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1,a secuencia de reacciones que conduce a la biosintesis del isopreno activo
constituye una de las vias metabélicas de mayor pluralidad de destinos conocida
actualmente en Bioguimica. En efecto, las reacciones que conducen desde el ace-
tato al isopreno integran un cauce Unico a partir del cual, por ulterior polimeri-
zacién, se originan los mas diversos compuestos dotados, 16gicamente, de las maés
dispares funciones fisiol6gicas. Es innecesario destacar, por tanto, la importancia
de la diversificacién que tiene lugar a partir del tronco comin que conduce al
isopentenilpirofosfato. Los poliprenos y las formas de ciclacién resultantes for-
man uno de los grupos mds amplios de la Bioquimica estructural, no sblo aten-
diendo al numero de unidades idénticas que se polimerizan sino también a la
distinta calidad de las mismas. Leves cambios en la estructura del isopreno activo
producen mondmeros analogos pero distintos cuya unién y grado de polimeriza-
cién viene a inerementar la ya considerable complejidad de los derivados del
isopreno. Por otra parte, sutiles variaciones ulteriores en la estructura de los
poliprenos aciclicos y, especialmente, ciclicos, conduce a la formacién de otros
derivados que, conservando su.nueva unidad estructural, difieren en su configu-
racién y funcién metabdlica.

Como corresponde a un proceso de tal importancia, las enzimas que parti-
cipan en las reacciones de biosintesis han sido estudiadas con detalle en diversos
origenes tanto de los reinos animal (2, 16) y vegetal (25, 17) como microbiano (5).
También, con menor detalle, dada la extraordinaria complejidad del problema,
son multiples los autores que han considerado las reacciones de polimerizacién
estereoespecifica (22, 42, 7) y de ciclacién (23, 24). Buena parte de las enzimas
que participan en el proceso han sido aisladas y purificadas.

(*) Este trabajo forma parte del Grant FG-Sp-145 de! Departamento de Agri-
cultura de los Estados Unidos.

(**) Becario de la Comisaria de Proteccién Escolar (1966-1968) para la realiza-
¢cién de su Tesis Doctoral, parte de cuya memoria se presenta en este trabajo.
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Atraidos légicamente por la relevante funcién de los derivados del ciclopen-
tanoperhidrofenantreno, la mayor parte de los estudios se han polarizado en las
reacciones que conducen a sus derivados y a las reacciones de intertransformacién
subsiguientes. En consecuencia, son muy numerosos los trabajos que versan sobre
el proceso en conjunto o fraccionadc en origenes animales (19, 12, 8, 14), espe-
cialmente en higado (40, 20). Las investigaciones realizadas acerca del proceso
en vegetales, y concretamente, sobre la biosintesis de terpenos son escasas (38, 13).
Sin embargo, la secuencia ha quedado esclarecida en multiples vegetales. La
biosintesis de carotenoides (4, 18, 11) y de los poliprenos en general (6, 9, 34)
sigue en plantas y en microorganismos los mismos pasos iniciales que en los
animales, sea cual sea su localizacién evolutiva y su capacidad funcional. También
algunos autores se han ocupado de la biosintesis de terpenos en algunas especies
de pino (37, 29, 32).

Para profundizar y, en muchos casos, establecer los requirimientos de efec-
tores que controlan el proceso era imprescindible normalizar los procedimientos
de medida y poner a punto las condiciones idéneas para el desarrollo de la reac-
cién. Los obstéculos que se oponian a la realizacién de este trabajo experimental
eran considerables, ya que existian dificultades para la obtencién de las prepa-
raciones enziméticas activas y, especialmente, para la visualizacién de los dis-
tintos intermediarios que integran la compleja secuencia metabdlica que conduce
al isopreno activo y, ulteriomente, a las oleorresinas. Como ha sucedido tan fre-
cuentemente en la experimentacién bioquimica de los Gltimos afios, la posibilidad
de emplear sustratos radiactivos permitié emprender con la suficiente garantia
el estudio de los efectores del proceso.

METODOS
1.—PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

Para las reacciones enziméaticas se han utilizado extractos de plantas de
Pinus pinaster de 20-35 dias, 80-100 dias, y 1 afio.

a) Extractos de plantas de 1 afio. Se han obtenido por trituracién de las
plantas con tampén tris-C1H, pH 7.9, en un mortero colocado en bafic de hielo.
La disgregacién mecanica (“Turmix”) no ha dado resultados satisfactorios, por
tratarse de un material muy fino ¥y muy duro.

A medida que va siendo obtenido, el extracto se vierte en un vaso receptor
de Potter, mantenido en hielo, hasta la trituracién de todo el material. Proce-
diendo de esta manera, hemos obtenido extractos en los que la proporcién plan-
ta/tampén es de 1/3. La disgregacién se completa en el aparato Potter-Elvehjem
durante breves espacios de tiempo intercalados con otros de descanso en el bafio
de hielo, con el fin de evitar un aumento de temperatura.

Una vez obtenido un extracto homogéneo, se filtra por pafio vy se recoge en
un tubo de centrifuga, previamente enfriado, para su centrifugacién. De acuerdo
con P. VALENZUELA (7), ésta se hizo inicialmente a 30.000 X g durante 10 minutos
a 4°C. Posteriormente, rebajamos esta velocidad a 2.000 X g. En ambos casos la
cantidad de sedimento obtenido es igual y muy escaso. Calentando a 80°C durante



ARS PHARMACEUTICA 17

2-3 min., el precipitado obtenido es minimo; asimismo, cuando se precipita con
4cido perclérico al 30 por ciento o se calienta el extracto a la temperatura indi-
cada y posteriormente se le afiade acido perclérico, se obtienen los mismos re-
sultados, los cuales indican que la riqueza proteica de los extractos de las plan-
tas de 1 afio es muy pequefia. Para conseguir extractos més concentrados se han
empleado para una segunda trituracién los extractos procedentes de una dis-
gregacién anterior, es decir, se han realizado extracciones multiples y consecu-
tivas. La cantidad total de tampén empleado es igual al peso de planta triturada,
con lo que la proporcion planta/tampén pasa a ser de 1/1. De este modo, el so-
brenadante de la centrifugacién a 2.000 X g presenta mayor turbidez y riqueza
proteica, aunque escasa todavia.

A lo largo de todas las operaciones descritas se comprobd el pH, observan-
dose que cuando el tampén era 0.25 M y la proporcion planta/tampén de 1/3, el
pH del extracto resultante era aproximadamente de 7.0, mientras que, en el caso
de las extracciones consecutivas, €l pH final bajaba a 4-5. Se prepararon extractos
de hojas y de tallos por separado, comprobandose que la acidez es mucho mayor
en los primeros. Para evitar esta disminucién del pH, se ha empleado tampoén
0.5 M y se han separado los tallos, los eufilos y los seudoéfilos, estudiando las mo-
dificaciones del pH en cada una de estas fracciones. En los tallos la variacién
es practicamente nula y en los seudofilos 1a disminucién es ligera, mientras que
en los eufilos el pH baja a valores algo inferiores a 7.0. Preparando extractos a
partir de la planta completa —en la que la proporcién, en peso, de hojas a tallo
es aproximadamente de 2/1— se obtiene un pH final de 7.5.

A pesar de la extraccién consecutiva, la riqueza proteica resultante es muy
pequefla tanto en los ensayos realizados con planta total como en los llevados a
cabo separando las partes que la constituyen. Las incubaciones llevadas a cabo
con estos extractos no permitieron demostrar claramente la incorporaciéon de
4cido mevalénico, por lo que se considerd oportuno sustituir las plantas de 1 afio
por pldntulas de caracteristicas mas adecuadas para una extraccién acabada de
las fracciones proteicas enziméticas.

b) Extractos de plantas de 20-35 dias. Por tratarse de un material mucho
mas blando que las plantas de 1 afio, puede triturarse perfectamente en mor-
tero. Para mantener e_I pH conyiene adicionar una pequefia cantidad de tampén
al mortero antes de comenzar la disgregacién. Dado el mayor contenido en agua
de las plantas jévenes, la cantidad de tampén necesaria es menor. El contenido
en proteinas —determinado por precipitacién en medio acido y por el método de
Folin— es mucho mayor.

El procedimiento seguido para la obtencion de los extractos es idéntico al
indicado anteriormente, con una proporcién Optima planta/tampén de 1/1. En
cuanto a la molaridad de los tampones, se han ensayado las de 0.0125, 0.25 ¥ 0.50.
En el primer caso el pH final ha sido de 7.0, mientras gque en los dos restantes
se ha mantenido précticamente constante (7.9).

¢) Extractos de plantas de 80-100 dias. Como en el caso anterior, se trata
de un material biolégico blando, por lo que la trituracion se realiza facil y con-
venientemente en un mortero mantenido en bafic de hielo. De las proporciones
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planta/tampén ensayadas, hemos comprobado que la més idénea es la de 1/1, al
igual que en las plantas de 20-30 dias, resultando un extracto muy rico en pro-
teinas.

De acuerdo con los resultados de los ensayos anteriores, se ha seleccionado
el siguiente sistema para la preparacion de los extractos: En un mortero sobre
hielo se tritura determinada cantidad de plantula recientemente arrancada ¥y
pesada acto seguido. Tanto el mortero como el pistilo son esmerilados para fa-
cilitar la trituracién, que se realiza al principio en presencia de tampén tris-ClH
0.5 M pH 7.9 con objeto de evitar que baje el pH al quedar libres los acidos con-
tenidos en las estructuras vegetales. Una vez obtenida cierta cantidad de extrac-
to, se continua triturando mas plantula, siempre troceada previamente con tijeras,
y se va afiadiendo lentamente nueva cantidad de tampon hasta lograr un ex-
tracto lo méas homogéneo posible, con la totalidad del material biolégico y del
tampén correspondiente. Durante toda la operacién, la temperatura debe man-
tenerse inferior a 5°C. La proporcién final de planta/tampén es de 1/1. El ex-
tracto ast obtenido se filtra por pafio de muselina sobre un embudo de vidrio,
haciendo una “mufiequilla” si fuese necesario, y se recoge el filtrado en un tubo
de ensayo rodeado de hielo. El pH, que se comprobard repetidas veces, debe
mantenerse constante.

2.~—PREPARACION DE LOS TAMPONES

Se han ensayado los tampones siguientes:

Tampdn Tris-CIH 0.0125 M pH 7.9

Tampdn Tris-Cl1H 0.25 M pH 7.9

Tampdén Tris-CIH 0.5 M pH 7.9

Para su preparacién se han seguido las normas dadas por GomoRrr (10), com-
probando el pH final con un medidor Polymetron 45-B.

3.—RUPTURA DE LOS CLOROPLASTOS

Con objeto de estudiar la diferencia entre la incorporacién del 4cido meva-
16nico fuera y dentro de los cloroplastos, se han hecho diversas experiencias en
las que se comparan los resultados hallados con el exiracto obtenido segin el
procedimiento descrito y un extracto que contiene una suspensién de cloroplastos
rotos al ultrasonido. Puesto que interesaba Unicamente observar posibles diferen-
cias, no se procedi6é al aislamiento de la fraccién “pura” de cloroplastos para su
posterior ruptura.

En principio, el extracto filtrado por pafio fue sometido al ultrasonido du-
rante dos periodos de 1 min., con un intermedio de 1 min. de descanso, mante-
niéndose siempre en bafio de hielo-sal para evitar aumentos de temperatura. El
extracto se centrifuga y se somete al resto de las operaciones ya descritas.

En experiencias ulteriores, los cloroplastos fueron separados centrifugando
el extracto a 2.000 X g durante 10 min. El residuo se resuspende en una nueva
cantidad de tampén y se somete al ultrasonido. La proporcién de tampdn em-
pleada para la suspensién ha sido variable, oscilando siempre alrededor de 10
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veces el peso del sedimento. Se ensayd también la influencia de la molaridad del
tampén (0.25 ¥ 0.50) llegdndose a la conclusion de que el pH se mantiene prac-
ticamente constante con ambos, si bien se selecciond el tampén 0.5 M por ser
el utilizado en la preparaciéon del extracto.

Para lograr una ruptura total, la accién del ultrasonido se prolonga durante
cinco periodos de 1 min. con intervalos de 2 min. de descanso.

Con el fin de eliminar los restos del extracto original, se realizaron varios
ensayos lavando el sedimento de la primera centrifugacién con tampén 0.5 M.
Los lavados se repitieron 2-3 veces, centrifugando cada una de ellas a 2.000 X g
durante 10 min., v sometiendo el Ultimo sedimento resuspendido a la accién del
ultrasonido, tal como se indica anteriormente.

4 —SELECCION DEL METODO MAS APROPIADO PARA LA PREPARACION DEL ACIDO
MEVALONICO A PARTIR DE SU LACTONA

La apertura del anillo lacténico puede lograrse por varios procedimientos, de
los que se ensayaron los siguientes:

a) Tratamiento con un equivalente de KOH (30). Se comienza eliminando
por calentamiento a 50°C y hasta total evaporacién el disolvente de la solucién
bencénica en que es suministrada la lactona. De acuerdo con la actividad espe-
cifica de la lactona, se calculan los micromoles existentes y los equivalentes de
4cido. Segin la concentracién final deseada, se prepara una soluciéon de KOH
que contenga algo mas de los equivalentes calculados de 4dcido en el volumen
requerido. Para producir la apertura de la lactona basta ahadir la solucién de
KOH al residuo de la evaporacién, ya que el pH del medio resultante es sufi-
ciente para abrir el anillo lact6nico.

b) Otro procedimiento para romper la lactona del Acido mevaldnico consiste
en realizar las operaciones descritas en el apartado anterior, pero manteniendo
la solucién resultante a 30°C durante 30 minutos (43).

¢) El acido mevalénico puede prepararse también a partir de la mevalono-
lactona tratindola con un exceso de KOH y neutralizando posteriormente con
4cido hasta pH 8 (21).

d) La preparacién del Acido libre al estado de sal potasica puede hacerse
disolviendo la lactona en una solucién de CO; HK 0.1 M ¥y calentando a 37°C
durante 30 minutos (40).

Todos estos procedimientos han sido ensayados, llegando a la conclusién de
que el mas idéneo para nuestros objetivos es el que se describe a continuacién:

Se calienta a 50°C" la solucién bencénica, hasta evaporacién total del ben-
ceno, Una vez seco, se trata con una solucién de KOH que contenga— en un
volumen adecuado a la concentracién final deseada— hidréxido potésico en ex-
ceso respecto al nimero de equivalentes de Acido existentes. El pH de la diso-
lucién serd aproximadamente de 10. Dicha solucién se mantiene a 36°C durante
30 minutos originidndose la sal potésica del 4cido mevaldnico, que se conserva
de este modo a —20°C hasta €l momento de su utilizacién, antes de la cual es
conveniente mantenerla de nuevo a 36°C durante 30 minutos,
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5.—REACCIONES ENZIMATICAS

Las reacciones enzimaticas se han llevado a cabo incubando los extractos a
37°C durante tiempo variable y en presencia de diferentes sustancias coenzima-
ticas y cofactores metélicos (segin se indicard en cada caso). Las reacciones se
detienen inactivando las enzimas por calentamiento a 90°C durante 3-4 minutos.
El precipitado se separa por centrifugacién a temperatura ambiente a 2.000 X g
durante 10 minutos.

6.—SEPARACION CROMATOGRAFICA

Detenida la reaccién y verificada la centrifugacién como se ha descrito, se

separa €l sobrenadante y en él se realizan los desarrollos cromatograficos en los
medios siguientes:

Liquido de desarrollo n.° 1 (33, 40): n-butanol: acido férmico: agua (77:10:13).
Liquido de desarrollo n.° 2 (3): t-butanol: &cido férmico: agua (20:5:8).
Liquido de desarroco n.° 3 (15): t-alcohol amilico: 4cido acético: agua (4:1:2).
Liquido de desarrollo n.° 4 (40): &cido isoburitico: amoniaco: agua (22:1:10).
Liquido de desarrollo n.° 5: metanol: amoniaco: agua (6:1:3).

Liquido de desarrollo n.° 6 (31, 1): n-propanol: amoniaco: agua (6:3:1).
Liquido de desarrollo n.° 7 (1): isopropanol: isobutanol: amoniaco: agua

(40:20:1:39).

La identificacién se realiza a 260 milimicras para los nucle6tidos de la ade-
nina, por tincién con molibdato-acido perclérico o con el reactivo de ROSENBERG
(28) para los ésteres fosféricos o por medida de la radiactividad en un sistema
Actigraph III de Nuclear Chicago.

7.—METODO PARA LA INCORPORACION A TERPENOS DEL MVA

Las experiencias conducentes a la investigacién de la posible incorporacién
del Acido mevaldnico hasta el término de terpenos se llevaron a cabo acoplando
un tubo en U invertida a los tubos en que se realiza la incubacidn, colocando en
su ensanchamiento final 1 ml de hexano (fig, 1). El sistema se cierra hermética-
mente y se lleva a un bafio regulado a 37°C de tal forma que la reaccién trans-
curra a esta temperatura y con agitacién constante durante 5 horas. Por otra
parte, el ensanchamiento que contiene el hexano se mantiene en un bafio de agua-
hielo a 0°C, evitdndose asi que durante la incubacién pase hexano al tubo de la
reaccién tanto por agitacién como por evaporacién., Transcurrido el tiempo de
incubacién, se retira el sistema del bafio y se agita repetidamente sin abrir con
objeto de que el hexano pase al tubo en que ha tenido lugar la reaccién y extraiga
los terpenos que pudieran haber quedado retenidos. Se deja en reposo durante
cierto tiempo y, una vez separadas las fases acuosas ¥y hexéanica, se abre el sis-
tema y se inyecta esta ultima capa en el cromatdgrafo de gases conectado al ra-
diocromatdgrafo.
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Fig. n.° 1.—Esquema del dispositivo empleado en
las experiencias sobre la incorporacién a terpenos
del MVA-2-14C

MATERIAL

1.—MATERIAL BIOLOGICO

Se han utilizado plantas de Pinus pinaster crecidas a partir de semillas es-
tratificadas previamente a 5°C durante 6 semanas.

2.—MATERIAL PARA CROMATOGRAFIA

Para la cromatografia en fase gaseosa se ha utilizado un cromatdgrafo Perkin-
Elmer, mod. F-7 con detector de llama y columna mod. R 158-42-106 de propi-
lénglicol (UCON LB-500 X) al 4 por ciento de fase estacionaria sobre soporte
de Chromosorb C 80/100 lavado al acido y tratado con dimetilclorosilano.
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La radiocromatografia en fase gaseosa se ha realizado en un radiocromaté-
grafo Perkin-Elmer mod. RGC 170, Para la deteccién y medida de la radiactividad
en los cromatogramas de papel se ha utilizado un sistema Actigraph III mod. 1002,
de Nuclear-Chicago.

PRODUCTOS

Los soportes y disolventes para cromatografia en fase gaseosa fueron sumi-
nistrados por Merck-Darmastadt, calidad “Especiales para cromatogratia”. Los
productos utilizados para la preparacién de liquidos de desarrollo y tampones
pertenecen a las firmas BHD ¥ Riedel. EIl MVA (1 y 2-%C) fue suministrado al
estado de lactona por “The Radiochemical Centre”, de Amersham, a través de la
Junta de Energia Nuclear. Los coenzimas utilizados pertenecen a las firmas Sigma,
Nutritional Biochemicals y Boehringer.

RESULTADOS
1.—PUESTA A PUNTO DE LOS SISTEMAS DE SEPARACION CROMATOGRAFICA
Para la separacién cromatografica de los derivados del acido mevalénico se
han ensayado siete liquidos de desarrollo diferentes, como se ha descrito en el

correspondiente apartado. Los Rf sefialados en la bibliografia alli mencionada
se recogen en la tabla I. Dado lo jincompleto de dicha tabla y la coincidencia del

TABLA I

Rf de los derivados del MVA y del ATP en los liquidos de desarrollo empleados,
de acuerdo con la bibliografia

1 2 3 4 5 6 7
MVA 0.75 0.80-0.85 0.74 0.66 0.79
MVA lactona 0.75
P-MVA 0.15-0.18 0.53-0.61 0.19 0.37 0.52
PP-MVA 0.03 0.29-0.35 0.09 0.20 0.22
Ip-PP 0.32 0.53-0.61 0.57 0.47 0.48
G-PP 0.67 0.77
Far-PP 0.74 0.87
DAL-PP 0.35
ATP 0.00-0.16 0.20
ADP 0.08-0.16 0.37
AMP 0.26-0.30
Pi 0.15 0.50-0.58 0.30

PP 0.28-0.36 0.16



ARS PHARMACEUTICA 23

valor Rf de varios derivados en algunos de los liguidos de desarrollo ensayados,
se ha procedido a la identificacién de los mismos mediante los productos obteni-
dos en reacciones de incubacién con MVA-1-“C y MVA-2-%“C, obteniéndose los
resultados resumidos en la tabla II. Al no existir patrones marcados de los deri-

TABLA 1II

Rf de los derivados del MVA y del ATP en los liquidos de desarrollo empleados,
de acuerdo con nuestros resultados

1 2 3 4 6

MVA 0.72-0.88 0.90-0.95 0.76-0.92 0.64-0.72 0.67-0.80
MVA lactona 0.78-0.85

P-MVA 0.12-0.25 0.67-0.75 0.25-0.36 0.40-0.46 0.24-0.33
PP-MVA 0.02-0.10 0.42-0.50 0.16-0.23 0.31-0.36 0.08-0.16
ATP 0.00-0.02 0.00-0.12 0.04-0.07 0.35-0.40 0.14-0.15
ADP 0.20-0.25 0.13-0.19 0.04-0.07 0.41-0.50 0.16-0.22
AMP 0.35-0.39 0.25-0.30 0.16-0.17 0.53-0.63 0.22-0-32

vados fosforilados del MVA, era necesario utilizar los datos aportados por las
incubaciones. Una vez demostrada la incorporacién del MVA por los extractos
de Pinus pinaster, la identificacion de cada uno de los productos de la reaccién
ha significado una serie de comprobaciones en varios liquidos, as! como cromato-
grafias bidimensionales en las que, ademds, se ha demostrado el efecto que ejer-
cen los liquidos mencionados sobre los diferentes derivados. Con el reactivo de
Rosenberg aparecen tefiidos en azul el ATP y el ADP. Esta reaccién ha servido
para corroborar la situacién de los nucledtidos.

2.—PREPARACION DE LAS REACCIONES ENZIMATICAS

Las primeras experiencias se llevaron a cabo de acuerdo con el protocolo de
trabajo nim. 1. En los cromatogramas desarrollados en los liquidos nim. 2 y 5
se determind la radiactividad, encontrandose que sbélo se detectaba claramente
en el dcido mevalénico. Estos resultados, a primera vista negativos, no indica-
ban con seguridad que la incorporacién no hubiera tenido lugar, puesto que la
incorporacién siempre ocurre en un porcentaje relativamente escaso ¥ en la expe-
riencia indicada la dilucién isotdpica era tan grande (aproximadamente 1/10) que
el MVA-2-C incorporado podia escapar de los limites de resolucién del sistema
de medida de radiactividad. Por ello, las experiencias ulteriores se realizaron
utilizando Unicamente MVA-2-“C como sustrato, sin diluir con MVA no marcado.

Después de realizada la deteccién de radiactividad, los cromatogramas se ti-
fleron con molibdato-acido perclérico, al igual que otros desarrollados a partir
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PROTOCOLO I

1 2 3 4 5 6 ki 8
Extracto II 2 2 2 2 2 2 2 2
ATP 0.080 mM/ml 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
MnClz 0.120 mM/ml 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
MgCla 0.120 mM/ml 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
MVA-2-4C 0.002 mM/ml 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 —_ 0.1
MVA 0.020 mM/ml 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 _ 0.1
Glutation 0.050 mM/ml —_ 0.1 — — —_ — —_ —_
FNa 0.300 mM/ml —_ — 0.1 — — — — —
Cisteina 0.060- mM/ml — —_ — 0.1 — — — —
lodoacetamina 0.030 mM/ml — —_ —_ —_ 0.1 — — —

Tampén tris 0.5 M pH 7.9 0.3 0.2 0.2 0.2 0.2 0.3 0.5 0.3

Tubos 9, 10 y 11: Simjlares al 1, 5y 8, respectivamente, pero con extracto IIL
Tubos 12 y 13:  Similares al 1 y 5, respectivamente, pero con extracto L.
Temperatura de incubacién: 37°C
Tiempo de incubacién: Tubo 6, tiempo cero
Tubos 1, 2, 3. 4, 5 y 17, tres horas
Tubo 8, cinco horas
Extracto I: Extracto filtrado pero no centrifugado. Extracto II: Extrato fil-
trado sometido al ultrasonido y centrifugado. Extracto III: Extracto
filtrado y centrifugado.

de los extractos, que sirven de referencia. La intensidad de color obtenida refleja
la cantidad de sustancia desplazada con un determinado Rf. Expresando de for-
ma aproximada la intensidad de cada mancha mediante signos positivos, se ob-
tuvieron los resultados que se indican en las tablas III y IV, en las que puede

TABLA III

Resultados de la tincion con molibdato-dcido perclérico de los cromatogramas
desarrollados a partir del sobrenadante segin el protocolo I. Liquido de desarrollo
nimero 2. Cantidad de muestra: 50 microlitros

RE Color Exto. I Exto. II Exto. III 1-8 9-11 12-13
0.00 Amarillo — — — + + +
0.12-0.22 Celeste + + + + + + + +
0.28-0.34 Azul ++ + + ++ ++ ++
0.49-0.56 Amarillo ++ + + ++ ++ + +
0.69-0.77 Amarillo + + + + + +



ARS PHARMACEUTICA 25

TABLA 1V

Resultados de la tincién con molibdato-dcido perclorico de los cromatogramas
desarrollados a partir del sobrenadante segtin el protocolo I. Liquido de desarrollo
ntmero 5. Cantidad de muestra: 50 microlitros

Rf Color Exto. I Exto. II Exto. III 1-8 9-11 12-13
0.00 Amarillo — — — + + +
0.53-0.60 Amarillo ++ + + ++ ++ ++
0.63-0.72 Celeste + + + + + + + + + +
0.76-0.82 Azul ++ + + ++ 0 ++ ++

apreciarse la inexistencia de una clara diferencia en los tubos incubados con un
mismo tipo de extracto. Junto con la presencia de las mismas manchas en el tubo
parado a tiempo cero ,estos resultados corroboraron que todas las manchas vi-
sualizadas eran el resultado de la tincién de sustancias existentes en el extracto
inicial, salvo €l ATP y derivados producidos por hidrdélisis.

De acuerdo con estos resultados y teniendo en cuenta el efecto de la dilu-
cién isotépica, las reacciones de incubaci6n se prepararon sobre la siguiente base:
ATP (8 x 10-*M), Mn Cl: (4 X 10-M), Mg Clz (4 X 10-*M) y MVA-2-%C
(7 X 10-M). Eventualmente la reaccién puede contener otros efectores como FNa,
glutation, etc.

De este modo se ha logrado demostrar la incorporacién del MVA asi como
la influencia de sustancias como el FNa, efectores de grupos-SH, iones metalicos,
ete. Un ejemplo de la formacién de los derivados fosforilados de MVA se presenta
en la fig. 2, en la que se pone de manifiesto, asimismo, el efecto activador del FNa
y del glutation.

3.—INCORPORACION DEL MVA POR UNA SUSPENSION DE CLOROPLASTOS
ROTOS AL ULTRASONIDO )

Con el objeto de estudiar la impermeabilidad de la membrana de los cloro-
plastos hacia el MVA, se han realizado incubaciones durante tres horas con
extractos totales de plantas de Pinus pinaster y extracios conteniendo una sus-
pensién de cloroplastos rotos al US en presencia de ATP (8 X 10°M), Mg Cl:
(4 X 10M), Mn Cl: (4 X 10M) y MVA-2-“C (8 X 10-5M; 4.82 mC/ml), ade-
més de otros efectores que se expresan en la tabla V junto a los resultados ob-
tenidos.

Estos resultados son muy interesantes, puesto que se establece una clara
diferenciacién entre la “capacidad metabélica” de los dos tipos de extractos.
Los tratados al US conducen a la formacién de un componente no identificado,
mientras que los extractos directos detienen el proceso en Ip-FPP.



(R-7-1970}
Fig. n.° 2.—Incorporaciéon del MVA por extractos de P. pinaster.
Efecto del FNA y del glutation. I. Incubacién realizada en ausencia
de FNa y glutation. II. Incubacién realizada en presencia de glu-
tation. III. Incubacién realizada en presencia de FNa y glutation.
Cromatografias desarrolladas en el medio n.° 6, n-propanol
amoniaco: agua (6:3:1)
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TABLA V

Incorporaciéon del MVA por extracto ¥ cloroplastos rotos al US de plintulas de
Pinus pinaster. Actividades en c.p.m. de los derivados del MVA-2-14C.
Condiciones de medida: Col. = 12; C. T. = 10; Esc. = 500; Vel. = 30 (¥)

Extracto total Cloroplastos rotos
Ld n°1 Rf FNa FNa+G-SH G-SH FNa FNa+G-SH G-SH
PP-MVA 0.04-0.07 175 500 450 90 150 120
Ip-PP 0.41-0.48 60 125 90 — —_ -
No identificado 0.53-0.57 — — — 100 50 45
(*) Abreviaturas: Col. = Anchura del colimador, en mm, C. T. = Constante de
de tiempo, en seg. Esc. = Amplitud de la escala registradora, en c.p.m.

Vel. = Velocidad de paso del cromatograma y del registrador, en cm/h,

4 —EXPERIENCIAS SOBRE LA INCORPORACION A TERPENOS DEL MVA

Se han llevado a cabo segin el método descrito incubando extracto y plan-
tula troceada en presencia de ATP (12 X 10-*M), Mg Cla (6 X 10-M), Mn Clz
(6 x 10-*M), glutation (2.5 X 10°M y MVA-2-¥C (5.25 X 10-°M; 4.28 mC/ml.).
El tiempo de incubacién ha sido de 5 horas.

E] extracto se ha preparado en una proporcion planta/tampén de 2/1, com-
probandose la constancia del pH en 7.9. Realizada la incubacidn, se destila en
corriente de vapor durante 30 min. con fuerte refrigeracién, se separa el hexano
con los terpenos arrastrados y se someten los dos tubos a una destilacién de 2
horas en microdestiladores especiales. Pasado este tiempo, se les afiade 1 ml de
hexano y se continGia la destilacién otros 30 min., durante los cuales se arras-
tran con el hexano los terpenos que pudieran haber quedado retenidos. Recogido
este hexano, se analizan los terpenos existentes, tanto marcados como no mar-
cados.

Los resultados 6btenidos por cromatografia y radiocromatografia gaseosa
indican claramente que durante la obtencién del extracto se han perdido la ma-
yoria de los terpenos como puede apreciarse comparando las figuras 3 ¥ 4, En
ninguno de los casos analizados aparecen terpenos marcados. Ello sugiere que
no haya tenido lugar la formacién de terpenos a partir del MVA-2-“C o que
haya tenido lugar efectivamente pero no sean detectables en las pequgefias can-
tidades de muestra inyectadas. Por ello, se prepararon para el desarrollo croma-
tografico sobre papel muestras de 100 microlitros, obteniéndose los resultados de
la tabla VI.
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TABLA VI

Experiencia de incorporaciéon de MVA a terpenos por plintulas de Pinus pinaster.
Actividades en c.p.m. de los derivados del MVA-2-1C,
Condiciones de medida: Col. = 12; C. T. = 10; Esc. = 100; Vel. = 15. Cantidad
de muestra: 100 microlitros. Condiciones de la experiencia: I: Planta troceada y
extraida 30 min. con hexano. II: Planta troceada, destilada 2 h. y extraida 30
min, con hexano. III: Extracto incubado y extraido 30 min. con hexano.
IV: Extracto incubado, destilado 2 h. y extraido 30 min. con hexano

Derivados Ld. Rt c.p.m. Condiciones
P-MVA 1 0.17 30 I
No identificados 1 0.98 40
2 1.00 35
4 0.55 35
4 1.00 50
6 0.99 35
No identificados 1 0.99 45 II
2 1.00 40
4 1.00 40
6 1.00 30
P-MVA 1 0.20 30 111
No identificados 1 1.00 25
2 1.00 40
6 1.00 30
No identificados 1 1.00 30 v
4 0.99 30

Como se ve en ella existe un compuesto que se desplaza con el frente en
todos los liquidos de desarrollo empleados y al cual corresponde la mayor parte
de la actividad observada, Por otra parte, es de destacar que, tanto en la planta
troceada como en el extracto, el” hexano extrae en los primeros 30 min. indicios
de P-MVA, detectable en el L. d. nim. 1.

DISCUSION

La inexistencia de pétrones marcados y de las sustancias puras correspon-
dientes a los diversos intermediarios origina considerables dificultades para esta-
blecer con precisic')n los Rf de los distintos compuestos separados después de las
incubaciones enzimaticas. De acuerdo con los objetivos experimentales de este
trabajo, se ha atendido a la extensa informacién bibliogrifica al respecto, con-
firmada en algunas experiencias tales como las realizadas empleando MVA-1-1C.

La seleccion de los disolventes mas apropiados para la separacién de los
precursores, productos de las reacciones de biogénesis y nucledtidos presentes en
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la mezcla de incubacién ha constituido uno de los aspectos méas laboriosos de los
ensayos preliminares de puesta a punto de la metodologia adecuada. A los efec-
tos de la identificacién de los distintos derivados fosforilados radiactivos, es in-
teresante destacar la accién hidrolitica de los propios disolventes empleados en
el desarrollo cromatografico. La localizaci6n, de acuerdo con los valores de Ri
convencionales, es extremadamente dificil ya que los compuestos originales pue-
den sufrir transformaciones muy notables segin el liquido de desarrollo. Esto
ha obligado a emplear multiples sistemas y mezclas de disolventes con el fin de
poder confirmar la situacién de algunos derivados y establecer con cierta aproxi-
macién la de otros.

La normalizacién de las condiciones 6ptimas para la -obtencién de extractos
radiactivos a partir de plantas y plantulas de pino ha permitido la realizacién
de ensayos sisteméticos sobre la influencia de los efectores de la misma, El pe-
riodo de desarrollo de la planta en que se alcanzan mayores actividades se situa
entre los 20 y 100 dias.

Las experiencias realizadas con cloroplastos rotos al ultrasonido sefialan como
linea muy interesante de investigacion futura la diferenciacién del proceso y de
los productos terminales en preparaciones que contengan cloroplastos intactos y
otras con cloroplastos aislados y rotos al ultrasonido, con el fin de poder estable-
cer en este material la misma especializacién subcelular y compartimentacion
que se ha establecido por algunos autores en otros origenes. Goodwin y col. (35,
36) pusieron de manifiesto que la biogénesis de los terpenoides en cloroplastos se
regula, conjuntamente, por las distintas ubicaciones enzimdticas y por la propia
permeabilidad de la membrana del cloroplasto. Al referirse a la localizacién de la
mevalonato cinasa (26, 27) en las semillas en germinacién, estos autores desta-
caron la extraordinaria importancia que puede tener la situacién intracelular en
la regulacién de la biosintesis de los polimeros terpenoides. Los sistemas de ac-
tivacién del mevalonato se hallan presentes tanto dentro como fuera de los clo-
roplastos, si bien los pasos de ramificacién poseen una ubicacién perfectamente
determinada intra o extracloroplastidica. Tal como se ha mencionado, se ha
comprobado la presencia en células vegetales de isoenzimas de la mevalonato
cinasa (25). Dentro del cloroplasto existen tanto la mevalonato como la fosfomeva-
lonato cinasas, a pesar de que su membrana es esencialmente impermeable al
mevalonato. Todo ello marca una perfecta diferenciacién que encuadra la regu-
lacién de la biosintesis de terpenos dentro de un sistema suplementario de con-
trol por acceso a las ubicaciones celulares donde tiene lugar el proceso especifico
de polimerizacién. De acuerdo con esta distinta compartimentacién, los resulta-
dos obtenidos por nosotros empleando preparaciones con cloroplastos intactos re-
flejan unicamente el proceso catalizado por los sistemas enzimaticos extracloro-
plastidicos. Ello sugeria la realizacién de experiencias a partir de acetato o de
anhidrido carbdnico, el primer tipo de los cuales ha dado resultados positivos,
habiéndose logrado demostrar que el acetato se incorpora por los extractos de
plantulas de pino en presencia de glutation y NADPH entre otros efectores.

Es muy probable que radiquen en el sustrato los infructuosos intentos de de-
mostrar la incorporacién de precursores radiactivos en terpenos, cuando se
ha empleado mevalonato y extractos o preparaciones troceadas de plantas y plan-



ARS PHARMACEUTICA 31

tulas de 28 y 100 dias. En las experiencias realizadas se han identificado los in-
termediarios marcados y en los cromatogramas han aparecido sustancias radiac-
tivas que se desplazan con el frente pero no corresponden a los pinenos separa-
dos por cromatografia en fase gaseosa. Trabajando con plantulas de P. silvestris,
P. contorta, P. radiata y P. jeffreyi, Wieckowski y Goodwin (41) han puesto de
manifesto que la incorporacién relativa de anhidrico carbénico en B-caroteno y
fitol es mucho mayor que la incorporacién cue se obtiene empleando acido me-
valénico. La principal caracteristica de las plantulas de pino a este respecto es
que son capaces de sintetizar clorofila y carotenoides en la oscuridad. Puesto que
lo mismo sucede con los terpenos, las experiencias futuras programadas con el
animo de obtener informacién sobre el trénsito de los precursores a las oleorresi-
nas, se realizaradn con precursores més sencillos y de demostrada permeabilidad
y acceso a los cloroplastos. En efecto, conocida la compartimentacién de los sis-
temas biosintéticos y la impermeabilidad de la membrana del cloroplasto al
dcido mevalénico, todo parece indicar que la diferenciacién metabélica debe es-
tablecerse en P. pinaster empleando sustratos marcados més sencillos. Sin em-
bargo empleando aciculas de P. radiate, VALENZUELA ¥ col. (39) lograron poner de
manifiesto la incorporacién de precursores radiactivos (mevalonato-2-“C) con los
componentes de la oleorresina. Con los extractos libres de células procedentes de
plintulas fueron incapaces de reproducir la incorporaciéon de radiactividad ob-
tenida con el empleo directo de las aciculas. La ausencia de incorporacién de
mevalonato marcado en los terpenos puede ser debida a la destruccién de un nivel
minimo de la organizacién requerida o bien a la ausencia de un método eficaz
para la extraccién de los sistemas enziméiticos de la cadena biosintética. Con
las pladntulas troceadas se ha obtenido evidencia de una facil incorporacién de
la radiactividad del 4cido mevaldnico a sus derivados fosforilados. Sin embargo,
se corrobora que la principal linea de investigacién futura sugerida por los re-
sultados alcanzados a este respecto, consiste en la obtencién de extractos de clo-
roplastos que permitan realizar el proceso de incorporacién a terpenos en unas
condiciones de clara y definida estimacién.

RESUMEN

Se han estudiado y normalizado las condiciones 6ptimas para la obtencion
de extractos activos a partir de plantulas y plantas de pino, conservandose toda
la secuencia de reacciones que relaciona el mevalonato con el isopreno activo. El
periodo de desarrollo en que se alcanzan mayores actividades se sitla entre los
20 y 100 dias.

Se presenta, asimismo, la puesta a punto del sistema de detecci6n radiocro-
matografica, que incluye la seleccién de los disolventes més apropiados para la
separacién de los precursores, productos de las reacciones de biogénesis (P-MVA,
PP-MVA, etc.) y nucleétidos presentes en la mezcla de incubacién (ATP, ADP y
AMP). La utilizacién de mevalonato -1-“C y -2-“C ha permitido decidir la loca-
lizacién cromatogréfica de sus derivados fosforilados.

Los extractos de cloroplastos rotos al ultrasonido conducen a la produccién
de un componente no identificado, mientras que las preparaciones que contienen
cloroplastos intactos detienen el proceso en los compuestos normalmente iden-
tificables en las condiciones experimentales.
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Se ha intentado demostrar la incorporacién en terpenos de los precursores

radiactivos empleados, utilizando extractos y preparaciones troceadas de planta
¥ plantulas de 28 y 100 dias. A las 5 horas de incubacién no se ha observado la
incorporacion de radiactividad en los principales terpenos, si bien se identifican
los intermediarios marcados. En los cromatogramas aparecen sustancias radiac-
tivas que se desplazan con el frente, pero no corresponden, probablemente, a los
pinenos separados por cromatografia en fase gaseosa.

11.
12.
13.
14.
15.

16.
17.

18.

19.

20.
21.
22,
23.
24.
25.

BIBLIOGRAFIA

ANDERSON, D. G. and PORTER, J. W.—Arch. Biochem, Biophys. 97, 509, (1962)
Benepicr, C. R., KETT, J, and PORTER, J. W.—Arch. Biochem. Biophys. 119,
209, (1967).

Broch, K., CHAYKIN, S., PHILLIPS, A, H. and WaAR, A. de—J. Biol. Chem.
234, 2595, (1959).

BRAITWAITE, G. D. and GoopwiN, T. W.—Biochem. J. 76, 5, (1960).

BucHER, N. J., OvErarn, P. and LyYNEN, F.—Biochim, Biophys. Acta, 40, 491,
(1960).

BurterwoRrTH, P, H. W., BurRGos, J. and HEmMMING, W.—Arch. Biochem.
Biophys. 124, 398, (1966).

CorNFoRTH, J. W., CornFORTH, R. H., PoPJak, G. and JENGovaN, L.—J. Biol.
Chem, 241, 3970, (19686).

Durr, I. F.—Biochem. J. 98, 317, (1966).

Goap, L. J. and GoopwiN, T. W.—Biochem. J. 99, 317, (1966).

Gomor1, G.—“Methods in Enzymology”. Vol. 1, pag. 144, Academic Press Inc.
Publishers, New York 1955.

GooowIN, T. W.—Biochem. J. 70, 612, (1958).

Gorg, I. Y. and PopJak, G.—Biochem. J. 84, 93, (1962).

GRAEBE, J. E.—Science, 157, 73, (1967).

HEeLLig, H. R. and Savarp, K.—Biol. Chem. 240, 1957, (1965).

HEnnING, U., MosLEIN, B. M. and LYNEN, F.—Arch. Biochem. Biophys. 83,
259, (1959).

Horroway, P, W. and Porsak, G.—Biochem. J. 104, 57, (1967).

Juncarwara, F. B, and PoRTER, J. W.—Arch. Biochem. Biophys. 119, 209,
(1967).

KARUNAKARAN, A KARrRuNaKARAN, M. E. and QuackensusH, F. W.—Arch. Bio-
chem. Biophys. 114, 326, (1966).

LawsoN, D. E. M., THERELFFALL, D. R., GLOVER, J, and MoORTON, R. A.—Bio-
chem J. 79, 201, (1961).

Levy, H. R. and PoprJsak, G.—Biochem. J. 75, 417, (1960).

Nanpr, D. L. and PorTER, J. W.—Arch. Biochem. Biophys. 105, 7, (1964).
ReEs, H. H,, MERCER, E. I, and GoopwIN, T. W.—Biochem. J. 99, 726, (1966).
ReEs, H. H, Brirron, G. and GoopwiN, T. W.—Biochem. J. 106, 659, (1968).
REEs, H. H.,, Goap, L. J. and GoopwiIN, T. W.—Biochem. J. 107, 417, (1968).
RoGERs, L. J., SHan, S. P. J. and GoopwiN, T. W.—Biochem. J. 100, 14 C,
(1966).



26.

27.
28.
29.
30.
31.
32.

33.
34.

35.
36.
31.
38.
39.
40.
41.
42.

43.

ARS PHARMACEUTICA 33

RoGERs, L. J., SHag, S. P. J. and GOODWIN, T. W.—Biochem. J. 96, T P,
(1965).

RoGERS, L. J., Sua, S. P. J. and GOODWIN, T. W.—Biochem. J. 99, 381, (1966).
ROSENBERG, H.—J. Chromatog. 2, 487, (1959).

SANDERMAN, W.—Holsforschung Dtsch. 16, 65, (1962).

SKILLETER, D. N. and KEKwICK, G. O.—Anal. Biochem, 20, 171, (1967).
Soucep, M. and VRKOC, J. —Comunicacién personal.

StaNLEY, R. G—“Terpene Biogenesis in Pine”. U. S. Dept. Agnc Tech. Paper,
56, Berkeley, (1961).

TcHEN, T. T.—J. Biol. Chem. 233, 1100, (1958).

TuRELFALL, D. R., GrIFriTHSs, W. T. and GOODWIN, T. W.—Biochem. J. 103,

831, (1967).

TREHARNE, K. J., MERCER, E. I. and Goopwin, T. W.—Biochem. J. 99, 239,
(1966).

TREHARNE, K. J., MERCER, E. I. and GoopwiN, T, W.—Biochem. J. 90, 39 P.,
(1964).

VALENZUELA, P. BEvTIA, E. CoRi, O. and YUDELEVICH, A —Arch. Biochem.
Biophys. 113, 536, (1966).

VALENZUELA, P, and Cori, O.—Tetrahedron Letters, 32, 3089, (1967).
VALENZUELA, P., Cor1, O. and YUDELEvICH, A.—Phytochemistry, 5, 1005, (1966).
WaaRD, A, de, and Popiak, G.—Biochem. J. 73, 410, (1959).

WieckowskKI, S. and GooowiN, T, W.—Biochem. J. 105, 89, (1967).
Wirriams, R, J., BRITTON, G., CHARLTON, J. M. and GOODWIN, T. W.—Biochem,
J. 104, 767, (1967).

WiLLiaMsoN, I. P. and Kegkwick, R, G. O.—Biochem. J. 96, 862, (1965).



