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INTRODUCCION

Desce los estudios de Needhom en 1931% se sabe que el
embrén de polle, o medida que evolucioro, obtiene la energia
necesaria oara sus transformaciones metabdlicas a partic de di-
ferentes fuentes. En lo primera semana, predomina el metabolis-
me de los carbehidratos; en la segunda, el ce proteinas y en las
Gltimas etaoas de la vieg embrionaria, el metabo'ismo de las
grasas, Noble y Moore? han demostreco una correlacién entre
lo cismrucién notcble de lipidos en o yera entra los 15 y 21
dias, con un aumento en el contenido de éstes en el higado del
embrién y George e lyoe* encuentran que la actividad de o lipasa,
sufre un gurento krusco a nival del dia 14 de ‘recubacisn,

Respecto a lo sintesis de écidos grasas se sabe muy ooco.
studes de Schoenhemer y Rittenberg v Kilsheimer et al.’ de-
mostraron que la velotidad de este proceso en emkricnes es muy
oaja. Recientemente, Goodridge’ encuentra que el desarrollo de
la lipogénesis ocurre rapidamente unc vez que el pollo nace y
es almentads, y representa un gumento de unos 350 o 1.000
veces. También se ha encontrade cue la actividad ce las enzi-
mas citrato liasa® * y mdlica® enzimas relacenadas con este
preceso, sube marcadamente (15x v 85x) con el nacimiento, esta-
bleciends una relacién estrecha entre estos haollazgos.

Goodridge’ considera que este patrén es de esperarse si nos
bascmos en los conocidos efactos de o dierc sobre la ligo-
génesis' ya que la gran cantidad ce grasa que contiene
la yema, de la cuol se alimenta el emkrién, inhike la biosintesis
de lipidos. Se ha estoblecido gue este proceso astd bajo re-
troinhibizion por sus propios productos, principalmente écidos
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grasos libres y derivados acil CoA y que este efecto regulatorio
se ejerce sobre el pouso limitante de la biosintesis grasa, que es
la acetil CoA carboxilasa®.

El propdsite del presente tfrabajo fue estudiar las caracte-
risticas de esta enzima reguladera, en relacion al desarrollo de
lo lipogénesis en el higado de pollo, durante el periedo em-
brionario y después del nacimiento.

MATERIAL Y METODO

Se obtuvieron huevos embrionados de la roza Peterson, de
8 dias, de una granja local, los cuales fueron incubados en incu-
bador eléctrico, a temperatura y humedad adecuadas. Una vez
nacidos, los pollos fueron trasladades a joulas y alimentades
"ad libitum" con Pollarina 2A de Protinal y agua. No se hizo
seleccion de sexo para los experimentos.

Los embriones fueron extraidos del huevo y liberados del te-
jido extraembrionario. Todos los animales fueron sacrificados
siempre a la misma hora del dia por decapitacién,

Los higados fueron exiraidos, pesados y conservados en frio.
Dependiendo del tamafio del érgano, se reunieron hasta 12 hi-
gados cuando se trataba de embriones pequefios. Fueron home-
geneizados en frio, con homogeneizador Potter-Elvejhem en buf-
fer Tris 0,05 M, KCl 0,15 M y EDTA 0,1 mM, pH 7,1 a 25% cen-
trifugados a 50.000 g. por 90 minutos en centrifuga refrigerada
Sorvall (rotor 85-34)., Una alicuota de lo froccién scbrenadante
obtenida fue filtrada a través de una columna de Sephadex G-25
{segin métode de Chang y col’] y el efluente utilizade para la
medida de la actividad enzimética, previa dilucién con buffer de
homogeneizacién en los casos que fuese necesario.

Lo medida de la actividad enzimética se hizo por el méto-
do de incorporacidn de H*CO,” en malonil CoA. Previa incubo-
cién del efluente a 37¢ por 30 minutos, en un medio que contiene:
buffer Tris pH 7,5, 60 mM; GSH, 3 mM; EDTA, 0,1 mM; albdmi-
na bovina, 0,6 mg/ml, en presencia o ausencia de citrato de po-
tasio, 5 mM, se inicié la reaccidn enzimdtica transfiriendo una
alicuota del medic de incubacién ol medic de ensayo que con-
tiene, ademds de los elementos del medio de incubacidn, ATP,
3 mM; cloruro de magnesio, 8mM; KH"CO, (actividad especifica

) [



de 100-300 cpm/mumole], 10 mM y aceiil CoA, 0,2 mM. Esta
reaccidén duré 10 minutos a 379, transcurridos los cuales se detu-
vo con HCl Se colocaron alicuotas en frascos de vidrio las cua-
les fueron secadas en estufa a 80¢ por una hora. Cada determi-
nacién se hizo usando fres concentraciones diferentes de protei-
na, pora verificar que la velocidad de la reaccién fuese lineal,

Lo contidad de radicactividad como malonil CoA fue de-
ferminada por medio de un espectrémetro de centellec liquido,
Packard Tri-Carb, usande solucién centelleadora de dioxano,
naftaleno, PPO y POPOP. La eficiencia del aparato fue determi-
nada por medio del standard externo y resulté ser de 85.909.

Lo actividad se expresd en milimicromoles de malonil CoA
formados por minute por miligramo de profeina (mU/mg). Las
proteinas fueron determinadas por el método de Lowry' usando
albémina bovina como standard.

RESULTADOS

Actividad de la carboxilasa. Se obtuve la siguiente curva
(Fig. 1): durante el periodo embrionaric temprane, la actividad
de lao acetil CoA carboxilasa es practicamente insignificante, de
menos de 1 mU/mg; al momento del nacimiento, se consiguieron
cifras de 1,6 mU/mg, pero una vez iniciada la alimentacién del
animal, la actividad comienza @ subir notable pero progresiva-
mente para alcanzar un méximo alrededor de los 11 dias, cuan-
do se obtienen cifras de 21 mU/mg, lo que representa un au-
mento de unas 13 veces la actividad del recién nacido y unas 100
veces la del embridn,

Efecto de la concentracién de citrato sobre la actividad de la
enzimd. la reaccidn demostré una completa dependencia por el
activador, citrato, ya que se observaron actividades sumamente
bajas en su ausencia, durante todo el periodo estudiado. La con-
centracién éptima del activader fue de 5 mM, obteniéndose una
inhibicién marcada cuando se llegan a concentraciones de 20
mM (Tabla 1),

Efecto de la preincubacién sobre la actividad de la carboxila-
sa. A concentraciones éptimas del activador [citrate), la enzima
de higado de pollo no necesita preincubacién; adn mas, la ac-
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Fig. 1. Actividad de earboxilasa durante diferentes etapas de la evo-
lucién. RN representa el pollo recién naecido; los nimeros a la izquier-
da indican dias de incubacién del embrion; los de la derecha, edad
del pollo, Cada punto del periodo embrionario se refiere a la activi-
dad del conjunto de cinco a doce Organos y cada punto del periodo
después del nacimiento, al promedio de tres a cineo determinaciones.
Las lineas verticales representan la desviacion standard.

tividad obtenida comenzando la reaccién con la adicién de la
enzima, sin incubacién previa, no varia con el fiempo, hasta por
30 minutes de incubacién (Fig. 2). Esto se observd durante to-
do el periodo estudiado.

Como se nota en la gréfica, en presencia de citrato las acti-
vidades se mantienen dentro de menos del 20% de diferencia y
en ausencia del activador, no sufre ningln incremento con el
tiempo.

Efecto de la filtracién por Sephadex. Midiendo la actividad
del homogeneizado, sin pasar por la columna de Sephadex, se
obtuve una actividad 30% menor, por lo que se considerd con-
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CONCENTRACION DE CITRATO (mM)*

ECAD 0 2 5 10 0
Embricn 9 d. 0,004 0,049 0,062 0,042 0,021
" 15d 0,013 0,522 0,730 0,690 -
Recién nocide 0,030 0,880 1,400 1,470 -
Polle  4d. 0,040 3,460 4, 560 3,470 -
il 114, 0,200 12,200 19,300 15,700 7,070
* 18d. 0,120 11,500 16,000 11,700 -

® Representa la concentracién del activador en el medio de incu-
bacién y en el de ensayo.

Tabla 1. Efecto de la conecentracién de activador sobre Ia acti-
vidad de la carboxilasa. Las actividades estin expresadas en mU/mg
de proteina.
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Fig. 2. Actividad relativa de carboxilasa usando diferentes tiem-
pos para la preincubacién. Las condiciones son las indicadas en Ma-
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veniente este meétodo de filtracion, el cual tal vez remueve inhi-
bidores de bajo peso molecular.



Linearidad de la reaccién. Lo reoccién fue completamente li-
nedl a las 10 minutos, tiempo utilizodo paro el ensayo, con apro-
simadamente 07 mumoles de malonil Cod formade (Fig. 3]. 3e
nota que en ausencia de citrato, no existe précticomente octividod
enzimdafica,
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Fig, 3. Efecto del fiempe de durncidn del ensayo sobre la lnea-
vidad de la reaccién catalizada por In carboxilasa, em presencia o
ansencia del sctivador,

Efecto de lo biotina sobre lo actividad de la corboxilasa em-
brionaria. Con el fin de determinar el efecta que pueda tener lo
adicién de biotina sobre la actividad de lo corbexilasa, se colocd
en el medio de preincubocién un excese de dicho compuesto, Mo
se observd (Tabla 2) ningln efecto debido o su presencia, con
ninguna de los concentrocionss usodas, Coloconde lo bisting di-
rectaments en el medio de ensoyo, sin incubacién previo, fam-
poca se ohservé ningin efecto,

14—



ACTIVIDAD DE LA CARBOXILASA {ml/mg)

Bicding &n Exp. | Exp. 2 Exp. 3 Enmp. 4 Exp. 5
preincubacion
w 0,31 =g) 19,78 mg) 2, 76 ) 10,14 mg} 10, 58 mg)
6,9 0,480 0,555 0,830 1,150 3,100
0.5 882 0, 558 - I, 0,713
1,4 0,65 9,5H 0, B34 1, 1m -
5,0 0,662 0, #0 0,875 L] 0,108

Tahln 2 Efecto de la bioting sobre la actividad de la ecarboxi-
lnza embrionaria. Los experimentos 1 y 2 foeron reallzados con em-
briones de 13 dias; 3 y 4 con embriones de 18 dias, sin incubaciin
previa ¥ con ineubacidn de 30 min. respeetivamente; 5 con embriones
de 19 dins. Las cifras entre paréntesis representa la cantidad de pro-
teina msada en eada experimento.

DISCUSION

El estudic comparativo de la lipogénesis en roedaores y aves
nos indica gue existen notables diferencias durante su evolucion.
Se sobe gue este proceso es sumomente active en el higodo fe-
tal de rato, especiolmente durante la tercera parte de la vida
embricnaria® * con el nacimiento decrece marcadamente, proba-
blemente debide al gran contenide en grasc de la leche con gue
se alimenta el onimaol, Uno vez sobrevenido el destete se logron
nuevamente niveles altos de lipogénesis que caracterizan al adul-
to’. Ademads porece ser que en los roedores el tejido odiposo es
el sitio de mayor formacion de acidos grosos'.

En el coso de los aves, en el tejido adipoto no e lleva o
efecto mas gue el 30% del total de lo sintesis, correspendiendo
al higodo la moyor funcién'. El desarrcllo de la lipogénesis en
el higade de estos onimoles ocurre de manera muy diferente o
los roedores: oparece solamente con el nacimiente’ llegando a
alcanzor valores muy elevados en los primeros dias. Esto se
manifiesta por uno octividad muy bojo de la enzima reguladora
de la bicsintesis de los &cidos grosos —acetil CoA carboxilasa—
durante el periode embrionoric y una elevocion después del no-
cimiento, concomitante con el oumento de lo lipogénesis. la cur-
va de aparicién de la enzima, sin embargo, difiere un poco de
la curva de la lipogénesis en los primeros dios, ya que la activi-
dod de lo carboxilasa no sube bruscamente, g diferencia de otras
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enzimos reloclonadas con la lipogénesis come la citrato ligsa®®
y lo enzima mdlica®, que si suben bruscomenta,

Felicioli y Gabrielli® encuentran gue la citrato liose alcanzo
en dos dias una actividad de unos 20 mumoles/mg, mientras que
la carboxilasa sélo aleanza a 7 mumoles/mg. A los 11 dias,
cuando la carboxilasa tiene su méximo de 21 mumoles/mg, la
liasa ho disminuido notoblemente en actividod. Esta coida de
la lissa se produce ya a los 5 dias.

O sea que en el periodo embricnaria no hay lipogénesis
ni tampoce actividad de lo carboxilasa ni ka liasa. Sin embarge,
después del nacimiento, lo lipogénesis (determinada por la in-
corporocién de 'HiO en dcidos grasos| aumenta bruscamente’ en
24 horas ¥y continda en qumento hasto los 7 - 8 dias obteniéndose
actividodes de hosta 350 veces moyores, monteniéndose oltas hos-
ta el adulto. Lo dirote liosa sube en el misme memento en gue
oporece o lipogénesis, oungue no en lo migma proporcion, mien-
trus que la carboxiloso tarda unos 6-B digs en alconzar sus
cifras méximas.

Por lo tants, exista una aparente disociocién entre lo apari-
cion de la lipogénesis v lo octividad de la carboxilosa en los pri-
meros dias que siguen al nacimiente, y fambién una disociacién
entre lo actividad lipagénica, la cual se mantiene alta después del
B dia, v lo caida de la actividad correspondiente g la liasa. Good-
ridge considera” que lo magnitud de lo respuesta lipogénica ob-
servada por él fue sorpresivamente alto yo que el higodo de
pollo durante la primera semana del nacimients contiene adn gran
cantidad de grasa,

la existencic de mefabolites inhibidores durante el pericdo
embrionaric fue reducido en porte al hacer el experimento en
homegeneizados que luege fueron filtrados o fraves de uno co-
lumna de Sephadex. Cuando no se filtrd, se obtuvo una dismi-
nucién de lo actividad en un 30%.

lo proboble contominocion con aviding, proteing contenida
en lo clara del hueve y potente inhibidora de la corboxilasa al
unirse firmemente con lo bicting, fue eliminada incubonds la
enzima con un exceso de bisting, le gue no alterd o octividad
existanta,
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Se piensa gue lo corboxilaoso no existe durante el periode
ambrionaric ¥ no que estd inhibida, come sa ha dicho, debide a
factores dietéticos. Dehida o estos mismos factores dietéticos, el
embrién no necesita producir grasa, pues ésta le viene de la yema
y serd en el momento del nocimiento, con lo desoparicién de lo
yema como elemento nutrifive, que se hace necesario esti-
mule su propin produccion, proboblements baje la induccién de
alguna sustoncia que confiene lo nuewve dieto. Goodridge obser-
ve' que si sa mantenia el enimal sin alimentacién, no ocurria lo
lipogénesis,

la elevocién de la activided de los enzimos cotolizodoras
de la sintesis de écidos grosos que se observa al alimentar ra-
tas sometidas previomente o un periode de ayune, es debida o
ung sintesis adaptativa de nueva proteing enzimdtica, lo que se
comprobé” al obtener uno inhibicién de la elevacién de activi-
dod con lo administrocién de inhibidores de lo sintesis profeico.
Por lo tonto, en nuestro caso probablements tombién estemos en
presencia de una sintesis adaptativa gue ocurre con el nocimiento.

Kornacker y Lowenstein'® encontraron que en ratos, la activi-
dad de la citrato linsa hepatica se redujo después de 48 horos
de ayuno y cumentd con la realimentacién, lo que los llevd a
concluir que los combios en lo sintesls de Geidos grasos v la ac-
tividad de la citrate liasa ecurren en paralelo y que por lo tanto,
estn estrechamente relocionados. Sin embaorgo, Srere y Foster™
reportan comportamierte no paralele de lo actividad de lo citra-
to liasa v lo sintesis de Acidos groses en higodos de ratas en
oyunas, estudiande estas eventas en |as horos inmediagtas al ayune.
Chservaron que 6 homs después de o Oltimg ingestién de ali-
mento, ld sintesis de dcidos grasos permanecid igual, mientras que
la octividod de la citrato liasa subla muy poco. A lag 12 horas
ocurria una marcada diseclocién, lo sintesis descendio un 67 %,
mientras que lo liossa aumentaba en un 13%, y era sélo a los
24 horos cuondo empezabo o decoer lo actividad de la liasa,
lo cual se hace evidente a las 48 heras. Por lo tanto ellos sugie-
ren que las disminuciones de octividad enzimética son eventos
secundarios més que primarios, conclusiones similares a las que
han llegade'’ ofros autores con la carboxilasa, Asl pues, las al-
tferaciones en el metobelismo parecen ser Iniciadas por cambios
en lo concentracién de modificodores enzimiticos, mds que por
cambics en lo concentrucién de enzimas.
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Se ho establecide que la acetil CoA carboxilasa puede exis-
tir "in vitro” como mondmero inoctive o como polimero enzima-
ticomente activo'" "%, s conversién de uno a otro tiene lu.
gar en presencia de un modificador olostérico, el citrate. Duran-
te toda el periodo estudiado, lo concentracion éptima de citrate
necesario pora activar la corboxilasa fue de 5 mM, ohservandose
ung marcado inhibicién cuando se olcanzan concentraciones de
20 mM, ol igual que con lo carbosilosa pura aisloda del higa-
do del animal odulte’®, y o diferencia de la rate, cuya concentra-
cién optima es de 20 mM*, Tampoco se observd variocién con el
desarrollo en cuante o lo propiedod de lo corboxilaso de ser ac-
tivodo instontdneomente por el citroto” o diferencio de lo de
hinado de rate® en lo cual se observa un retarde en lo aoctiva-
cién, lo cual es progresiva. A pesar de que se usé frecuentemen-
te uno preincubocién de 30 minutos, ésta no es necesaria, vy lo
octividod observodo en experimentos sin preincubgacién e con-
servd casi inolterable hasta los 30 minutes, cuando openas se
obtuvo una pérdida del 109,

Se pienso que &l nivel de citnato en lo regidn exiromitocon-
drial de la celula puede ser e regulader de lo activacién de lo
carbexilasa o través de lo pelimerizacién. De esta forma el nivel
de citrate regularia lo velocidad de sintesis de los dcidos grasos.
Herrera y Freinkel'? y Start y Newshalme®, hon encontrado que lo
concentracién celulor de citrato en ratas en ayunas de 12- 48
horas, cae marcadamente, Sin emborge, para considerar al citra-
to come regulader fisioldgico importante, seria necesario demos-
trar gue el nivel de citrate en lo vecindad de lo ocetil Cod car-
boxilasa cambia apropiodomente o medida que la biesintesis
de deidos grosos vorio de uno velocidad insignificonte en ayunas
o una velocidad olto duronte lg realimentacion, Yo que estos da.
fos aln no existen, esta hipdtesis permanece tan sole como uno
atractiva posibilidad"®,

RESUMEN

Usanda el método de incorporocién de H'CO,” en malenil
CoA se encuentra que lo actividad de la acetil CoA carboxilasa
hepftica durante el periodo embrionario del pollo es sumamente
bojo, v aue es después del nocimiente del animal cuande empie-
za a subir marcadamente, Este incremento en actividad, sin em-
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bargo, no es de aparicién tan brusco ni tan elevada coma la
aparicién de lo lipogénesis v de otras enzimas relacionadas, en-
contradas por ofros outores, existiendo por lo tanto uno aparente
disociacion enfre aparicion de lo lipdgénesis y patrén de activi-
dod de la carboxilasa,

Durante todo el periodo embrionario asi como después del
nacimiente, la acetil CoA carboxilosa muestra una completa de-
pendencia por su activador, el citrato, cuya concentracién Gpti-
ma es de 5 mM. Esta activacién es inmediata y no requiere de
incubacién previo,

la adicién de bisting 2n exceso no altera la actividad de la
enzima embrionaria, por lo que se descarta la presencia de avi-
dina como contaminante responsable de lo bojo actividad.

SUMMARY

Using the H"CO,™ incorperation method into malenyl CoA
it was found that the liver acetyl CoA carboxylase activity during
the embryonic peried is quite low and it is only after the chick
hatches, that the activity starts to increase markeadly. This increase
in activity, however, is not parallel to the promptness and magni-
tude of the appearance of lipogenesis and related enzymes found
by others authors. An apparent dissociation appears fo exist bet-
ween lipogenesis and activity of acetyl CoA carboxylase,

During the whole period under study the carboxylase shows
a complete dependence for the activator, citrate, whose optimal
concentration was 5 mM. The activation is ochieved inmediately
and it does not require any preincubation time.

Addition of on excess of biotin does not alter the aclivity of
the embryonal enzyme, discarding the presence of avidin as o
tontaminant responsable for the low activity.
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