprecipitacion en el gel con los anti-
cuerpos ayudaria a determinar su identidad. En ambos ensayos se
obtuvieron arcos tipicos de inmunoprecipitacidn dnicos (fig. 14);
aunque el obtenido con la muestra con metanol migr6 menos por
raz6tn de su menor carga negativa al estar desprovista del 8DS.
Estos resultados indican que el antigenc utilizado consiste de
una sola proteina y por lo tanto induje la produccién de anti-

cuerpos monoespecificos.
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Al analizar la especificidad del antisuero en ensayos de
inhibicidtn de la actividad de la uricasa, se observd que el anti-
suero produce una disminuclén notable de la actividad especifica
de la enzima (fig. 15). Existe un incrementio de la actividad en-
zimAtica aparente? con las cantidades iniciales de ambos sueros,
ain por encima de la actividad inicial, seguido de una disminu-
cibtn marcada conforme se continfa la adiecibn. Posterior a ese
aumenta y descenso descrito, la actividad de uricasa con el suero
no inmune alcanza un nivel estacionario, mientras gque la corres-
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Figura 15. Inhibicién de |a actividad de uricasa
por suero anti-uricasa.

pondiente al suero anti-uricasa desciende notoriamente tendiendo
finalmente a una meseta. Es importante notar gque en todos los
puntos de la grafica, los valores de la actividad con suero anti-
uricaga son menores que sus contrapartes con suero testigo, y que
se alcanza wuna considerable diferencia hacia el final de la cur-
va. El comportamiento inicial refleja posiblemente dos factores
de efectos opuestos que se presentan con la adici6tn de los sue-
ros. Esgs factible que el incremento aparente se deba a wuna "esta-

bilizacion"™ de la enzima por efecto de la albamina, que es la

2, Actividad especifica determinada despues de la incubacién
con los sueros.
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proteina de mayor abundancia en el suero y que se utiliza con ese
fin en diversos ensayos enzimaticeos. La disminucién marcada que
siguié a esa sparente estimulacién de la actividad de uricasa, vy
que fue observada tanto con el suero inmune como con el no inmu-
ne, posiblemente se debe a la accitén de proteasas o inhibidores
presentes en el suera que pudieran inactivar de modo parcial a la
uricasa. A pesar de las consideraciones anteriores es evidente
que la uricasa sufre una inhibiclén de su actlividad por reaccién
especifica con Jlos anticuerpos de! suero anti-uricasa. Como se
hizo notar previamente, la inhibicién de la actividad de la uri-
casa ¢on cantidades crecientes del antisuéro ttende gradualmente
a una meseta, en la que el incremento deé suero produce un incre-
mento cada vez menor en la inhiblcitn. Este comportamiento co-
rresponde a los valores cercancs a 6 ul de suero por pg de uri-
casa. Tal fentmeno parece aclararse si se considera que los anti-
cuerpos estan dirigidos contra la proteina desnaturalizada y por
lo tanto no necesariamente deberian inhibir totalmente la activi-
dad de ia proteina nativa. Es probable gque adn llegando a la sa-
turacién de todos los determinantes antigénicos que en la prote-
ina nativa es capaz de reconocer el antisuero, el efecto inhibi-
torio sea s6lo parcial, por lo gque el incremento de la cantidad

de antisuero después del punto de saturacién no produce efectos

inhibitorios adicionales.

Determinacién de sensibilidad de la inmunoelectrotransferencia.

Después de los experimentos de caracterizacién de los anti-
sueros, se realizd una prueba destinada a determinar los limites
de sensibilidad de ia inmunoelectrotransferencia con el antisuero
seleccionado. Se aplicaron a un gel de poliacrilamida-SDS canti-
dades seriadas de uricasa de rata electroeluida. Se transfirieron
a filtro de nitrocelulosa y posteriormente se realizé6 el inmu-
noensayo con el revelado basado en la reaccién cromogénica de 1ia
peroxidasa. Con este método fue posible detectar hasta 3 ng del
antigeno (Fig. 16), y ademas de la banda de 32 kd correspondiente
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32 Kd—»

-

Figura 16. Titulacien del suero anti-uricasa por inmung

electrotransferencia. Se realizé con el sistera de reve

. lade de-la peroxidasa y con las cantidades indicadas de

uricasa.
al peso de las subunidades de la uricasa, se observ6 una banda de
aproximadamente 65 Kd, cuya naturaleza se discute posteriormente,.

Un requisito importante para la confiabilidad de los resul-

tados obtenidos en el presente estudieo, lo constituye la monoes-
pecificidad del antisuero utilizado. A pesar de gque el antisuero
detectd en la muestra de uricasa pura una banda de aproximada-
mente 65 Kd, en adicién a la de 32 Kd correspondiente al peso de
las subunidades de wuricasa (fig. 16>, puede sostenerse a4an la
nocién de monoespecificidad, en funcib6n de que;: a)l se utilizéo
como inmunfigeno un péptido puro de 32 Kd como lo prueba el anali-
sis electroforético en geles de poliacrilamida-5SDS vy acetato de
celulosa; b} se obtuvieron arcos dnicos de inmunoprecipitaci6n en
la inmunoelectroforesis cruzada, ain y cuando el antigeno fue
tratado con metanol para remover el SDS ¥y ¢) el antisuvero obte-
nido es capaz de inhibir la actividad de la uricasa hasta en un
40% con respecto a un suero testigo.

Una explicacién a la inmunorreactividad de la banda de 65 Kd
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es cque ésta se haya originado por reasociacifin de dos subunidades
de la enzima, para constituirse en un dimero cuyo peso molecular
corresponderia al observado para la banda en cuestidin. Esta idea
se sustenta en el hecho de que al purificar el péptido de 32 Kd
por electroelucién de un gel de poliacrilamida-5DS, almacanarlo
en congelacién ¥y posteriormente aplicarlo a otro gel para un en-
Sayo de inmunoelectortransferencia, €e obtiene nuevamente la
forma de 65 Kd (fig. 18). Este fenbtmeno ha sido observado también
con la wuricasa nédulo-especifica del! frijol (43). Por otro lado,
en ensayos con uricasa de cerdo, se ha demostrado gque la enzima
es relativamente resistente a la accidtn de agentes desnaturali-
zantes como e! SDS y clorhidrato de guanidina (44), lo que hace
factible la existencia de fuerzas hidrofébicas tales que facili-
ten la reasociacibn de dos o mas subunidades en agregados esta-

bles.

Obtencidon de extractos de higado.

Para el analisis comparativo de las uricasas de diferentes
especies de vertebrados, se obtuvieron extractos de higado de
especies de +todas las Clases del Phylum, a los gue se les deter-
miné la actividad especifica de la uricasa por la medicién de la
actividad de la enzima y la concentracién de proteinas.

Se ocbservd un notable incremento en la actividad especifica
de la enzima con la obtenclifn de la fracitn de de Dﬁve a partir
de los extractos totales. Este paso de enriquecimiento de uricasa
en los extractos, causd un incremento concomitante en la seral
generada por la reacciédn uricasa-antiuricasa en la inmunoelectro-
tranasferencia, como lo muestra la figura 17 con los extactecs de
higado de rata. En la Tabla 2 se muestran las actividades especi-

ficas de uricasa de todos los extractos realizados.
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Figura 17, Caracterizaciéon del suero anti-uricasa de rata por
inmuncelectrotransferencia de extractos de higado de rata. Des-
pués de separsar las muestras en un gel de poliacrilamida-5DS y
transferirlas a nitrocelulaosa, se realizd el inmuncensayo con el
sistema de |la peroxidasa. Las muestras son: A, homogenizado total
(200 pg); B, fracclién dea de Duve (200 pgd; C, uricasa pura (5 ng)
y D, fraccian de de Duve de pulmén de rata (20G pg).

Tabla 2. Actividad especifica de

uricasa en los extractos de
higado de las especies anal izadas.

Actividad especifica (U*/mg x 10~3)*=,
Muestra de

higado Extracto total Fraccioén de de Duve
besugo 8.7 §6.2

bagre 13.4 41.6

Carpa 18,7 55,7
tilapia i5.8 45.0

rana 1.0 3.4

rata 5.5 21.4
macaco T 2.6

*U es igual a la cantidad de enzims que degrada 1 umol de acido
Grico por wminuto en amortiguador de boratos (pH 8 con una
centracitn de! sustrato de 100 mM.

+esl.ogs resultados son ia medisa de o valores obtenidos de tres
ejemplares de cada especie analizados, con excepcioén del macaca
del que se analizd s6lo un ejemplar. Con las muestras de tortuga,
paloma, pollo ¥y humano se obtuvieron resultados negativos gque no

seé incluyen en la tabla ¥ que concuerdan con los antecedentes
existentes para esas egpecles.

con-
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Estudios comparativos de las uricasas de vertebrados.

Una vez seleccionado ¥y titulado el antisuero y habiendo ob-
‘tenido los extractos de higado de las especles por estudiar, se
procedid al an&lilsis por inmunoelectrotransferencia de esas mues-
tras., Cuando se analizaron los extractos de higados de peces, de
la rana y del macaco, se observf reaccibn positiva con bandas de
aproximadamente 32 Kd, ¥y al igual que en el ensayo con uricasa de
rata, también se hizoc evidente la banda de 65 Kd (fig. 18). En
ensayos similares con extractos hepaticos de aves y reptiles, no
se observd reaccidn alguna (resultados no mostrados). Estas ob-
cservaciones coinciden con 1la conocida ausencia de actividad de
uricasa en estas clases de vertebrados,

Estos resultados constituyen también un apoyo a la explica-
ciftn del origen de la banda de 65 Kd, pues, de modo uniforme,
aparece s6lo en las muestras de aquéllas especies gque poseen uri-
casa ¥y que presentan también reaccidn positiva con el péptido de
32 kd. Adn mas, la banda de 65 kd no aparece en ei testigo nega-

tive (extracto de pulmén de ratal.

A B. D F
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*

-

65 kd—= ~y:"{s  Boip .

32 kd—mmm| |~ | e | o s

Figura 18. Anélisis comparativo por {nmunoslectrotransferencia de
lags fracciones de de Duve de higados de diferentes vertebrados.
Ee reaiizé |a inmunotransferencis con el sistema de revelado de
la peroxidags. Las muestras (200 pg de c/u) son: A, rata; B, tes-
tigo negativo (pulmén de ratad; C, carpa; D, vagre; E. vesugo; F,
tilapia; G, rana ¥ H, macaco. Los resultados mostrados en esth
figura son representativos de experimentos diferentes que inclu-
veron siempre muestras de higade ¥ pulméin de rath como testigo
positiva y negativo respectivaments.
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El hecho de que 108 anticuerpos anti-uricasa de rata mues-
tren reaccién cruzada con la uricasa de vertebrados de otras cla-
Ses como peces, rana y macaco sugiere un origen evolutivo comian
Para esas enzimas, pues para que ésta sea posible se reguiere
que las proteinas posean un grado de similitud en sus secuencias
de aminoacidos que puede ser explicada satisfactoriamente s6lo
por provenir de un ancestro comdan. Ademé&s de la inmunorreactivi-
dad cruzada, existen otras similitudes entre estas uricasas que
refuerzan la idea de homolegia ¥ son: 1) idéntica localizacitn
tisular, 2) misma compartamentalizacién subcelular, 3) pesos mo-
leculares muy similares (tanto en su forma nativa comop en su
forma desnaturalizada) ¥y 4) solubilidad maxima y O6ptima actividad
enzimatica 6ptima en medios alcalinos cercanos al pH 9 (20). For
otro lado, es de esperarse gque la uricasa, como otras enzimas de
importancia en e] metabolismo, deberia mostirar conservacidn evo-
lutiva, si, como se ha propuesto (45), la velocidad de evoluciéon
de las proteinas estd condicionada por la importancia de su fun-
cién.

Estos resultados difieren de los obtenidos por Fujiwara, ¥
colaboradores (24), guienes usando anticuerpos contra la uricasa

nativa de Rana catesbeiana en ensayos de doble inmunodifusion en

gel, lograron detectar reaccifn cruzada con las uricasas de otros
anfibios; mas no con las de peces o mamiferos. Tal discrepancia
es explicable a la luz de los resultados de los trabajos realiza-
dos por Prager y Wilson (46, 47), Estos investigadores concluye-
ron, realizando pruebas de microfijacitn de complemento, gue la
reaccion inmuncologica cruzada es posible entre proteinas nativas
gue difieren en no mas de 40% en sus secuencias aminoacidicas;
por lo que la carencia de inmunorreactividad c¢ruzada no puede
tomarse como indicio de no homologia.

Los hallazgos de inmunorreactividad c¢ruzada entre uricasas
de peces, anfibios y mamiferos descritos en este trabajo, consti-
tuyen la primera demostracién de este fendmeno entre uricasas de
especies evolutivamente distantes. Este es atribuiblie a la alta
sensibilidad del método utilizado en el presente trabajo, en com-

paraci6n con el empleado por Fujiwara y colaboradores. Otro fac-
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tor de importancia en la detecciétn de inmunorreactividad, lo
constituye el haber utilizadeo anticuerpos que fueron producidaos
contra la uricasa de rata en su forma desnaturalizada. Resulta
muy probable que en esta conformacibn, la uriecasa haya expuesta
al sistema inmune de los conejos un mayer ntimero de determinantes
antigénicos en comparacién con |a proteina nativa. Estos nuevos
epitopes, que normalmente se encuentran ocultos en la parte Iin-
terna hidrofdbhica de la molécula, forman parte de la reglbén en
las proteinas que mayor estabilidad evolutiva presenta (46). Por
lo anterior, el uso del antigeno en su forma desnaturalizada re-
sultd en la producciéin de un antisuero que favorecid el estudio

comparativo de las uricasas de vertebrados.

BGsgqueda en e] humanc de proteinas hom6logas a la uricasa.

Tal como se establecit en los antecedentes, los estudios
previos relacionados a la buasqueda de la uricasa en el humano y
el resto de los hominoideos, se han enfocado s6lo en la deteccién
de la actividad de la enzima; sin embargo, los avances en biolo-
gia molecular han revelado la existencia de mialtiples niveles
durante el flujo de la informacitn genética en los gque las muta-
ciones pueden inactivar a los genes. Con esta consideracitn, se
puede decir que la ausencia de la actividad de la enzima no ex-
cluye la posibiiidad de la existencia de una forma inactiva de
uricasa producto de un gen mutante, Para averiguar si{ el humano
poseia algian producto protelico {nactivo relacionado a la uricasa
se analizaron por inmuneoelectrotransferencia extractos de higades
humanos fetales y adultos, empleando para ello el sistema inmu-
nocenzimatico de la peroxidasa. En estos experimentos se observa-
ron bandas que por su baja intensidad no fueron atribuidas a re-
acciotn inmunoespecifica (fig. 19), y para descartar la posibili-
dad de que fueran artefactos del ensayo o producto de inespecifi-
cldad, se utiliz6 e)l] sistema de deteccién de la fosfatasa alca-

lina con una sensibilidad de hasta 50 pg en un ELISPOT, es decir,
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veinte veces m&s sensible que
la reaccién con pergxidasa
(fig. 20). En la figura 21 se
observa el resultado de la
{nmunoelectrotransferencia con
fosfatasa alcalina donde es
clara la ausencla de bandas de
rgacciﬁn positiva. En la parte
superiaor de los carriles apa-
rece una banda que mno parece
ser especifica pues aparece
también en el testigo negativo

(carril 2) Yy en las zonas en-

tre carriles. Estos resultados

Figura 10. Andjis{e d& las fracciones d& d¢ {ndican, al menos dentro de

Duve da higado humano fetal y adulto. Laa

siguientes suestrag (200 pg c/u) fueron pro- los limites de sensiviltidad
cogsadas poar inauncelectrotransterencia con

el sistema de revelado de la peroxidasza: A, del método utilizado, gque en
higado de rata; B, pulmén de rata; C, higado .

humsno fetal ¥ D, higado humano adulto. el humano no existe alguna

proteina evolutivamente relacionada con la uricasa. Si en el hu-
mano se produjera alguna forma inactiva de uricasa, ésta guarda-
ria, muy probablemente, similitud estructural estrecha con la
uricasa de macaco. Como el antisuero utilizado es capaz de reco-

nocer a esta altima, atn con el sistema de revelado de |la peroxi-

dasa, resulta muy probable en- ng
tonces, que de estar presente 100
ila uricasa inactiva en el huma- 10
no, ésta seria detectada vtili- 8
zando el poderoso método de 1
revelado de la fosfatasa alca- Q’
lina. Estos resul tados concuer- oy
dan con la ausencia de actiwvi- 008
dad de uricasa en el humano in- oo

formada previamente y corrobo-

rada en este trabajo, y sugie- Figura 20. Titulacién por ELISPOT" del sup
: ro anti-uricasa con #] sistema de revelado
ren que el evento mutacional de Ia fosfatasa alcalins. En Ia figura se

suestran las cantidades de uricasas pura a-
que di6 por resultedeo la actual plicadss al filtro de nitroceluloss.
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ausencia de uricasa en el humano no permite la produccién de un
RNA mensajero traduscible. Esta ausencia pudo resultar de la pér-
dida del gen que codifica para la uricasa o de una mutacién regu-

latoria que haya bloqueado su transecripcién.

B C D

Figura 21. Analisis de las fracciones de de Duve de higado humanc
por inmuncelectrotranaferencia conh el revelado de fosfatasa alca-
ling. Las muestras son: A, higado de Tata (8 pg); B, pulmén de
rata (200 pgl; €, higado humano fetal (370 pg) y D, higadoc humano
adulto (390 pg).

Recientemente,Lee ¥ colaboradores (48), lograron la clona-
cidén molecular del DNA complementario al RNA mensajero para la
uricasa porcina. Al utilizar éste como sonda para analizar DNA
humano por la té#cnica de Scuthern (49 ) obtuvieron resultados que
demuestran que en el genoma humano existen secuencias hom6logas a
las del gen de la uricasa de cerdo. Sin embargo un analisis simi-
lar practicado a los RNAs de higado humano, no revelé6 sernal po-
sitiva alguna, descartando la expresitn de esas secuencias géni-
cas homblogas a las del gen para la uricasa de cerdo. Esta evi-
dencia spunta hacia la idea de que el supuesto evento mutacional
propuesto por Friedman y c¢colaboradores como causa del silencia-

miento del gen de la uricasa en hominoideos, consistit de una

mutacién que implide su expresion.
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Implicaciones evoiutivas de la pérdida de la uricasa en los homi-

noideos.

La mutacidn causante de la inactivaci6n de la uricasa en los
hominoideos ha contribuido de modo determinante en el incremento
de los niveles de Aacido Grico en la sangre, que en el humano al-
canzan valores cercanos a los de saturacidn. Sabido es que como
consecuencia de esta acumulacibtn de &cido drico, el humano esta
predispuesto a padecer gota, sindrome de Lesh-Nyhan ¥y otras afec-
ciones asociadas con hiperuricemia (50)., Sin embargo, a pesar de
este efecto adverso, se ha demostrado que el Scido drico es un
poderoso antioxidante y captador de radicales libres (13,14),
cuyas propledades y altos niveles plasmaticos, lo constituyen en
el principal antioxidante en e! humano (12). Con base en elloc es
l6gico pensar que al disminuir los darhos causados por los radica-
les iibres en macromoiéculas estructurales, funcionales e infor-
macionales, el dcido YGrico contribuyé a reducir la incidencia de
cAncer y a aumentar e] promedic de vida del humano (12,51). Es
pues, ésta, una posible explicacitn a la fijacifn de la mutaciéon
que hizo a nuestra especie perder 1a actividad de la uricasa.

Finalmente, resulta interesante considerar otro aspecto re-
levante en la evolucitn de Jlos primates; a saber, la posible re-
laci6tn entre la pérdida de la capacidad de sintesis del acido
ascbrbico en el ancestro de los antropoideos (52,53) y la pérdida
de la uricasa en los hominoideos (10). Dade que el dcido ascoObr-
bico es otro antioxidante de importancia y su sintesis se vié
impedida al perder nuestros ancestros la capacidad de producir L~
gulonoclactona oxjidasa (53), el aumento del]l acido Grico posible-
mente compensd, al menos parciaimente, la deficiencia del ascor-
bato come protector contra radicales libres (12,51).

La conceptualizaciétn del acido daGrico como un compuesto que
Juega un papel benéfico, aunque haya sido considerado tradicio-
nalmente como producto de desecho, coincide con ideas recientes
sobre la participacién de ciertos productos metabé6licos de dese-
cho en importantes mecanismos de proteccidon (54). Un buen ejemplo
de lo anterior es e! caso de la bilirrubina, producto final del

catabolismo de las hemoproteinas, cuyos niveles aumentados son,

A3



de modo similar que con el Acido drico, condicidén necesaria para
varias patologias; pero gue posee ademés, propledades antioxidan-
tes notables (54).

Al igual que con otros sistemas biol6gicos gue comparten
funciones similares, es factible estabiecer relaciones entre los
mecanismos antioxidantes, ya sean enzimaticos o mediados por me-
tabolitos. El conocimento de esos nexos, conllevaria a reconside-
rar los sistemas antioxidantes de proteccién contra radicales
libres y a clarifiacr sus implicaciones en la evolucitn de los

organismos que los poseen.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

Por los resultados cbtenidos se puede concluir que lasg uri-
casas de las especles estudiadas guardan reilaciones de homologia
entre si, fentmenc gque bien podria extenderse a las uricasas del
higado de todos los vertebrados gue poseen esta enzima. Los re-
sultados de inmunorreactividad cruzada sugieren ademas que la
uricasa es una enzima cuya estructura primaria esta bien conser-
vada al través de la evolucidn de los vertebrados.

Con respecto a los andlisis hechos con muestras humanas, se
concluye que el humano no posee, ni en el estadio fetal, ni en el
adulto, alguna proteina evolutivamente relacionada a la uricasa
del higado de otros mamiferos .

Los conocimientos hasta ahora obtenidos, hacen suponer que
si bien el evento causante de la pérdida de la actividad de la
uricasa en los hominoideos, no cusa la pérdida del gen que codi-
fica para esa enzima; ha dade lugar a un gen inactivo en trans-
cripcitn, que por 1o tanto no produce una proteina semejante a la
uricasa. S5in embargo, aln no es posible determinar cuai fue la
causa del silenciamiento del gen, que no obstante puede ser con-
siderada como wuna mutacifin de consecuencias favorables para el
humano.

Estudios como el presente que abarguen a todas las especies
de ese grupo de primates, el analisis detallado de las secuencias
detectadag por Lee y colaboradores en el humano y su bdsqueda en
el resto de los hominoideos, seria una gran contribucidtn a la
comprensién de las bases moleculares involucradas en la pérdida
de la actividad de wuricasa al través de la eveolucidin de los si-
mios y el humano,.

Por otro lado, el estudio de la fisiclogia comparada de los

mecanismos de reducciéin de los radicales libres, entre los que se

involucran enzimas come la superfxide dismutasa, glutation pero-
xidasa, catalasa y compuestos antioxidantes como &cido drico,
&cido ascélrbice, bilirrubina, f-caroteno y tocoferol (51,54) re-~

presenta un impeortante campo can implicaciones evolutivas eviden-

tes.
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