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I.- ANTECEDENTES

I.1.- REACCION GENERAL CATALIZADA POR LA PIRUVATO
CARBOXILASA

La carboxilacion directa del piruvato hacia oxalacetato fue ya postulada en 1940
como un posible mecanismo para la formacién de acidos dicarboxilicos mediante la
fijacion de CO, (Wood & Werkman, 1940). En 1960, Woronick y Johnson comunicaron la
formacion de aspartato y malato a partir de piruvato, CO, y ATP en extractos de
Aspergillus niger y tres afios mas tarde, Utter y Keech detectaron en un concentrado de
mitocondrias hepaticas de pollo un enzima que catalizaba la carboxilacién directa del
piruvato para dar oxalacetato. Al enzima se le ha dado el nombre trivial de piruvato

carboxilasa y es designado como piruvato: CO; ligasa (ADP), EC 6.4.1.1.

El enzima cataliza la reaccion:
PIR + CO3H + ATP —> OAA + ADP + Pi

. . . 2+ .
La reaccion tiene lugar en presencia de Mg” y de un catibn monovalente
F . + r L L] L] L] L]
(tipicamente K ). Ademas es necesaria la presencia de un acil-CoA que principalmente es

el acetil-CoA (Warren & Tipton, 1974a).

La reaccion esta desplazada hacia la derecha y éste es el sentido en el que
transcurre normalmente en la mayor parte de los organismos y tejidos estudiados,
constituyendo una excepcion los reticulocitos de conejo, en los que realmente existe una

reversibilidad funcional del enzima (Miiller ef al., 1974).

Este enzima esta ampliamente distribuido en las diferentes especies, habiendo sido
detectada su actividad en la mayoria de los tejidos de los vertebrados, aunque su mayor
capacidad catalitica (expresada por miligramo de proteina) aparece en higado, corteza
renal y tejido adiposo de mamiferos. La vasta distribucidon del enzima refleja los multiples

papeles que desempefia en el metabolismo: gluconeogénesis a partir de precursores de tres
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carbonos, sintesis anaplerotica de oxalacetato, glicerogénesis y lipogénesis y, por ultimo,

también es importante en el metabolismo de ciertos aminoacidos (Figura 1.1).

- PERTTY ke i W

Lwer/ deney

| Glucose

Pyruvate

O

Pyruvate ~—— PYRUVATE NADPH
+ * NADP *
et NOSPhoenclpyruvate , Vialate
. CO- Acetyl-CoA
Oxaloacetate
- — OXALOACETATE&
Aspartate
e . Citrate = =——®Citrate
mino acids : l Acetyl-CoA

* T Malonyl-CoA

Y

Fatty Acids

Succinyl-CoA o~-Ketoglutarate

Glutamate

Figura 1. 1.- Representacion esquemadtica de las funciones anapleroticas de la
piruvato carboxilasa en mamiferos. Se han resaltado en color las rutas
metabolicas de especial relevancia en ciertos tejidos. Mediante una
[inea de puntos se indica la localizacion mitocondrial de algunas de las

reacciones sernialadas.

La estequiometria de la reaccion de la piruvato carboxilasa fue estudiada por
Utter y Keech (1963), cuyos resultados mostraban: a) equimolaridad entre el piruvato
utilizado y el oxalacetato formado; b).el ADP y el Pi son los productos de la utilizacion del
ATP, y c) el acetil-CoA juega sélo un papel catalitico en la reaccion. También hallaron que
el CO; incorporado se une al carbono metilico del piruvato. La piruvato carboxilasa

presenta un mecanismo de reaccion similar al de los demas enzimas dependientes de

biotina.
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I.2.- ENZIMAS BIOTINICOS

I.2.1.- Reacciones catalizadas por los enzimas biotinicos

[La biotina fue identificada como un factor de crecimiento para las levaduras en
1935 y desde entonces su papel bioldgico, estructura y mecanismo de accion han sido
estudiados ampliamente. La biotina es un cofactor esencial para un pequefio nimero de
enzimas que realizan diferentes funciones metabdlicas (Tabla 1.1). En general la biotina
actia como un transportador de grupos CO,, unidos de manera covalente, en aquellas
reacciones en las que el CO, es fijado a un aceptor (Carboxilasas), un grupo carboxilo es
transferido de un donador a un aceptor (Transcarboxilasas) o bien un grupo carboxilo es

eliminado como CO, de un donador (Decarboxilasas).

O

s
HN / \NH

\
N VI

e

Biotina

Figura 1.2. Estructura de la D-(+)-Biotina

Existe una amplia evidencia (Wood & Barden, 1977) de que la reaccion
catalizada por los enzimas que presentan biotina en su estructura tiene lugar por medio de

dos reacciones parciales:
E-Biotina + ATP + CO3H ———— 3 E-Biotina-CO, + ADP +P1  Ia

E-Biotina-CO, + Aceptor =——————> E-Biotina + Aceptor-CO, b

ATP + COsH" + Aceptof ——— 3 ADP + P1+ Aceptor-CO; 1
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En la transcarboxilasa, un donador de carboxilos (Metilmalonil-CoA) reemplaza al
ATP y COsH’ en la reaccion parcial /a. En la decarboxilasa, la reaccion parcial /b tiene
lugar hacia la izquierda seguida de la descomposicién de la biotina carboxilada para dar
CO,.Cada reaccion parcial (tanto la reaccion /a como la /b) tiene lugar en un dominio
diferente del enzima, siendo el papel esencial de la biotina en la catalisis la transferencia

del CO; fijado como grupo carboxilo entre los dos dominios.

Tabla 1.1. Enzimas Biotinicos

EC NOMBRE FUNCION
EC 2.1.3.1 Transcarboxilasa |Regulador de la fermentacién de ciertos carbohidratos a
propionato en las propionibacterias
EC6.4.1.1 Piruvato Cataliza la primera reaccidén de la gluconeogénesis. Tiene
carboxilasa un papel anaplerdtico y de relleno de los niveles de
oxalacetato del ciclo de Krebs.
EC 6.4.1.2 Acetil-CoA Cataliza la reaccion que une unidades de acetato en la
carboxilasa biosintesis de acidos grasos.
EC 6.4.1.3 Propionil-CoA Es un enzima esencial de la ruta por la que el propionato
carboxilasa entra al ciclo de Krebs en forma de succinato,
convirtiéndose por tanto el propionato en un sustrato
gluconeogénico.
EC 6.4.1.4 3-Metilcrotonil- Este enzima esta implicado en la catalisis de la leucina y

CoA carboxilasa |de ciertos compuestos isoprenoides.

EC 6.4.1.5 Geranil-CoA Se encuentra en microorganismos  que catabolizan

carboxilasa compuestos isoprenoides como el citronelol.

EC 6.3.4.6 Urea carboxilasa Aparece en microorganismos que crecen en medios con
urea como unica fuente de nitrégeno y que carecen de
ureasa.

EC 4.1.1.41 |Metilmalonil-CoA |Cataliza uno de los pasos finales en la fermentacion del

decarboxilasa lactato en Micrococcus lactitycus.

EC4.1.1.3 Oxalacetato Se encuentra en el Aerobacter aerogenes en medios que

decarboxilasa presentan citrato como unica fuente de carbono.

[.a estructura cuaternaria de los enzimas biotinicos ha sido muy investigada en los
altimos afios y en particular los casos de la trancarboxilasa, piruvato carboxilasa y acetil-
CoA carboxilasa. Todos los enzimas estudiados presentan una estructura oligomérica. No
obstante, a pesar de que la reaccién general catalizada por los enzimas que contienen
biotina es muy similar, se ha observado una considerable variedad en su estructura y, asi,
varia entre la estructura relativamente simple de la piruvato carboxilasa tetramérica de
mamiferos al caso de la transcarboxilasa compuesta por 30 polipéptidos. Esta variabilidad

parece ser que refleja diversos estados evolutivos de los enzimas biotinicos (Obermayer &
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Lynen, 1976).

Aunque existen nueve enzimas biotinicos, en mamiferos el numero de enzimas
biotinicos presentes en una célula no es superior a cinco, estando implicados en reacciones
claves del metabolismos intermediario de acidos grasos y del metabolismo glucidico y de

aminoacidos (Figura 1.3)
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Figura 1. 3.- Papel de las carboxilasas dependientes de biotina en el metabolismo
humano. ACC: Acetil-CoA carboxilasa; MCC: 3-Metilcrotonil-CoA
carboxilasa; PC: Piruvato carboxilasa y PCC: Propionil-CoA
carboxilasa.

I.1.2.- Metabolismo y estructura de los enzimas biotinicos

Es probable que el uso generalizado de tecnologias basadas en la interaccion de la
biotina con avidina o sptreptavidina en Bioquimica, Inmunologia, Biologia celular o
Biotecnologia oculten el hecho de que la biotina es ante todo una vitamina necesaria para
todos los seres vivos. La biotina es sintetizada en plantas, casi todas las bacterias y algunos

hongos y tiene un papel central en el metabolismo cuando se encuentra unida a proteinas.

La union de la biotina a proteinas se establece mediante un enlace covalente en el
centro activo de una serie de enzimas, biotin enzimas, que transfieren el didxido de

carbono a partir del bicarbonato a una serie de de acidos organicos para originar
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intermediarios metabolicos. LLa mayoria de organismos presenta no mas de cinco enzimas
biotinilados, indicando esto que la reaccion de biotinilizacién es muy especifica. Ademas,
es interesante destacar que en bacterias, la biotinilizacion tiene un efecto directo sobre la

expresion genica.

Los organismos superiores son incapaces de sintetizar la molécula de biotina y por
tanto dependen completamente de la pequefia cantidad de esta vitamina presente en los
alimentos. Por este motivo, se ha desarrollado un sistema muy eficiente para garantizar la
obtencion y utilizacion de esta vitamina de una forma idonea (Figura 1.4) (Pacheco-
Alvarez et al, 2002). La biotina ingerida en la dieta, al encontrarse unida a proteinas no se
encuentra disponible y debe ser liberada previamente. Esta reaccidon es llevada a cabo por
una biotinidasa pancreatica que rompe especificamente el enlace entre la biotina y el grupo
g-amino de la cadena lateral de lisina a la cual se une la molécula de biotina. La biotina asi
liberada es activamente absorbida en el intestino y posteriormente en las células es unida a
las correspondientes biotin enzimas. Los enzimas biotinicos activos, es decir las
holocarboxilasas, son degradados al igual que otras proteinas del organismo en el
metabolismo celular normal, a aminoacidos y a biocitina o biotinil-lisina. Para la ruptura
de la union entre la biotina y la lisina es necesaria la presencia de biotinidasas
citoplasmaticas o plasmaticas, cuya actividad se relaciona con un reciclaje adicional de la
biotina (Figura 1.4). Ademas, como ya hemos indicado la biotinidasa esta implicada en la

absorci0n intestinal de la biotina, ya que ésta normalmente se ingiere unida a proteinas.

Cada uno de los enzimas biotinicos es sintetizado en el organismo en una forma
inactiva denominada apocarboxilasa, de manera que llegan a ser metabodlicamente activos
(holocarboxilasas) cuando se unen covalentemente a la biotina. Probablemente, esta
reaccion de union covalente de la biotina a una cadena lateral de lisina del enzima
biotinico. sea la reaccion mas importante de este ciclo y estd catalizada por la enzima

denominada biotina-proteina ligasa.

La biotinizacidén es una reaccion que transcurre en dos etapas en la que se produce
la formacién de un enlace amida entre el grupo carboxilo de la biotina y el grupo g-amino

de la lisina a modificar (Figura 1.5). La reaccion es muy similar a la que catalizan las
aminoacil-t-RNA sintetasas. Esta reaccién se ha conservado evolutivamente y diferentes

biotina-proteina ligasas pueden catalizar la union de biotina a enzimas de otros organismos

7
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alejados evolutivamente. En cada organismo existe una unica biotina-proteina ligasa

responsable de la unidén de la biotina a todos las biotin enzimas celulares (Chapman-Smith

& Cronan,1999)
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Figura 1. 5.- Reaccion catalizada por la biotina-proteina ligasa.

La Unica biotina-proteina ligasa cuya estructura tridimensional se conoce es BirA.
Se trata de una proteina monomérica de 35 kDa responsable de la biotinilizacion en E. coli
(Figura 1.6). En la estructura cristalografica claramente se observa una region expuesta a
solventes en la que se localiza la unién de biotinil-lisina. Asi mismo, se infiere la presencia
de un motivo conservado de union a ATP de secuencia GRGRRG proximo al sitio de
unidn de la biotina. Curiosamente, esta proteina posee en su extremo amino un dominio

hélice giro hélice de unién a DNA ya que en funcién de su union a biotinoil-5"-AMP o no,
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es capaz de reprimir el operon de sintesis de biotina en E. coli por unién directa a la region

promotora del mismo ( Cronan, J. E., Jr 1989).

(b)

Figura 1. 6.- Estructura de BirA, la biotina-proteina ligasa de E. coli. (a)
Estructura mostrando la union de la biotina en el centro activo del
enzima. El motivo de union a ATP se indica por una flecha. (b) Vista de
la estructura tras una rotacion de 90° en torna al eje y. Basado en

Wilson et al. (1992).

Tras la unién de biotina y ATP a las biotina-proteina ligasas, se produce la
tansferencia del grupo biotinico a la cadena lateral de lisisna adecuada de la proteina a
biotinilar. El dominio biotinilado de las biotin enzimas suele localizarse en el extremo
carboxilo terminal con el grupo biotinil-lisilo dispuesto a unos 35 amino acidos del
extremo carboxilo. Existe una gran semejanza en la secuencia primaria de los dominios
biotinilados de todos los enzimas biotinicos. La lisina que es biotinilada aparece siempre
formando parte de un tetrapétido conservado AMKM. Una modificacion de esta secuencia,
en concreto de las metioninas, aunque no bloquea totalmente la biotinilizacién, tiene un

efecto dramatico sobre la misma (Reche ef al. 1998 ). A partir de experimentos en los que
10
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se han expresado dominios truncados se confirma que es necesario un minimo de 35 a 40
aminoacidos conservados flanqueando cada lado del lugar de biotinilizacién para que el
pétido sea eficientemente reconocido por la biotina-proteina ligasa. Aparentemente estos
aminoacidos contribuyen a la formacion de un ntcleo hidrofébico en cuya superficie queda
expuesto el lugar de modificacion covalente (Athappily & Hendrickson, 1995) como se

deduce de una serie de dominios biotinilados cuya estructura tridimensional es conocida

(Figura 1.7).

(a) = (b) (c)
bio-K122

_ ;

bio-K122

......

Figura 1. 7.- Estructura del dominio de union a biotina de la proteina
transportadora de biotina perteneciente al complejo de la acetil-CoA
carboxilasa de E. coli. (a) Plegamiento general de la holoproteina y del
grupo prostético unido a la lisina 122. (b) Vista rotada 90° en torna al
eje y. (c¢) Modelo de bolas en la que se indican en azul aquellos amino

dcidos esenciales para la biotilizacion. Vista desde arriba y derecha
Basado en Roberts et al., 1999.

Es razonable suponer que los genes que codifican para las proteinas transportadoras
de biotina de los enzimas biotinicos han derivado de un antecesor comun de tal forma que
tras un proceso de duplicacion el gen original haya evolucionado independientemente para
codificar para los distintos enzimas biotinicos que tienen diferentes funciones aunque
relacionadas entre si (Lynen, F. 1979). Este posible origen comun se pone de manifiesto
cuando se analiza la secuencia de aminoacidos del lugar de biotinilizacion. Ademas de la

secuencia conservada MKM, todos los biotin enzimas presentan una secuencia conservada
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PXP a 30-35 amino acidos de lado amino de la lisina biotinilada. Asi mismo todos los
biotin enzimas tienen numerosas glicocolas y valinas conservadas en posiciones

especificas con respecto al sitio de biotinilizacion (Figura 1.8).

= P-X P G= G = M-K-Me—= G =——e—o— COOH
BiO Eig 7(|)3
HPCCA ! , 1Pe PG 1Y = GeY =3 GQE= CVeEAMKME som Go/ £3)f ey e} ey E-COOH
HFC = == 1P e P V 2 GaV =GQ=CV= AMKM: 2 GaV =aVaVe=  (Gr=m===zm E-COOH
YPC e P e P e (G V e G GQes = AMKMe 2 GoV VeV aGe 3| e=—=— COOH
1.35TC 1 PP =G V3 GoV enGQ=———o EAMKM:= iy (Jo V £ V ey Gy L ey COOM
BCCP = o = == GoV =o@G=—=0= EAMKM:! == GoY ==V aG——r==—=1.== E-COOH
YACC ——— e == PaPG V oy G QQ——= 0 MK M (R e (§ ey (3 ¢ e s e e ¢
CACC = ’P' 'F.'—IG' :Vﬂeﬂ'v =:GQ:====E:: MKM - — JG' - - —th = xG o ————Jeesces

Figura 1. 8.-Secuencias conservadas de amino dcidos en los enzimas biotinicos. La
secuencia de aminoacidos de varios enzimas biotinicos se muestra
alineada con respecto al lugar de biotinilizacion. La numeracion
corresponde a la posicion de los aminodcidos en la propionil-CoA
carboxilasa. HPCCA, propionil-CoA carboxilasa humana; HPC,
piruvato carboxilasa humana; YPC, piruvato carboxilasa de levaduras,
1.3S TC, subunidad 1.3S de la transcarboxilasa de P. shermanii; YACC,

Acetil-CoA carboxilasa de levadura y CACC, Acetil-CoA carboxilasa
de pollo.

I.3.- PIRUVATO CARBOXILASA

I.3.1.- Significado fisiologico de la carboxilacion del piruvato

La piruvato carboxilasa estd ampliamente distribuida tanto en microorganismos
como en vertebrados. En los vertebrados puede ser localizada en una gran diversidad de
tejidos, exhibiendo niveles de actividad méxima muy dispares entre unos y otros. Esta
extensa distribucion del enzima refleja la variedad de funciones metabdlicas en las que

participa (Scrutton, 1971).

Se ha demostrado que la carboxilacion del piruvato es util como reaccion
anaplerdtica del ciclo de Krebs (Adam & Haynes, 1969). Esta reaccion también forma
parte de la ruta gluconeogénica a partir de precursores de tres carbonos, lo que esta
relacionado con los altos niveles de enzima detectados en higado y corteza renal, dos

tejidos de elevada actividad gluconeogénica (Scrutton & Utter, 1968). Asi mismo, la
12
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piruvato carboxilasa esta involucrada en la biosintesis de algunos aminoacidos (Forissier &
Baverel, 1981) y en la lipogénesis (Ballard & Hanson,1967a), asi como en la sintesis de

ciertos metabolitos.

LLa importancia de la regulacion de la actividad de la piruvato carboxilasa destaca si
consideramos que el enzima cataliza una reaccion comun a diversas rutas metabolicas vy,
que, en tejidos gluconeogénicos es la primera reaccion de la secuencia de sintesis a partir
de piruvato y, por analogia con otros sistemas, puede ser considerada como una probable
etapa reguladora del resto de la ruta metabdlica (Barrit et al., 1976). Por otro lado, el
enzima exhibe caracteristicas cinéticas propias de sistemas alostéricos, asi como una
estructura subunitaria (Valentine er al., 1966; Scrutton & Utter, 1967; Utter & Fung,
1971). Ademas, su activacion por acetil-CoA esta acompaiiada de cambios
conformacionales en la proteina (Scrutton & Utter, 1967). Todas las caracteristicas

anteriores son propias de enzimas reguladores.

1.3.1.1.- Anaplerosis

La reaccion que cataliza la piruvato carboxilasa es la principal via anaplerética del
ciclo del acido citrico. Este papel metabdlico probablemente represente la funcidon original
de la piruvato carboxilasa y puede explicar la presencia de este enzima en muchos
microorganismos y, en pequefia concentracion, en tejidos como el cerebro (Mahan ef al.,
1975), musculo esquelético (Spydevold ef al., 1976), musculo cardiaco (Peuhkurinen &
Hassinen, 1982) y mucosa intestinal (Anderson, 1970), en los que las otras funciones de la

piruvato carboxilasa no tienen un papel relevante.

La capacidad anaplerdtica de la piruvato carboxilasa tiene un extenso apoyo
experimental. Ya en 1969, Adam y Haynes incubaron hepatocitos de rata en presencia de
piruvato y '“CO, y observaron que un 80% del radioisotopo fijado aparecia como malato y
citrato. Estudiando la anaplerosis inducida por acetato en corazon de rata perfundido con
[1-'*C]-piruvato, se ha detectado el *C en los 4acidos intermediarios del ciclo de Krebs,
por lo que se puede afirmar que en el miocardio de rata la carboxilacion del piruvato hacia
intermediarios de cuatro carbonos del ciclo del acido citrico sucede bajo condiciones de

necesidad de relleno anaplerdtico de dicho ciclo (Peuhkurinen & Hassinen, 1982).
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Figura 1. 9.- Papel que desempeiia la piruvato carboxilasa en la anaplerosis del
ciclo de Krebs. CS: Citrato sintasa;, MDH: Malato deshidrogenasa,
PDH: Piruvato deshidrogenasa;, ME.: Enzima mdadlico;, PC: Piruvato
carboxilasa. Las flechas rayadas indican el relleno del ciclo por
reaccion anaplerdtica, las flechas lisas sefialan el vaciado del ciclo 'y
las flechas discontinuas la inclusion y oxidacion de productos
intermedios, como aminodcidos.(Tomado de Jungermann & Miihler,

1984).

Aunque el oxalacetato es un intermediario del ciclo de Krebs, no se ha detectado
oxalacetato marcado debido a la muy baja concentracion fisioldgica de este metabolito, de
manera que cuando se produce la reaccién con fines anaplerdticos, a medida que es
generado el oxalacetato va siendo transformado en citrato por la citrato sintasa, que utiliza
el acetil-CoA aportado por el complejo de la piruvato deshidrogenasa. El papel
anaplerdtico de la piruvato carboxilasa en el ciclo de Krebs esta esquematizado en la

Figura 1. 9.
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En algunos tejidos, como el tejido nervioso el papel anaplerotico de la piruvato
carboxilasa es relevante. Aunque no ha sido localizado el enzima en neuronas (Shank
etal., 1993), si se ha localizado la presencia del enzima en astrocitos (Wiesinger et al.,
1997). En estas células la funciéon anaplerética de la piruvato carboxilasa se ha propuesto
como imprescindible para la produccion de glutamina, mediante el ciclo
olutamato/glutamina (Cooper & Plum, 1987) como se indica més adelante. El oxalacetato
generado por la piruvato carboxilasa tiene un papel regulador en la sintesis de novo de

‘glutamato por los astrocitos al incrementarse la concentracion de intermediarios del ciclo

de krebs (Gamberino ef al., 1997).

I.3.1.2.- Lipogénesis

Ademas del higado y la corteza renal, el Unico tejido que exhibe una elevada
actividad piruvato carboxilasa es el tejido adiposo (Ballard & Hanson,1967a; Mackall &
Lane, 1977), en el que se ha detectado un aumento de actividad del enzima de 18 veces
durante el proceso de diferenciacién de los preadipocitos 3T3 hasta adipocitos (Mackall &
Lane, 1977), por lo que la carboxilaciéon del piruvato es una reaccion clave en la
lipogénesis. Paralelamente al aumento de la actividad piruvato carboxilasa se produce una
acumulacion de grasa en la célula y un fuerte aumento en la actividad de la citrato liasa,

otro enzima clave en la lipogénesis.

El papel de la piruvato carboxilasa en la lipogénesis esta esquematizado en la
Figura 1.10. Hemos de considerar que para se produzca la lipogénesis en el citosol es
necesario el aporte de unidades de acetilo y un elevado nivel de NADPH citosélico. El
transporte de unidades acetilo desde la matriz mitocondrial hasta el citosol se realiza en
forma de citrato, el cual es escindido una vez que ha llegado al citosol por la citrato liasa.
Por otro lado, aunque el oxalacetato es un intermediario del ciclo de el acoplamiento de los
enzimas malico y malato deshidrogenasa proporciona un mecanismo para la génesis de
NADPH utilizable en la biosintesis de acidos grasos. El piruvato formado reingresa en la
mitocondria. Este drenaje de citrato mitocondrial requiere una continua anaplerosis de

oxalacetato para que el dispositivo de transporte de acetil-CoA siga funcionando (Ballard

& Hanson, 1970; Mackall & Lane, 1977).
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Figura 1. 10. Papel de la piruvato carboxilasa en el transporte intracelular de
acetil-CoA y en la provision de NADPH en la liponeogénesis. CS:
Citrato sintasa; CL: Citrato ligasa dependiente del ATP; MDH: Malato
deshidrogenasa: ME: Enzima mdlico;, PC: Piruvato carboxilasa; PDH:
Piruvato deshidrogenasa. (Tomado de Jungermann & Miihler, 1984).
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Figura 1. 11. Papel de la piruvato carboxilasa en la sintesis de glicerol.
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La piruvato carboxilasa también desempefia esta mision en el cerebro de rata,
donde ademas de utilizarse para la sintesis de acidos grasos, el acetil-CoA transferido al

citosol se usa como precursor de acetilcolina (Patel & Tilghman, 1973).

El otro aspecto de la participacion de la piruvato carboxilasa en la biosintesis de

triacilglicéridos es la génesis de glicerol, que estd esquematizada en la Figura 1. 11.
1.3.1.3.- Biosintesis de aminoacidos

La piruvato carboxilasa interviene en la biosintesis de los esqueletos carbonados del
aspartato, glutamato y glutamina. En la corteza renal de cobaya se produce la sintesis de
olutamina a partir de alanina (Forissier & Baverel,1981). En los tubulos renales de este
mamifero la glutamina es el principal producto del metabolismo de la alanina. La ruta de
biosintesis de la glutamina a partir de alanina esta representada en la Figura 1. 12. Como se
ilustra en la figura, la misién de la piruvato carboxilasa es reunir en forma de oxalacetato el
esqueleto carbonado completo de una molécula de alanina y un carbono procedente de
otra. Los otros dos carbonos que se enlazan posteriormente lo hacen via citrato sintasa.

Tras la descarboxilacién del isocitrato ya estd ensamblado el esqueleto carbonado de la
olutamina. Cada molécula a-cetoglutarato producido se transamina con dos moléculas de

alanina para dar glutamina. El balance del proceso, teniendo en cuenta sélo los reactivos y

productos que contengan carbono, nitrégeno o ambos elementos es el siguiente:

2 Ala =——>» GIn + CO,

La fijacién del CO, juega un papel critico en este proceso metabodlico,
observandose un aumento progresivo de la sintesis de glutamina a medida que se aumenta

la concentracion de bicarbonato en el medio de incubacion.

La piruvato carboxilasa también interviene en la biosintesis de aminoacidos
dicarboxilicos (Patel & Tilghman, 1973). Ya en 1960, Woronick y Johnson observaron que
los extractos de Aspergillus niger forman aspartato a partir de piruvato, CO, y ATP. Este
proceso ha sido detectado también en reticulocitos de conejo (Miiller et al., 1974) y otros

tejidos. La sintesis de aspartato y glutamato se produce mediante la transferencia de grupos
17
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amino al oxalacetato y al o-cetoglutarato, respectivamente. El aspartato necesario para la

sintesis de urea en la reaccion catalizada por la arginina-succinato sintetasa puede verse
limitado cuando existe poca actividad piruvato carboxilasa, por lo que también existe un
nexo de union entre este enzima y la ureogénesis hepatica, habiéndose demostrado que es
necesario un flujo minimo a través de la piruvato carboxilasa para alcanzar una tasa optima
de produccion de urea (Martin-Requero ef al., 1987). También tiene un papel importante

en la biosintesis de glutamina a partir de alanina (Forissier & Baverel, 1981), este proceso

esta representado en la Figura 1. 13.
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Figura 1. 13. Biosintesis de glutamina a partir de alanina.

1.3.1.4.- Gluconeogénesis.

La gluconeogénesis es el proceso metabdlico por el que se sintetiza glucosa
a partir de precursores carbonados no glucidicos. Tiene como finalidad fundamental el
mantenimiento de la glucemia en los periodos de ayuno, cuando la glucogenolisis no puede
aportar suficiente glucosa a la sangre. De hecho, se considera que en situaciones de ayuno
prolongado la gluconeogénesis puede llegar a ser responsable de hasta el 96% de la
produccién total de glucosa del organismo (Rothman ef al., 1991). También es el camino

para metabolizar el lactato producido en tejidos glucoliticos, eritrocitos y musculo, en
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particular despues del ejercicio intenso. En rifion puede estar relacionada con el
mantenimiento del equilibrio acido-basico del organismo y con la reabsorcién de sodio y
fosfato. Debido a la enorme importancia de la gluconeogénesis se han publicado

magnificas revisiones sobre este tema (Hanson & Mehlman, 1976; Hue, 1981; Hers &

Hue, 1983; Friedman, 1984; Moon, 1987; Pilkis et al., 1988; Schoolwerth ef al., 1988).

Mientras que en mamiferos la glucolisis (degradacion de glucosa hasta piruvato o
lactato) puede ser activa en todo tipo de células, la gluconeogénesis queda restringida
unicamente al higado y al rifién, ya que otros organos o tejidos carecen del equipo
enzimatico completo para la realizacion de este proceso. La ruta metabolica (Figura 1.14)
no es la inversa a la glucolitica, aunque son compartidos gran cantidad de enzimas que
actian de manera reversible, existen tres barreras termodindmicas desde piruvato a
fosfoenolpiruvato, desde fructosa 1,6-bisfosfato a fructosa 6-fosfato y desde glucosa 6-
fosfato a glucosa, que son salvadas por la actuacién de las enzimas gluconeogénicas
piruvato carboxilasa (EC 6.4.1.1), fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (EC 4.1.1.32),
fructosa 1,6-bisfosfatasa (EC 3.1.3.11) y glucosa 6-fosfatasa (EC 3.1.3.9),

respectivamente.

Otra diferencia es que la glucolisis es un proceso integramente citosélico, mientras
que para la gluconeogénesis se requiere la actuacion de algunas etapas mitocondriales que
vienen condicionadas por la localizacién de la piruvato carboxilasa (Ballard et al., 1970)
exclusivamente mitocondrial y de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa de la que existen
isoenzimas citosélicos y mitocondriales que varian en su distribucion de una especie a otra
(Nordlie & Lardy, 1963) siendo mayoritariamente citosolica en rata, ratéon y hamster, casi
exclusivamente mitocondrial en conejo y paloma y presentindose en proporciones

semejantes en la mayoria de animales incluido el hombre (Ballard & Hanson, 1969;
Bottger ef al., 1969; Diesterhaft er al., 1971; Flores & Alleyne, 1971; Hanson & Garber,
1972; Longshaw & Pogson, 1972).
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Figura 1. 14. Ruta de la gluconeogénesis. Etapas enzimdtica generadoras de flujo.
(1) Piruvato carboxilasa; (2) Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, (3)
Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa mitocondrial; (4) Fructosa-1,0-
bifosfatasa; (5) Glucosa-6-fosfatasa; (6) Gliceroquinasa; (/)
Fructoquinasa, (8) Glutaminasa.
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El oxalacetato, producto de la reaccién catalizada por la piruvato carboxilasa, no
puede atravesar la membrana mitocondrial (Lardy et al., 1965) por lo que para continuar la
via gluconeogénica debe ser descarboxilado en la mitocondria para formar
fosfoenolpiruvato, cuando la distribucion de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa lo
permita, o bien, ser exportado al citosol en forma de malato o aspartato, dependiendo de la
concentracion relativa de NAD'/NADH en ambos compartimentos celulares. Por ultimo,
otra diferencia es que la glucolisis es un proceso que genera energia y la gluconeogénesis a

partir de la mayoria de sustratos requiere la hidrolisis de ATP.

La regulacion de la glucolisis y de la gluconeogénesis se puede dividir en tres
categorias (Pilkis et al., 1988). El primer mecanismo de regulacién implica el control de
los niveles de sustratos, ya que en general estos alcanzan los tejidos gluconeogénicos en
condiciones subsaturantes. Un segundo mecanismo que actua en un corto plazo (minutos)
regula la ruta mediante cambios en los estados de fosforilaciéon o en los niveles de
efectores alostéricos de los enzimas clave del proceso gluconeogénico. Por ultimo, la
regulacion a largo plazo (horas a dias) implica cambios en los niveles de actividad de los
enzimas implicados mediante el control de la expresion génica, sintesis de proteinas y/o
degradacion de las mismas. Como veremos a continuacion la piruvato carboxilasa es
susceptible de control en los tres niveles implicados y su regulacion debe ser fundamental

para el normal funcionamiento de la gluconeogénesis a partir de precursores tricarbonados.

La regulacion de la gluconeogénesis in vivo se produce minuto a minuto por la
accion coordinada de numerosas hormonas, habiéndose demostrado que el glucagén, la
adrenalina y diferentes efectores o y B-adrenérgicos estimulan la sintesis de glucosa a

partir de piruvato o lactato en diversas preparaciones de higado (Ross et al., 1967; Exton &
Park, 1968; Williamson et al., 1969; Johnson et al., 1972; Garrison & Haynes, 1973;
Taylor et al., 1983) y rifién (Klahr et al., 1973; Kurokawa & Massry, 1973; Roobol &
Alleyne, 1973; Guder & Ruprecht, 1975; McDonald & Saggerson, 1977; Saggerson &
Carpenter, 1980; Kessar & Saggerson, 1982; Oliver, 1988). Las hormonas tiroideas y los
olucocorticoides tambien inducen incrementos en la gluconeogénesis en ambos tejidos
(Henning et al., 1966; Exton et al., 1970; 1972; 1973; Bartels & Sestoft, 1980; Allan &
Titheradge, 1984).
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Mientras que es evidente que el glucagon y las catecolaminas estimulan la
oluconeogénesis por cambios en la actividad de los enzimas citosolicos
fosfofructoquinasa-2-fructosa 2,6-bisfosfatasa, piruvato quinasa, fosfofructoquinasa-1 'y
fructosa 1,6-bisfosfatasa, también existen cambios persistentes en las mitocondrias aisladas
de higado o rifién expuestos a estas hormonas. Entre ellos, incrementos en la carboxilacion
del piruvato (Adam & Haynes, 1969; Garrison & Haynes, 1975; Garrison & Borland,
1979; Halestrap, 1978a; Chan ef al., 1979; Oliver, 1988), en la oxidacion desacoplada de
sustratos que producen NADH, de succinato y de acil-CoA (Yamazaki, 1975; Halestrap,
1978b: 1982: Siess & Wieland, 1978; Titheradge et al., 1978; Zammit, 1980), en la
relacion ATP/ADP (Titheradge & Haynes, 1980, Siess ef al., 1977), en el volumen de la
matriz mitocondrial (Halestrap et al., 1980; Quinlan et al., 1983; Halestrap ef al., 1986) y

disminucion en los niveles de oa-cetoglutarato y glutamato (Siess ef al., 1977; U1 et al.,
1973a; 1973b), demostrandose que la velocidad de carboxilacion del piruvato puede ser
limitada por la actividad de la cadena respiratoria (Halestrap & Armston, 1984) y que esta
posee un elevado coeficiente de control de flujo (Halestrap, 1987; Pryor et al., 1987).

Por aplicacién del teorema del entrecruzamiento, a la concentracion de metabolitos
intermediarios, se ha demostrado que la carboxilacion del piruvato es una etapa limitante
de la velocidaddel flujo gluconeogénico y, por tanto, es muy probable que esta regulada
(Williamson ef al., 1969; 1970; Exton & Park, 1969). Todos estos resultados hacen pensar
que el control hormonal del metabolismo del piruvato ocurre, al menos en parte, a nivel de
la piruvato carboxilasa. El glucagon y las catecolaminas estimulan la oxidacién de acidos

erasos lo que se traduce en un incremento en la concentracidon de acetil-CoA, estimulando

al enzima. Ademéas el incremento mitocondrial del Ca®" activa a la a-cetoglutarato

deshidrogenasa disminuyendo la concentracion de inhibidores glutamato y a-cetoglutarato.
Fl incremento en el volumen de matriz mitocondrial aumenta la velocidad de la cadena

respiratoria con lo que se produce mas ATP disponible para la carboxilacion.

Cuando se aplican los teoremas de Kacser y Burns (1973) y de Heinrich y Rapoport
(1974) al estudio del control de flujo de las distintas etapas de la gluconeogénesis se
encuentra que la piruvato carboxilasa es el enzima con mayor coeficiente de control para la
gluconeogénesis a partir de lactato y piruvato en hepatocitos de rata (Groen et al., 1983;

1986), resultados que también destacan el papel de este enzima.
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Por otro lado, con el empleo de inhibidores como el dicloroacetato o el o-

hidroxicinamato, que disminuyen el aporte de sustrato a la mitocondria, y el oxamato, que
es un inhibidor competitivo de la piruvato carboxilasa, (Goodall ez al., 1981) se encuentran

disminuciones paralelas en la carboxilacion del piruvato y en la gluconeogénesis (Lacey &

Randle, 1978; Martin-Requero ef al., 1986a; 1986b; Oliver, 1988).

Bannister (1976) ha comprobado que en pollos afectados por el sindrome del
higado y el rifién grasos, debido a la carencia de biotina en la dieta, se produce una gran
disminucién de la capacidad gluconeogénica y de la actividad piruvato carboxilasa en
higado y rifién, mientras que el resto de los enzimas gluconeogénicos que no dependen de

la biotina mantienen actividades similares a las de los animales control.

Respecto a las hormonas tiroideas y glucocorticoides que actian por incrementos
en la velocidad de sintesis de algunas enzimas, se admite que tienen una accion permisiva
sobre la gluconeogénesis. La mayoria de los estudios se han centrado sobre la induccion de
la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, que también resulta inducida por glucagon (Sasaki et
al., 1984). Sin embargo, existen suficientes evidencias para pensar que la piruvato

carboxilasa también se induce cuando se requiere una adaptacion a largo plazo en la

gluconeogénesis (Martin & Titheradge, 1984; Martin er al., 1934, Weinberg & Ultter,
1979; Joseph & Subrahmanyam, 1972, Salto et al., 1996).

Resumiendo, la carboxilacién del piruvato esta regulada por los tres mecanismos
propuestos por Pilkis er al., (1988), aporte de sustratos, modificacion en los niveles de
efectores alostéricos y cambios en la concentracion de la piruvato carboxilasa,

constituyendo por tanto, una etapa crucial en el control de la ruta gluconeogénica.

1.3.2.- Mecanismo de la reaccion catalizada por la piruvato

carboxilasa

La piruvato carboxilasa presenta un mecanismo de reaccion similar al de los demas
enzimas dependientes de biotina. Se cree que el centro activo de la piruvato carboxilasa
consta de dos centros parciales de reaccion separados espacialmente (Easterbrook-Smith ef

al., 1976a). El brazo biotinil-lisilo transporta grupos carboxilato activados de un centro
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catalitico parcial al otro. Como consecuencia de la existencia de estos dos centros
cataliticos diferentes, la reaccidén global de carboxilacién del piruvato puede ser descrita
como la suma de dos reacciones parciales que representan los procesos que suceden en
cada centro. La primera reaccion consiste en la carboxilacion del resto biotinil-lisilo. La
AG® de la reaccion es negativa debido a que la carboxilacion de la unidad de biotina, de
por si endergdnica, estd acoplada a la hidrélisis del complejo MgATP* hacia MgADP"y
Pi. La segunda reaccién es posible una vez que el brazo carboxibiotinil-lisilo se ha
translocado hasta el segundo centro parcial. Alli se transfiere el grupo carboxilato al

piruvato.
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Figura 1. 15. Representacion esquemdtica del centro activo de la piruvato
carboxilasa mostrando los dos centros parciales y el brazo que
contiene la biocitina (Tomado de Attwood & Keech, 1984).

Hay dos grupos de evidencias experimentales que apoyan este mecanismo

enzimatico:

1) Tras incubar el enzima con ATP, Mg*", ['*C]-CO;H" y acetil-CoA se ha podido
aislar mediante filtracion a través de gel un complejo Enz-['*C]-carboxibiotina
relativamente estable. Ademas, el grupo ['*C]-carboxilato de dicho complejo puede ser
transferido al piruvato para formar oxalacetato sin ser necesaria la adicion de otros

reactivos (Scrutton ef al., 1965).

2) Todas las piruvato carboxilasas estudiadas hasta la fecha realizan las siguientes

reacciones de intercambio isotdpico cuando se encuentran en condiciones de equilibrio
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(Scrutton et al., 1965; Cazzulo & Stoppani, 1967; McClure et al., 1971c; Bais & Keech,
1972):

a) intercambio de 2P con ATP

b) intercambio de ['*C]-ADP con ATP

[14

¢) intercambio de [ “C]-piruvato con oxalacetato

d) intercambio de ['*C]-COsH con oxalacetato

La reaccion de intercambio entre ATP y Pi sélo requiere los componentes de la
primera reaccion parcial, es decir: ADP, COsH, Mg*" y acetil-CoA, pero no piruvato ni
oxalacetato. De forma similar, la reaccion de intercambio entre oxalacetato y [*C]-

piruvato no requiere ninguno de los componentes de la primera reaccion.

El mecanismo molecular concreto que sigue la reaccion aun no ha sido establecido
de forma inequivoca. Basandose en las reacciones de intercambio 1sotopico y en las dos
reacciones parciales, asi como en los dos subsitios de reaccion separados espacialmente, se
ha propuesto un mecanismo de reaccion (Attwood & Keech, 1984) del tipo Ping-Pong Bi-
Bi-Uni-Uni no clasico segun la terminologia de Cleland (1963), (Figura 1.16).

a
ATP COs H- ADP P1

1¢er DOMINIO

.  BIOTINA © m_CARBOXIBIOTINA
20 DOMINIO | Coo’
PKALACETATO PIRUVATO
2 ATP COsz H- ADP Pi
,", an \..‘.
- ’ \
COs H- ATP € 3 _P1 ADP

Coo -

S

4a4»

2° DOMINIO [ coo”

OXALACETATO PIRUVATO |

Figura 1. 16. Mecanismo de reaccion ping-pong no cldsico propuesto para la
piruvato carboxilasa. a.- Orden obligatorio b.- adicion y liberacion de
los reactivos del primer centro activo al azar (Tomado de Attwood &

Keech, 1984).
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Los estudios sobre la velocidad inicial de la reaccidén parecen indicar que hay una

adicién al azar del ATP y CO3;H mas que una adicién secuencial.

1.3.3.- Estructura de la piruvato carboxilasa de diferentes origenes

[.a mayoria de las piruvato carboxilasas que han sido caracterizadas se encuentran
formadas por cuatro subunidades idénticas dispuestas en los vértices de un tetraedro. Cada
subunidad de unos 130 kDa contiene como grupo prostético una molécula de biotina que
actia como un transportador de CO; entre los dos lugares de semi-reaccion del enzima.
Hoy dia se conoce o se ha deducido a partir de sus correspondientes cDNAs la secuencia
de aminoacidos de numerosas piruvato carboxilasas y todas ellas presentan unas analogias

en su secuencia y unas caracteristicas estructurales comunes (Jitrapakdee ez al., 1996).

Puesto que la estructura tridimensional de la piruvato carboxilasa no ha sido
determinada hasta la fecha se ha propuesto como modelo para el estudio estructural del
enzima la estructura de la subunidad biotinilada de la acetil-CoA carboxilasa de E. coli
(Waldrop ef al., 1994). Asi, en la piruvato carboxilasa pueden distinguirse tres dominios al
igual que en otras carboxilasas: un dominio de carboxilacion de biotina, un dominio de

transcarboxilacién y finalmente un dominio de unién a biotina (Figura 1. 17).

En funcion de su localizacion subcelular y propiedades cinéticas pueden
distinguirse al menos dos tipos de piruvato carboxilasas: La piruvato carboxilasa de
vertebrados que presentan una localizacion exclusivamente mitocondrial como ya hemos
sefialado y la piruvato carboxilasa de levaduras que presenta una localizacion citosolica.
Por tanto la piruvato carboxilasa puede ser clasificada en dos tipos en funcion de su
localizacién, contenido en iones metdlicos y respuesta a sus activadores alostéricos

derivados de acil-CoA.
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A
Biotin
Mn 2+ l
RFLXE BPwWiR HIHTH -~ AMKM
NH -,
B
MAMMALIAN PC 256 NILHLYERD 13O MVVE TAPA THLDPOLRSRLT'SDSVKLAK(Y DAV 333
MOSQUITO PC 257 NVVHL : LAPAPRLPREVRDRMIEYAVKLAK] 334

317/318

301
306

YEAST PC1 & PC2 240/241 NVVHLFERD
B. stearothermophilus PC 225 NIVHLYERD
R. etli PC 228 NVVHLEFERD 5 APYLSEAQROELAAYSTKTAGATNY TGE

RAT aPCC 274 NALWLNERE®STO | FLDPETRRAMGEQAVAWPKAVKYS 351
RAT ACC 228 NAISLFGRD Q3 ITEEAPAATATPAVF EAMEQCAVKLARMVGYVSZA 305
E.coli ACC 221 NATYLAFRD ICQYVVEEAPAPGITPELRRY IGERCAKACVDIGYR 297

Figura 1. 17.- Esquena de la distribucion de dominios de la piruvato carboxilasa.
(A) Representacion esquemdtica de las regiones de la piruvato
carboxilasa con homologia a los dominios de carboxilacion de la
biotina (BCD), transcarboxilacion(TCD) y el dominio de union a la
biotina (BTN). Algunos motivos conservados como RFLXE(D/C)PWXR
(putativo lugar de union del piruvato), HIHTH (un posible lugar de
union a metales) y AMKM (lugar de union a biotina) se indican. (B)
Alineamiento de secuencias correspondientes al dominio de union a
piruvato en el propuesto centro activo del enzima. Una secuencia
conservada de un par de Cys-Lys se destaca mediante asteriscos. PC,

Piruvato carboxilasa;, oPCC, subunidad o de la propionil-CoA
carboxilasa; ACC, acetil-CoA carboxilasa. Basado en Wallace et al.,
1998. |

El primer tipo estd constituido por la piruvato carboxilasa que procede de
vertebrados y de Arthrobacter globiformis y Bacillus stearothermophilus. El enzima de
este origen estd formado por cuatro polipéptidos similares, estando el peso molecular de
los mismos comprendido entre los 110.000 y 130.000 daltons, segun el origen del enzima

(Barden et al., 1975; Cohen et al., 1979b; Attwood & Keech, 1984). El peso molecular de

la estructura tetramérica se encuentra comprendido entre los 440.000 y 520.000 daltons.

La microscopia electrdnica del enzima de estas fuentes indica que se encuentra
constituido por tetrameros, en los que las cuatro subunidades con forma de lagrima se

disponen en los vértices de un tetraedro deformado (Cohen et al., 1979¢; Goss et al., 1979;

Mayer et al., 1980).
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Este primer tipo de piruvato carboxilasa se encuentra activado por un ligando
alostérico, un derivado de acil-CoA, con un coeficiente de Hill de al menos 2. Todas las
piruvato carboxilasas de este tipo presentan cuatro lugares de union al ATP, piruvato y
acil-CoA por tetramero asi como cuatro moléculas de biotina en su estructura. También
presentan iones divalentes, Mn?*", intimamente ligados a cada una de las subunidades del
enzima. Dentro de los derivados de acil-CoA el enzima de vertebrados responde

fundamentalmente a la activacidén por acetil-CoA.

El segundo gran grupo de piruvato carboxilasas estd representado por la piruvato
carboxilasa de levaduras. Este enzima es menos dependiente de la presencia de acetil-CoA
para su activacion (Cazzulo & Stoppani, 1968). En este grupo de enzimas han sido incluso
descritas piruvato carboxilasas como las de Pseudomonas citronellolis (Seubert &
Remberger, 1961) o Aspergillus niger (Bloom & Johnson, 1962) que son independientes
de Acetil-CoA para su activacion. En el caso del enzima de levadura, este presenta una
elevada actividad basal en ausencia de acetil-CoA y su activador preferente son los

derivados de CoA de cadena larga mas que el propio acetil-CoA.

Probablemente la piruvato carboxilasa mejor caracterizada cinetica 'y
estructuralmente es la piruvato carboxilasa de higado de rata. A partir de la secuencia de su
¢cDNA (Jitrapakdee et al., 1996) se deduce que el enzima se encuentra formado por cuatro
subunidades idénticas de 1178 aminoacidos con un peso molecular de 129848. Puesto que
la piruvato carboxilasa es sintetizada en el citosol y posteriormente importada a la
mitocondria, el enzima de rata presenta una secuencia sefial de importacion tipica de unos
20 aminoacidos que es rica en aminoacidos cargados positivamente y en aminoacidos
hidroxilados (Figura 1.18). Una vez importada la proteina a la mitocondria se procesa esta
secuencia sefial lo que produce una disminucion en el peso molecular del enzima maduro
(Srivastava ef al., 1983). El procesamiento ocurre entre los aminoacidos Ser” y Thr' tal y
como esta previsto que sucede para la mayoria de secuencias sefial de importacién a la

mitocondria.
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GTTCCCTGTCAGTGGAGGCAACGGCCGTCAGAGGCGGCGGCCACGGCTTGAGGCGACGGGGCGAAG

ATGCTGAAGTTCCAAACAGTTCGAGGGGGCCTGAGGCTCCTGGGTGTCCGCCGATCCTCCACAGCCCCCGTTGCCTCCOC&AATGTCCBG
¥ e T R I NN TS T A P V. A S PN VO R

CGTCTGGAGTACAAGECCATCMGAMGTMTGGTGGCCMCAGAGGTGAGA‘I'I’GCCATCCGAGTGTTTCGTGCCTGCACAGAGCTGGGT
R L EY XKIPT K K VMY ANRGTETL AI RV FRATCTTETLG
ATCCGCACAGTGGCTGTCTACTCOGAGCAGGACACAGGCCAGATGCACCGGCAGAAAGC TGATGAAGCCTACCTTATTGGCCGTGGGCTG
T RT VAV Y S EQDTGQMHTRTGQEK ADEAYTLI GRG L
GCTCCTGTGCAAGCCTACCTGCACATTCCAGACATCATTAAGGTGGCCAAGGAGAATGGTGTAGAT GCTGTGCACCCTGGCTATGGGTTC
APV QAY L H K ENG VDAV P G Y

I P DI I K V A H G F

CTCTCAGAGAGAGCAGACT TTGCCCAGGCCTGCCAAGATGCTGGAGTCCGATTCATTGGTCCAAGCCCAGAGGTGGTCCGCAAGATGGGA
L §$ E R A DF AQ ACQDAGVRTF I GP S P EV V RKMG
GACAAGGTGGAAGCCCGGGCCATTGCCATTGCTGCAGGCGTTCCAGTGGTCCCTGGCACTAATTCCCCCATCAATTCCCTGCATGAGGCA
D K V E AR AI Al A A GV P VY PG TNSWPI NSLHE A
CACGAGTTCTCTAACACCTATGGTTTCCCTATTATCTTCAAGGCTGCCTATGGAGGTGGGGGCCETGGCATGAGGGTTGTGCATAGCTAC
H E F S NTJY G F PI I F K A AYGGSGGRUGMURVVHS Y

GAGGAGCTGGARGAGﬁ&TT?CA%CC%GGEFTﬁﬁTgTGAGGCCTTGGCAGCCTTFGGGAATQ&GQEAI1FILJG{FGAGAAAJ1FATTGAG

E E L E E E A L A A F G N E K E

AAGCCAAGACAEATTGAGGTECAGATCCTAGGGGAtCAATATGGGAACATCTTGCACTTGTATGAGCGGGACTGCTCCATCC&GC%GCGG

K P R H | E V QI L 6D QY GN I LHLYZEURDCS S 1 Q R

C ﬂCC&GA;GG;I; CGECG AGATT Gi CC%T GCTACCCACCE GGACCCC CEACTL'TC%GTCACGCCTCACCAGTGACTCW‘CMP‘CTT GCCAAG

E | A T H D °? S RL TSDSV KLAK

CAGGTTGGCTATGAGAATGCAGGCALTGTCGAGTTCCTGGTGGACAAGCATGGCAAGCACTACTTCATCGAGGTCAATTCCCGCCTGCAG
Q VGY ENAGTVE FLVDI KU HSGT KM HYTF I EVNSRLQ

GTGGAGCACACGGTCACTGAGGAGATTACAGATGTGGACCTGGTCCATGCTCAGATCCATGTCTCCGAAGGCCGGAGCCTGCCTGACCTG
V EH T VT EE I TDV DLVHAQI HV SEGR S LPDL

GGGCTGCOGCAGGAAAACATCCGAATCAATGETTGTGCCATTCAGTGTCGGGTCACCACTGAGGACCCTGLCACGCAGCTTCCAGCCAGAL
G L R Q EN I R I NGCA I QC RVTTE DPARS F QP D

ACTGGCCGCATTGAGGTTTTCCGGAGTGGTGAGGGCATGEGCATCCGCCTGGACAATGCCTCAGCATTCCAGGGAGCTGTCATATCCCCC
T G R | EV F RSGEGMGI!I RLDNASAFQGAYV | § P

CACTATGACTCCCTGCTCGTCAAAGTCATTGCCCATGGCAAAGACCACCCTACAGCTGCCACCAAGATGAGCAGAGCCCTGGCGGAGTTC
H YD S L LV KV I A HGIKUDUHPTAATIKMSURALATEF

CGTGTCCGAGGTGTAAAGACCAACATCCCCTTCCTGCAGAATGTTCTCAACAACCAGCAGTTCCTAGCGGGCATTGTGGACACCCAGTTC
R V RGYV KTHNIPFLQNVIULNNQQFULAGI VDTRQF

ATCGATGAGAACCCCGAGCTGTTCCAGCTGCGGCCTGCACAGAACCGGGCCCAGAAGTTGCTACATTACCTTGGACACGTCATGGTCAAT
I D E N P E L F)] QFICSRUBPAIQENSRVATIGUCSURCEHENYFEEE. H V MV N

GGCCCTACCACTCCAATCCCCGTCAAGGTCAGTCCCAGCCCTGYGGACCCCATTGT TCCTGTGGTGCCCATAGGCCCACCCCCAGLTGGT
G t P VKV S PS PV DPI VP I G P P

P T T P vV V P P A G
TTCAGAGACATCCTTCTGCGAGAGGGGCCAGAGGGCTTTGCCAGAGCTGTGCGGAATCACCAGGGGCTGCTGCTAATGGACACAACCTTC
F R DJ1 LLR EGTP EGFARAVRNUBHQQGLLTULMDTTF

CGGGATGCCCACCAGTCACTACTTGCCACTAGAGTGCGCACACACGATCTCAAAAAGATTGCACCCTACGTTGCCCACAACTTCAACAAC
R DA HQSL LATRVRTHDLIKI K I A PYV AHNTFNN

CTCTTCAGCATAGAGAACTGGGGAGGAGCCACATITGACGTGGCCATGCGCTTCTTGTATGAGTGCCCCTGGLGGCGGLTCCAGGAGLTC
L [F s t+ E_ N WG G A T F D VA M K F L Y E C P WERRIL QE L

ﬁEGGAGCTEATCCCCAAEATCCCATTCCAGATGCT&CTGAGGGGGGCCAATGCTGTGGGCTACACCAACTAECCTGACAACG&GGECT}E

E LI PN I PFQMUL LRGANAVGY TNYPUDN
AAGTTCTGTGAGGTGGCCAAAGAGAATGGCATGGACGTCTTCCGGATCTTITGACTCCCTTAACTACCTGCCAAACATGCTGCTGGGCATG
K F C E V A K ENGMDUV FRI FDSLNYLPNMLILGWM

GAAGCAGCTGGCAGTGCTGGGGGTCTGGTGGAAGCTGCCATCTCCTACACGGGTGACGTGGCTGACCCCAGTCGCACTAAATACTCACTG
E A AG S A GGV V EAAI1SY TGDV ADZPSRTKY S L

GAGTACTACATGGGCTTAGCTGAAGAACTGGTGCGAGCOGGCACTCACATCCTCTGCATTAAGGACATGGCAGGCCTGCTGAAGCCTGCA
E Y Y M G L A E E L V RAGTH I LCI XK DMAGULULIKU®PA

GCATGCACCATGCTGGTCAGCTCCCTCCGGGACCGGTTCCCCGACCTCCCACTGCACATCCATACCCATGACACATCAGGGTCAGGTGTG
A CTMULV S SLR DREFPDLUPL ﬁ L ﬂ E- ﬁ b T S G § G V
GCAGCCATGTTGGCCTGTGCACAAGCTGGGGCTGATGTTGTGGATGTGGCAGTCGACTCTATGTCTGGGATGACCTCACAGCCCAGCATG
A A MLACAQAGADVYV DV AVY D SMSGEMTS QP S M

GGGGCCCTGGTGGCCTGTACCAAAGGGACTCCTCTGGACACAGAGGTACCCCTGGAGCGTGTGTTTGACTACAGTGAGTATTGGGAAGGG
G ALVACTI KT GTUP LDTEV PLEIRVYVTFDYSEYWEG

GCTCGGGGGCTGTATGCAGCCTTTGATTGCACGGCTACCATGAAGTCTGGCAACTCAGACGTGTATGAGAATGAGATCCCAGLGGGLCAG
A RGL Y AATFDTCTATMIK S SGNS DVYZENTETLPGOGAQ

TACACCAACCTACACTTCCAGGCCCACAGCATGGGACTTGGCTCCAAGTTCAAGGAGGTCAAGAAGGCCTATGTGGAGGCTAACCAGATG
Y T N L HFQ A HS MGLGS KFIKEV KKAYVEANOQWM

UcccsﬁacmmrmemﬁnmccmmcmsﬂrGTGrsGGGATCTGGcr]CAGTTerGTG{:AGMCGGGmAGCCGGGCAGAG
LGDL I KV TP SSKI VGDLAIQFMY QNGL S R A E

GCAGAAGCTCAGGCAGAAGAGCTGTCCTTCCCCCGCTCTGTGETGGAGT TCCTGCAGGGCTACATTGGCATTCCCCATGGGGGTTICCCT
A E A Q A EE L S FPRSVVETFLQGY I GI PHGGTEFUP

GAACCCTTCCGTTCTAAGGTGCTAAAGGACCTGCCAAGAATAGAAGGGAGGCCTGGAGCCTCCCTCCCTCCCTTGAACCTGAAGGAGCTG
E P FRS KVL KDLUP R I EGRPGASULPPLNL  KE L

GAGAAGGACCTGATTGATAGGCATGGAGAGGAGGTGACCCCAGAGGACGTTCTCTCTGCAGCCATGTACCCTGATGTCTTTGCTCAGTTC
E KDL_L'! DRUHGTETEUVTEPTETDVLSAAMYTPT DV FARQF
AAAGACTTCACGGCTACCTTTGGCCCCCTGGATAGCCTGAATACTCGTCTCTTTCTTCAAGGACCCAAAATTGCAGAGGAGT TTGAGGT T
X 0D F T ATFGPTLDT SLNTRLTETLGOGQGTPIKXI!I A EETF E V
GAGCTGGAACGGGGCAAGACCTTGCACATCAAAGCCCTGGCTGTAAGCGACCTGAACCGTGCTGGCCAGAGGCAGGTGTTCTTTGAACTC
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Figura 1.18.- Secuencia de aminodcidos deducida de la piruvato carboxilasa de
rata. La secuencia sefial de importacion se indica en una caja. Los
distintos dominios del enzima se indican en corchetes. El lugar de union
de metales (HXHXH) estd sefialado por asteriscos. El lugar de union de
carboxilos (EXWGGATFDVAMRFLYECP WXRL) del dominio de union
de piruvato se encuentra subrayado. El lugar de union a biotina
(AMKM) se muestra en negrita. Basado en Jitrapakdee et al., 1990.
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En este enzima de rata, al igual que en la mayoria de piruvato carboxilasas, pueden

distinguirse tres dominios fundamentales: Un dominio de carboxilaciéon de la biotina, un

dominio de transcarboxilacion y un dominio de unién a biotina.
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cados covalentemente por o-phtaladehido (Werneberg & Ash,
es destacable la presencia de una serie de cadenas laterasles de

correspondientes al extremo amino terminal de la piruvato carboxilasa
de rata con las secuencias correspondientes a la piruvato carboxilasa

de mosquito (Tu & Hagedorn, 1994) y los dominios de carboxilacion de
la acetil-CoA carboxilasa de E. coli (Li & Cronan, 1992), la subunidad
a de la propionil CoA carboxilasa (Browner et al., 1989) y de la acetil-

CoA carboxilasa de rata (Lopez-Casillas et al., 1988). Se indica la
estructura secundaria propuesta de alfa-hélices y hojas plegadas beta.

Con asteriscos se indican los aminodcidos Cys265 y Lys273 que son

modifi

1993).
El dominio de carboxilacion de la piruvato carboxilasa de rata se ha modelado

de E. coli (Figuras 1.19 y 1.20). Se trata de un dominio altamente conservado en todas las
CoA carboxilasa se han identificado una serie de cadenas laterales de aminoacidos,
conservados en la piruvato carboxilasa, que han sido propuestos como responsables de la
interaccion del enzima con la biotina o el grupo fosfato del ATP (Figura 1.19). En este
aminoacidos que participan en la primera reaccion parcial catalizada por la piruvaro

basandose en la estructura cristalografica del mismo dominio de la acetil-CoA carboxilasa
carboxilasas, responsable de la primera reaccion parcial (Lim ef al,, 1988). En la acetil-

domino también
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carboxilasa, la carboxilacion del piruvato. Se ha propuesto una lisina y una cisteina como
componentes de un par iénico que es responsable de esta carboxilacion (Jitrapakdee ef al.,
1996; Werneberg & Ash, 1993). Estos aminoacidos corresponderian con la Cys265 y

Lys238 que en el modelo estructural propuesto (Figura 1.20) se encuentran a una distancia

de 4.2 A.

Figura 2.20.- Representacion esquemdtica del dominio de carboxilacion de la
acetil-CoA carboxilasa de E. Coli. Esquema basado en Waldrop et al.,
1994. Los aminodcidos implicados en el proceso catalitico y que se

encuentran conservados en la piruvato carboxilasa de rata se muestran
. 236 276 288 290 202 2 205 2
en azul (His*>5, GIW’7%, Glu**®, Asn®®’ Arg™?, GIn™* Val’”, Glu™”"

238 230

Arg™°). Se destacan la Lys™° and Cys™’ que corresponden a los

aminodcidos modificados covalentemente por por o-phtaladehido
(Werneberg & Ash, 1993).

De cualquier forma, casi todas las piruvato carboxilasas, como se infiere de su
secuencia de cDNA y por tanto de su secuencia deducida de aminoacidos presentan una
estructura primaria conservada en la que destacan una serie de cadenas laterales de
aminodacidos a los que se les puede asignar una serie de funciones definidas. Asi, ademas
del dominio conservado de biotinilizacidon que ya hemos descrito para todos los enzimas
biotinicos, todas la piruvato carboxilasas presentan una segunda cadena lateral de lisina

que es esencial para el mantenimiento de la actividad enzimatica.
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[.a modificacién covalente de esta lisina ocasiona la perdida de la actividad
enzimatica que se encuentra estimulada por la presencia del activador alostérico acetil-
CoA (Scrutton & White, 1973; Ashman et al, 1973). Aunque la comparacion de las
secuencias de la piruvato carboxilasa con otros enzimas biotinicos dependientes de acetil-
CoA como la Acetil-CoA carboxilasa o la propionil-CoA carboxilasa no ha permitido
dilucidar donde se localiza el dominio de union de acetil-CoA de nuestro enzima, es claro
que la cadena lateral de lisina forma parte del mismo como se deduce de experimentos de

proteccion de la inactivacidon en presencia del efector alostérico (Ashman et al., 1973;

Chapman-Smith ef al., 1991).

En lo referente al dominio de transcarboxilacién, existen analogias en las
secuencias de levadura (Lim ef al., 1988; Stucka et al., 1991), ratébn (Zhang et al., 1993),
humano (Weler ef al, 1994; Mackay et al, 1994) asi como con las secuencias de la
transcarboxilasa de Propionibacterium shermanii (Samols ef al., 1988) y la subunidad o de
la oxaloacetato descarboxilasa de Klebsiella pneumoniae (Schwarz ef al.,, 1988). Quizas
uno de los motivos méas conservados en este dominio sea un motivo HXHXH que ha sido
descrito como un motivo de unién a metales en la piruvato carboxilasa (Jitrapakdee ef al.,
1996) y otros enzimas (Vallee & Auld, 1990; Jiang & Bond, 1992). Otro aspecto
destacado es que este dominio de transcarboxilacion se encuentra unido a los dominios de
carboxilacién y de unién a biotina mediante una serie de regiones ricas en prolina que han

sido propuestas como bisagras que permiten la intercomunicacion entre dominios.

Finalmente sefialar que el dominio de union a biotina de la piruvato carboxilasa de
rata presenta todos aquellos motivos estructurales que hemos sefialado en estos
antecedentes para los enzimas biotinicos (Samols ef al., 1988). A partir de la secuencia de
aminodacidos conocida de la piruvato carboxilasa de diferentes origenes, cabe sefialarse que
existe una gran semejanza en las proximidades de la unién a la biotina en las piruvato
carboxilasas humana, de rata, oveja, pollo, pavo y Saccharomyces cerevisiae. En todas las
piruvato carboxilasas estudiadas el dominio de la biotina se encuentra proximo al carboxilo
terminal, localizandose la biotina a 35 residuos del extremo excepto en el de levadura que

se encuentra dispuesto a 44 residuos del carboxilo terminal.

La aparicién de la secuencia alanina, metionina, biocitina, metionina en la piruvato

carboxilasa asi como en el resto de los enzimas que contienen biotina es notable y se
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considera que este elevado grado de similitud en este fragmento del péptido puede deberse
a que las holocarboxilasa sintetasas que unen la biotina a los enzimas biotinicos requieren
un microambiente especial para reconocer qué molécula de lisina debe ser biotinizada.
También cabe sefialarse que ningin aminodcido aromatico se presenta en la secuencia de

los enzimas biotinicos proximo al lugar de union a la biotina.

~Otro hecho destacado dentro de la secuencia de aminodcidos de la piruvato
carboxilasa es la aparicion a una distancia constante (entre 25 y 29 residuos) de la lisina
unida a la biotina la secuencia Pro-X-Pro. Se supone que este tripéptido debe actuar como
una bisagra que permite que el brazo que contiene la biotina oscile entre los dominios que

captan y ceden el COx.

1.3.4.- Regulacion de la actividad piruvato carboxilasa

La Piruvato carboxilasa es un enzima regulador cuya expresion se encuentra
regulada de una manera diferencial en diferrentes tejidos de tal forma que las variaciones
en su concentracién respondan a los estimulos fisio/patolégicos que incidan sobre cada
tejido en relacidén con las funciones metabodlicas del enzima. Por tanto, un mecanismo de
regulacion a largo plazo de la actividad del enzima se produce mediante el control de la
velocidad de sintesis y degradaciéon del enzima en higado, rifién y tejido adiposo ( Barrit,
G. J., 1985). Asi por ejemplo, diferentes situaciones fisio/patologicas, como ayuno,
desarrollo perinatal, diabetes o intoxicacion con tetracloruro de carbono, inducen una
expresion diferencial del enzima en tejidos como higado y rifion (Salto ef al., 1996, 1999).
Adicionalmente a esta regulacién a largo plazo, la piruvato carboxilasa es un enzima
regulador con estructura cuaternaria que responde a una bateria de reguladores alostéricos,
probablemente el més importante el acetil-CoA, que controlan a corto plazo la actividad

del enzima en respuesta a diferentes situaciones metabolicas.
[.3.4.1.- Regulacion mediante efectores

Aunque la capacidad catalitica maxima de la piruvato carboxilasa varia ligeramente
entre diferentes situaciones fisiologicas, parece que, ya que el enzima se encuentra situado
en una encrucijada del metabolismo, la regulacion de la actividad catalitica real in vivo

debe ser un factor importante en la regulacién del metabolismo intermediario. De hecho, la
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capacidad catalitica de la piruvato carboxilasa responde ampliamente, al menos in vitro, a

las variaciones en la concentracion de una gran cantidad de moléculas efectoras.

A.- Regulacidén por Acetil-CoA y Derivados

Seufert et al. (1971) dedujeron basandose en estudios cinéticos de la piruvato
carboxilasa de higado de rata que el mecanismo enzimatico se ajusta al modelo de
activacion alostérica de Koshland. En la mayoria de los estudios que se han realizado sobre
el modo que los efectores regulan la actividad del enzima se han utilizado preparaciones
purificadas del mismo. Estas observaciones realizadas in vitro no se pueden correlacionar
directamente con la regulaciéon in vivo, debido a que las condiciones normalmente
empleadas en estudios cinéticos que usan enzimas purificados guardan poca semejanza con
el ambiente molecular in vivo. Sin embargo, los datos obtenidos in vifro tienen un elevado

valor como indicadores de la posible existencia de mecanismos reguladores en la célula.

[La piruvato carboxilasa, como ya se ha sefalado anteriormente, presenta un
requerimiento de un acil-CoA (tipicamente acetil-CoA). De los estudios cinéticos llevados
a cabo con el enzima de vertebrados y determinados microorganismos, se ha comprobado
que la velocidad de reaccion en funcidn de la concentracion de acetil-CoA muestra un

comportamiento sigmoidal (Barrit ef al., 1966; Scrutton & Utter, 1967; McClure ef al.,

1971b; Dugal, 1973b; Wood et al., 1983), presentando un coeficiente de Hill igual o

superior a 2 y una Ka que oscila entre 2y 70 pM.

La forma sigmoidal de la curva de velocidad inicial de reaccion frente a la
concentracion de acetil-CoA ha sido interpretada como una evidencia de que el activador
se enlaza al enzima mostrando cooperatividad homotropica positiva (Barrit et al., 1966;
Scrutton & Utter, 1967). Se considera que el centro de activacion del acetil-CoA para la
piruvato carboxilasa es distinto del centro catalitico del enzima, confirmando asi la
naturaleza alostérica de la activacion del enzima por este efector (Scrutton & White, 1973;
Ashman et al., 1972). El acetil-CoA se enlaza al centro alostérico siguiendo un equilibrio
quimico clasico y una vez enlazado, este efector modifica la conformacion del enzima
(Scrutton & Utter, 1967), aumentando la velocidad de translocacion del residuo
carboxibiotinil-lisilo desde el subcentro donde se ha carboxilado hasta el subcentro de

carboxilacion del piruvato (Goodall ef al., 1981).
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El acetil-CoA protege al enzima de diversas procedencias contra la inactivacion
que producen diversos agentes: trinitrobenceno sulfonato (que inactiva especificamente la
sintesis de oxalacetato dependiente de acetil-CoA, manteniendo la capacidad de sintesis de
oxalacetato no mediada por el activador (Libor et al., 1978)), dilucién (Ashman et al.,
1972), bajas concentraciones de urea o SDS (Irias ef al., 1969) y pH extremos (Libor et al.,
1975a). La explicacion mas aceptada de esta proteccion es considerar que el efector
ocasiona un cambio en la estructura de la proteina hacia una conformaciéon mas estable,

que como ya se ha senalado coincide con la conformacién cataliticamente activa.

Aunqgue no hay duda de que el acetil-CoA activa la piruvato carboxilasa purificada
de vertebrados, es mas dificil demostrar de forma concluyente que esta activacion es
importante en el control de la actividad del enzima in vivo. De hecho se ha calculado la
concentracion intramitocondrial del efector en el higado de rata, obteniéndose una serie de
valores que oscilan entre 50 y 1000 uM (Barrit ef al., 1976). Estos valores son mucho
mayores que las Ka aparentes en condiciones 6ptimas para los enzimas de higado de pollo
(2 uM) y rata (15 uM). Segun estos calculos , la piruvato carboxilasa estaria siempre
saturada de acetil-CoA y no responderia, por consiguiente, a los cambios en la
concentracidon de este metabolito. Sin embargo, hay que considerar que todo el acetil-CoA
mitocondrial no se encuentra disponible para la piruvato carboxilasa sino que parte de €l se
encuentra enlazado a diferentes proteinas mitocondriales y, por otro lado, la concentracion
intramitocondrial del enzima es de 40 uM (es decir del orden de unas 4000 veces la
empleada en las determinaciones enzimaticas), por lo que la concentracion de acetil-CoA
disponible por cada molécula del enzima en la mitocondria puede acercarse al intervalo en

el que puede verse regulada su actividad.

El comportamiento de la piruvato carboxilasa frente a los derivados de acil-CoA
varia ampliamente segun el origen del enzima. De manera que puede realizarse una
clasificacion del enzima de diferentes origenes de acuerdo con su comportamiento frente a

ellos:

El primer grupo lo forman el enzima de higado de pollo (Utter & Keech, 1963;
Scrutton & Utter, 1967) v de paloma (Dugal, 1973b) que dependen totalmente para su

actividad de la presencia de un acil-CoA y presentan un coeficiente de Hill préoximo a3 y
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una Ka en torno a 4 pM.

Forman parte del segundo grupo aquellos enzimas que necesitan acetil-CoA para
la expresion de su maxima actividad catalitica y que mantienen un pequefio porcentaje de
su actividad en ausencia de acil-CoA. En este grupo se incluyen los enzimas de higado de
rata (Scrutton & White, 1972), higado de cerdo (Warren & Tipton, 1974a), cerebro de rata
(Mahan et al., 1975), rifién de oveja (Ashman et al., 1972) y Bacillus caldotenax (Wood ef
al., 1983). El coeficiente de Hill para este grupo esta proximo a 2 y su Ka es de unos 20

M.

El tercer grupo esta constituido por el enzima de la levadura Saccharomices
cerevisiae, que a pesar de mostrar una elevada actividad independiente de acil-CoA,
necesita la presencia de acetil-CoA para mostrar su méaxima expresion catalitica (Scrutton
& White, 1973). El coeficiente de Hill para este microorganismo es de 1. Este enzima
también puede ser activado por coenzima A, y otros acil-CoA como el palmitoil-CoA y

acetoacetil-CoA.

Los enzimas de Aspergillus niger (Bloom & Johnson, 1961), A. nidulans
(Chapman & Scrutton, 1978) y Pseudomonas citronellolis (Seubert & Remberger, 1961)
componen el cuarto grupo y se caracterizan porque el acetil-CoA no ejerce ningun efecto
directo sobre su actividad, aunque si puede cambiar su sensibilidad a determinados

efectores.

El acetoacetil-CoA inhibe al enzima de higado de pollo de forma no competitiva
con respecto al acetil-CoA. Ademas, esta inhibicién causa una disminucion del coeficiente
de Hill para el acetil-CoA, ya que el valor de este parametro baja hasta 1. Estas

caracteristicas de inhibicién sugieren que el acetoacetil-CoA se enlaza a un centro distinto

del lugar de unidn del acetil-CoA (Fung & Utter, 1970b).

El enzima de higado de rata también es inhibido por el acetoacetil-CoA, aunque
esta inhibicion difiere en varios aspectos de la que sufre el enzima de higado de pollo. En
el caso del enzima de rata el coeficiente de Hill no se ve alterado por la presencia del
inhibidor, y el coeficiente de Hill para el acetoacetil-CoA es menor para el enzima de rata

(1.3) que para el enzima de pollo (3.0). Finalmente, este inhibidor es menos potente en su
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accién sobre el enzima de rata (Ki aparente de 1.8 mM) que sobre el enzima de pollo (K1

aparente de 0.17 mM) (Utter & Fung, 1971; Scrutton & Fatebene, 1970).

B.- Regulacion por Nucledtidos de Adenina

Se han publicado numerosos estudios acerca de la influencia que ejercen sobre la
actividad piruvato carboxilasa los nucledtidos de adenina, principalmente ATP y ADP.
Con objeto de estudiar su influencia sobre el enzima debe considerarse que forman
complejos muy estables con el Mg**, por lo que para la determinacion enzimatica se
requiere Mg”" en exceso. Asi, en las condiciones de ensayo todo el ATP* y ADP” se

encuentran como MgATP* y MgADP".

La relacién entre la velocidad inicial de fijacion de COs;H por la piruvato
carboxilasa de rifidon de oveja y la concentracion de ATPMg” exhibe un ligero caracter
sigmoidal. El incremento en la concentracion de Mg*" libre aumenta la velocidad maxima
y disminuye la Km para el ATPMg* (Keech & Barrit, 1967). Sin embargo, el andlisis por
computador de estos datos sugiere que existen otras posibilidades que no implican que el
ATPMg” sea un activador alostérico del enzima. El estudio de las piruvato carboxilasas
purificadas de éste y otros origenes han demostrado que el ATPMg” no activa a la piruvato
carboxilasa de higado de cerdo (Warren & Tipton, 1974b), higado de pollo (Scrutton,
1971), higado de ternera (Scrutton, 1971), rifion de paloma (Dugal, 1973a), rifién de oveja
(Ashman et al., 1972), Aspergillus nidulans (Chapman & Scrutton, 1978) ni cerebro de
rata (Mahan ef al., 1975).

Se llegd a indicar que el ATPMg” actuaba como un inhibidor del enzima de higado
de rata, inhibicién que sélo se presenta a bajas concentraciones de piruvato (McClure et al,
1971b), aunque este efecto no debe tener importancia fisioldgica. Sin embargo, no se
excluye un papel regulador del ATPMcg” in vivo y lo que es evidente es que el nivel de este

metabolito debe, directa o indirectamente, regular la actividad piruvato carboxilasa.

El MgADP" acttia claramente como un producto inhibidor del enzima (Utter ef al.,
1964; McClure & Lardy, 1971; Barden et al., 1972; Warren & Tipton, 1974b). Asi, sobre
la piruvato carboxilasa de higado de cerdo actia de forma competitiva con respecto al

MgATP” y de forma mixta con respecto al HCOj y el piruvato (Warren & Tipton, 1974b).
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También se ha estudiado el efecto conjunto de ambos nucle6tidos sobre la actividad
enzimatica. Asi, en estudios sobre el enzima purificado, Keech y Utter (1963) y McClure y
Lardy (1971) han sefialado que la actividad se eleva con el incremento de la relacion
ATP/ADP. Estos resultados se corresponden con los realizados in vivo que sugieren que la
carboxilacién intramitocondrial de piruvato también esta regulada por dicha relacion. Asi,
la carboxilacion de piruvato intramitocondrial se ve reducida cuando en el medio de
incubacion se reduce la proporcion ATP/ADP, o bien cuando la incubacion se realiza en
presencia de desacoplantes de la fosforilacion oxidativa (2,4-dinitrofenol), que elevarian la
proporciéon de ADP en el interior de la mitocondria (Patel & Tilghman, 1973). Por el
contrario, el aumento de la relacién ATP/ADP mediante la adicién de octanoil-(-)-carnitina

al medio de incubacién va a producir un incremento en el nivel de carboxilacion (Thienen

& Davis, 1981).
C.- Regulacion por iones

La piruvato carboxilasa de mamiferos, aves y microorganismos requiere un cation
monovalente (tipicamente K") para la expresioén de su maxima actividad catalitica (Utter &
Scrutton, 1969; Chapman & Scrutton, 1978). Los enzimas de higado de pollo (Barden &
Scrutton, 1974) y cerdo (Warren & Tipton, 1974a) mantienen,no obstante, una velocidad

de reaccion baja en ausencia de cationes monovalentes activadores.

[Los cationes monovalentes mas potentes en cuanto a la activacion del enzima de
rifion de oveja, en orden decreciente son: NH*", Cs*, K', Rb", Tris", mientras que el Na'y
Li* no se comportan como activadores en presencia de acetil-CoA (Ashman et al., 1972).
Fl enzima de higado de rata es activado segun el orden de potencia: K", Rb" NH", Cs" y

T1*, mientras que Tris*, Li" y Na' son inactivos (Scrutton, 1974).

Algunos cationes monovalentes pueden actuar como inhibidores no competitivos

de determinadas piruvato carboxilasas, asi el Li" y el Na" inhiben al enzima de higado de

pollo (Attwood & Keech, 1984).

Como ya hemos visto al hablar del efecto regulador de los nucledtidos de adenina,
la piruvato carboxilasa de higado de pollo y rata, rifion de oveja y paloma, cerebro de rata,

levadura, Aspergillus niger y Bacillus stearothermophillus presentan un requerimiento
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absoluto de Mg”", el cual es ttil para dos fines: complejar al ATP* y formar MgATP*, que
es el verdadero sustrato del enzima y activar a la piruvato carboxilasa como tal 1on Mg*".
Se ha comprobado que el Mg”" actia como un activador alostérico del enzima (Dugal,
1973a). La relacién entre velocidad inicial de la carboxilacion del piruvato y la
concentraciéon de Mg”" exhibe una cooperatividad positiva en presencia de concentraciones
no saturantes de acetil-CoA, pero se aproxima al comportamiento michaeliano a medida

que el nivel de acetil-CoA se incrementa hasta la saturacion.

El Ca*" es un inhibidor competitivo de la piruvato carboxilasa con respecto al Mg
libre y exhibe una Ki para el enzima de pollo de 0.1 mM (Scrutton ef al., 1969; Wimhurst
& Manchester, 1970; McClure & Lardy, 1971). El efecto del Ca*" no esta mediado por un
cambio en la concentracion intramitocondrial de ATP, ADP ni de acetil-CoA, aunque si se
ha observado una disminucién en los niveles intramitocondriales de piruvato. Otro factor

que puede explicar la inhibicion producida por el Ca”" es su competencia con el Mg*" para

complejar el ATP?*. Estos resultados indican que el Ca”" puede contribuir a la regulacion

de la actividad piruvato carboxilasa in vivo (Foldes & Barrit, 1977).

Finalmente, cabe sefialar que existe la posibilidad de que la actividad piruvato
carboxilasa en la célula viva esté regulada por la concentracion de aniones 1norganicos
tales como fosfato y sulfato. Sin embargo, el efecto de estos iones sobre la actividad del
enzima no ha sido establecido inequivocamente. Asi, Schaefer y Veneziale (1973) afirman
que la carboxilacion del piruvato en mitocondrias aisladas de higado de rata se ve inhibida
totalmente por concentraciones de fosfato en el medio de incubacion superiores a 40 mM,
suponiéndose que el fosfato actia como un producto inhibidor de la reaccion. Por el

contrario, Whipps y Halestrap (1984) encuentran una actividad mas elevada en presencia

de fosfato 4 mM.

El efecto del i6n sulfato sobre la actividad piruvato carboxilasa estd en funcion de
la procedencia del enzima. Asi el sulfato es un inhibidor competitivo del enzima de higado
de pollo con respecto al acetil-CoA (Utter, 1970). La piruvato carboxilasa de rifion de
oveja , sin embargo, no se ve inhibida por SO4~ en presencia de acetil-CoA 0.25 mM, y a

muy bajas concentraciones de acetil-CoA este enzima es débilmente activado por el anion

(Ashman et al., 1972).
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Dentro de la regulacion de la actividad del enzima por iones merece una mencion
especial el efecto de los protones sobre la actividad del enzima. Asi, la velocidad inicial de
la reaccién de la piruvato carboxilasa muestra una fuerte dependencia respecto del pH del
medio de ensayo. Los pH 6ptimos para la actividad de los distintos enzimas estudiados
oscilan entre 8.0 para el de higado de cerdo (Warren & Tipton, 1974a) y 8.4 para los
enzimas de Bacillus termofilico (Libor et al., 1978), higado de paloma (Dugal, 1973b) y
rifion de oveja (Ashman et al., 1972). |

El pH influye fuertemente sobre el valor de la Km y Vmax del enzima de Bacillus
termofilico para el COsH'. En el caso del enzima de higado de pollo, el pH actua como
modulador de la respuesta de la piruvato carboxilasa al acetil-CoA, de manera que un
incremento de 0.1 unidades de pH a partir de un valor de 7.2 disminuye la Ka aparente
para este efector del enzima de higado de pollo en un 25% aproximadamente (Scrutton,
1971). Esta observacion, junto con la de que muchas otras actividades enzimaticas distintas
de la piruvato carboxilasa dependen del pH, sugiere que la concentracion de protones

puede intervenir en la regulacion de la actividad de la piruvato carboxilasa in vivo.
D.- Regulacion por intermediarios del ciclo de Krebs

La mayoria de los intermediarios del ciclo de Krebs y algunas sustancias
relacionadas con él, tales como el glutamato y el aspartato,tienen la capacidad de modular

la velocidad de carboxilacién del piruvato en distintos sistemas.

Asi el a-cetoglutarato inhibe a la piruvato carboxilasa de higado de pollo (Scrutton
& White, 1974) mientras que el succinil-CoA se comporta como un débil inhibidor del
enzima. Como la concentracion intramitocondrial de succinil-CoA es elevada, Barritt ef al.
(1976) han lanzado la hipotesis de que la actuaciéon conjunta del a-cetoglutarato y el
succinil-CoA puede inhibir la carboxilacion del piruvato in vivo cuando no sea necesario el
relleno de intermediarios del ciclo de Krebs. Esta funcién reguladora no es llevada a cabo
por el a-cetoglutarato en neuronas de cerebro de rata, ya que la incubacién de mitocondrias
de este origen con el cetoacido estimula la carboxilacion del piruvato. Sin embargo, la
fijacion de '*CO, por las mitocondrias de este tejido es inhibida por succinato, fumarato,

oxalacetato y, principalmente, malato (Patel & Tilghman, 1973).
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El glutamato ejerce un efecto sobre la piruvato carboxilasa que depende de la
procedencia del enzima. Inhibe al enzima de higado de rata (Scrutton & White, 1974, Hers
& Hue, 1983) y al enzima de higado de pollo (Scrutton & White, 1974) y de Rhizopus
arrhizus (Osmani & Scrutton, 1985). Por el contrario, estimula la carboxilacion del
piruvato en mitocondrias de cerebro de rata. Parece que el glutamato ejerce su accion
transaminandose con el oxalacetato para dar aspartato y a-cetoglutarato. El oxalacetato
inhibe al enzima de cerebro de rata, que ve aumentada su actividad al disminuir los niveles
de inhibidor (Patel & Tilghman, 1973). También ha sido descrito que el glutamato estimula
la fijacién de ['*C]-COsH™ por mitocondrias de rifién de rata (Mehlman, 1968).

El aspartato no actia como inhibidor del enzima de vertebrados,sin
embargo, es un potente inhibidor del enzima de Bacillus stearothermophillus (Cazzulo et
al., 1970), Arthrobacter globiformis (Bridgeland & Jones, 1967), Saccharomyces
cerevisiae (Scrutton & White, 1973), Rhizopus arrhizus (Osmani & Scrutton, 1985),
Bacillus caldotenax (Wood et al., 1983) y Aspergillus nidulans (Chapman & 'Scrutton,
1978). La inhibicion por aspartato de las piruvato carboxilasas de estos dos ultimos
microorganismos es contrarrestada por acetil-CoA. El enzima de Aspergillus nidulans
exhibe la particularidad de ser activado por acetil-CoA soOlo en presencia de aspartato. Se
ha supuesto que la inhibicién por aspartato puede tener un significado fisiologico en
microorganismos ya que el aspartato puede considerarse como un producto final del

relleno anaplerético del ciclo de Krebs.
[.3.4.2.- Regulacion hormonal de la piruvato carboxilasa

Las hormonas gluconeogénicas estimulan la carboxilacion del piruvato en
mitocondrias de higado de rata. Esto se ha comprobado en mitocondrias aisladas de
animales tratados con glucagén, AMPc, adrenalina, fenilefrina, cortisol, dexametasona,
angiotensina y vasopresina (Adam & Haynes, 1969; Garrison & Haynes, 1975; Chisholm
et al., 1983; Allan ef al., 1983; Allan & Titheradge, 1984; Whipps & Halestrap, 1984;
Martin ef al., 1984; Martin & Titheradge, 1984).

El mecanismo por el cual las hormonas gluconeogénicas estimulan la carboxilacion
del piruvato es doble. Por un lado, se ha descrito que las hormonas gluconeogénicas actuan

incrementando la disponibilidad de sustratos y efectores del enzima, con lo que la
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velocidad neta de carboxilacion se va a ver incrementada y, por otro lado, numerosas
hormonas gluconeogénicas actian incrementando la sintesis del enzima, aumentando la

concentracion intramitocondrial del mismo.

Weinberg y Utter (1979), basandose en el tiempo de vida media de la piruvato
carboxilasa y en las modificaciones del grado de sintesis y degradac.i()n del enzima debida
a los efectores hormonales, han sefialado que la regulacion hormonal a nivel catalitico
juega un importante papel cuando son precisos cambios rapidos del metabolismo, mientras

que la regulacidn a largo plazo se efectua por la modificacion de los niveles del enzima.
1.3.4.2.1.- Regulacion de la concentracion de efectores y metabolitos

Allan et al. (1983) han estudiado la accion de algunas hormonas gluconeogénicas
sobre hepatocitos de rata incubados previamente con filipina. Este antibidtico polidnico
forma complejos con el colesterol en sistemas de membrana, haciendo permeable la célula
hepatica a los sustratos del medio y permitiendo de este modo la determinacion in situ de
la velocidad con que la mitocondria carboxila el piruvato tras el tratamiento hormonal.
Usando esta técnica se ha demostrado que el tratamiento de hepatocitos con glucagon,
adrenalina, fenilefrina, angiotensina y vasopresina ocasiona una estimulacion de la fijacion

mitocondrial de CO, medida in situ comparable a la observada en mitocondrias aisladas.

Agius y Alberti (1985) han incubado suspensiones de hepatocitos intactos de rata
con glucagon, determinando el flujo metabdlico a través de la piruvato carboxilasa
mediante la incorporacién a glucosa de 'C procedente de piruvato marcado. Estos
investigadores han observado que en células intactas procedentes de ratas alimentadas, el
clucagon aumenta dos veces el flujo a través de la piruvato carboxilasa, pero la hormona
no altera dicho flujo en hepatocitos procedentes de ratas ayunadas. No obstante, la
actividad piruvato carboxilasa determinada en extractos de mitocondrias sonicadas es la
misma para mitocondrias procedentes de ratas control y de ratas tratadas previamente con

glucagon, adrenalina, fenilefrina, cortisol, angiotensina o vasopresina (Adam & Haynes,

1969; Chisholm ef al., 1983).

Por consiguiente, para que se produzca el efecto hormonal es necesaria la presencia

de membranas mitocondriales intactas y el mantenimiento de la compartimentacion
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celular. Debe considerarse que la actividad piruvato carboxilasa esta considerablemente
restringida en el interior de la mitocondria por la disponibilidad de sustratos y la
concentracion de moléculas efectoras y que las hormonas pueden actuar incrementando la

concentracion de estos efectores y sustratos (Chisholm et al., 1983; Allan & Titheradge,

1984).

El glucagon y las catecolaminas actian incrementando la velocidad de entrada de
piruvato en la mitocondria (Adam & Haynes, 1969; Titheradge & Coore, 1976a,b;
Halestrap, 1978b; Martin & Titheradge, 1983; Oliver, 1984, 1988), la concentracion
intramitocondrial de ATP y la relacion [ATP]/[ADP] (Siess et al., 1977; Bryla ef al., 1977;
Prpic et al., 1978; Titheradge et al., 1979; Titheradge & Haynes, 1980) y la concentracion
de acetil-CoA (Adam & Haynes, 1969; Siess et al., 1977) y disminuyen la concentracion

intramitocondrial de glutamato (Siess et al., 1977).

1.3.4.2.2.- Regulacion de la concentracion de enzima

Las primeras evidencias de que el metabolismo del piruvato puede estar regulado
por cambios en los niveles intramitocondriales de la piruvato carboxilasa se deben a
Bottdger ef al. (1970). Estos autores comprobaron que las fluctuaciones en los niveles de la
gluconeogénesis hepatica eran paralelos a los cambios de la actividad total del enzima. A
partir de estos datos iniciales se ha comprobado que los niveles de piruvato carboxilasa

pueden modificarse en numerosas situaciones metabolicas.

Weinberg y Utter (1979) han determinado en extractos mitocondriales de higado de
rata con hipertrofia del tiroides una actividad piruvato carboxilasa doble de la que
presentan las ratas control, mientras que las ratas tiroidectomizadas muestran una actividad
enzimatica que oscila en torno a los dos tercios de la actividad de una rata control.
Mediante determinaciones inmunolégicas se ha comprobado que esta modificacion de la
actividad corre paralela con los niveles de concentracion del enzima en el tejido. Mediante
estudios de marcaje con ["H]-leucina se ha comprobado que el aumento de los niveles del

enzima se debe a un incremento de la sintesis del enzima, mientras que su velocidad de

degradacion apenas se ve alterada. El tiempo de vida media del enzima es de 4.6 dias.
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La diabetes inducida por streptozotocina produce a nivel hepatico (Weinberg &
Utter, 1980; Salto et al.,, 1996) una duplicacion en la actividad y la cantidad de la piruvato
carboxilasa. Este incremento de los niveles del enzima también es debido a un aumento del
nivel de sintesis mientras que los niveles de degradacion no se modifican. Los efectos de la
diabetes sobre la sintesis de la piruvato carboxilasa se revierten mediante el tratamiento
con insulina. Por contra en rifion, la diabetes inducida con alloxan no tiene un efecto

positivo sobre el aumento de la expresion del enzima (Salto ez al., 1996).

Otras situaciones en la que se observa un claro efecto sobre la expresion de la
piruvato carboxilasa es en el ayuno asi como en el desarrollo perinatal. Asi se ha descrito
que el ayuno prolongado induce en higado y rifion la expresion del enzima (Salto et al.,
1996), mientras que en el caso del desarrollo perinatal en rata el enzima experimenta una
fuerte induccién de su sintesis en las primeras horas tras el parto (Salto et al., 1999;
Jitrapakdee et al., 1998), mientras que en rifion la expersion del enzima es muy pequefia

hasta etapas posteriores del crecimiento (Salto ef al., 1999).

Finalmente, cabe sefialar que un posible mecanismo de regulacion de la actividad
relacionado con la sintesis del enzima es aquel que implica la regulacion de la sintesis del
enzima cataliticamente activo, es decir el holoenzima a partir de la apopiruvato

carboxilasa, biotinay ATP.

En Bacillus coagulans, se ha encontrado (Cazzulo er al., 1969) que para que se
produzca la sintesis del holoenzima es necesaria la presencia de acetil-CoA y que €sta es
inhibida por la adici6on de L-aspartato. Parece ser que el mecanismo de activacion por el
acetil-CoA se debe a la variacion en la conformacién del enzima que hace mas accesibles
los lugares de biotinizacion del enzima a la holocarboxilasa sintetasa (Scrutton & Utter,
1967). No obstante,los ultimos trabajos de Ahmad et al. (1986) restan importancia a este
posible mecanismo de regulacion de la actividad. Asi mismo, durante el desarrollo

perinatal en la rata, todo el enzima que se expresa se encuentra biotinilado (Salto et al,

1999).
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I.3.5.- Organizacion génica de la piruvato carboxilasa de

vertebrados

Mientras que en S. cerevisiae han sido descritos dos i1soenzimas de la piruvato
carboxilasa (PCY1 y PCY2) codificados por genes independientes (Morris ef al., 1987,
Lim et al., 1988, Walker et al, 1991; Stucka et al, 1991) en mamiferos la piruvato
carboxilasa estd codificada por un unico gen. En rata ha sido descrito un unico gen que
codifica para el enzima y que se localiza en el cromosoma 1q43 (Webb et al, 1997). En
este gen se distinguen 19 exones correspondientes a la region codificante y cuatro exones
que codifican para regiones 5" no traducidas (5°-UTR) comprendiendo una region de

aproximadamente 40 kb (Figura 1.21).
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Figura 1. 21.- Organizacion génica de la piruvato carboxilasa de mamiferos. La
organizacion génica de la pirvato carboxilasa de rata y humana se
muestra de una manera esquemdtica. En ambos casos existen dos
promotores alternativos desde los cuales se controla la transcripcion
del gen. En diferentes colores se muestran los exones que codifican
para los distintos dominios del enzima tal y como se refleja en el
esquema correspondiente al cDNA. BC: dominio de carboxilacion, TC:
dominio de transcarboxilacion, BIO: dominio de union a biotina. En el
esquema correspondiente al gen humano se indica las mutaciones que
han sido asociadas con deficiencias de la actividad piruvato
carboxilasa. Esquema basado en Jitrapakdee & Wallace, 1999

La expresion del gen se encuentra controlada por dos promotores alternativos que

han sido denominados promotor proximal (P1) y promotor distal (P2) (Jitrapakdee er al
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1997). De esta manera la transcripcion a partir de estos promotores es la causante de la
generacion de dos transcritos primarios que posteriormente y mediante splicing alternativo
van a generar diferentes mRNAs que condifican para la piruvato carboxilasa y que difieren

exclusivamente en su region 5°-UTR (Figura 1.22) (Jitrapakdee et al 1996; Jitrapakdee et

al 1997).
5' end PC gene
P2 P1 |
I A
—
1D 1C 1B 1A 3

>10 kb

W‘// rUTR A [1B,1A.2,...,20]
w‘ll rUTR B [1B,2,...,20]
WI rUTR C [1B',2,...,20]

{ rUTR D [1D,1C,2,...,.20]

/ rUTR E [1D,2,...,20]

Figura 1. 22.- Splicing alternativo de la region 5°-UTR de la piruvato carboxilasa
de rata. Los transcritos de la clase I WUTR A, rUTR B, and rUTRC) y

clase II (WUTR D and rUTR E) se originan mediante splicing alternativo
de los exones 1D, 1C, 1B, and 1A. El codon de inicio de la traduccion
se indica con una flecha. También se indica la posicion del promotor

proximal (P1) y distal (P2). Tomado de Jitrapakdee et al., 1997.

En rata, el exon 2 codifica para el coddn de inicio de la traduccion, la secuencia
sefial de importacion a la mitocondria y parte del dominio de carboxilacion. Este domino
abarca hasta el ex6n 10, mientras que el dominio de transcarboxilacion puede asignarse a
los exones 13 al 16. Finalmente, los exones 18 a 20 codifican para el dominio de union a
biotina, la regién 3°-UTR y la sefial de poliadenilacién. En total la regiéon codificante del

® gen abarca una zona de aproximadamente 40 Kb del DNA genomico.
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La similitud de las reacciones catalizadas por los enzimas biotinicos y el hecho de
que estos enzimas presenten un cierto nimero de sustratos y efectores en comun hace
suponer que todos ellas han evolucionado de un gen comun ancestral y, por lo tanto, deben
presentar una cierta analogia estructural, con zonas de homologia en sus secuencias de
aminoacidos y organizacion géncia. Aunque existen pocos genes correspondientes a
enzimas biotinicos cuya organizacion géncica haya sido claramente dilucidada, parece que
a partir de la informacion obtenida para la piruvato carboxilasa es posible concluir que la
mayoria de enzimas biotinicos deben proceder de un gen precursor monofuncional que

mediante mecanismos de fusion ha dado lugar a las diferentes clases de enzimas biotinicos

(Obermayer & Lynen, 1976).

A partir de la revision de la estructura de los enzimas biotinicos se ha propuesto
(Obermayer & Lynen, 1976) un modelo de evolucion convergente de la estructura de las
subunidades de las carboxilasas, de manera que la carboxilacién debi6 ser llevada a cabo
originalmente por enzimas separados que presentaban una proteina transportadora de
carboxilos facilmente disociable. En el curso de la evoluciéon se produjo la union de los
diferentes enzimas dando lugar a la formacién de cadenas polipeptidicas multifuncionales,
probablemente como el resultado de una fusion de genes. En funcion del diferente grado de
fusién alcanzado puede explicarse la diferente estructura de subunidades presentada por los

enzimas que contienen biotina y la homologia en la secuencia de aminoacidos encontrada

(Lamhonwah et al., 1987).

Una importante propiedad de la piruvato carboxilasa de rata y humana es que el
extremo 5°de su mRNA se genera mediante un proceso de splicing alternativo. De la
organizacién génica de la piruvato carboxilasa de rata se deduce que la unica manera
posible de generar los transcritos que han sido aislados (Figura 1.22) es postular la
existencia de dos promotores a partir d los cuales se gnereran transcritos primari