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1. Resumen 

La transaminasa de aminoácidos de cadena ramificada (TAACR) es la 

primera enzima en el catabolismo de los aminoácidos de cadena ramificada 

(AACR). A diferencia de otras enzimas catabólicas de aminoácidos presentes en 

el hígado, la TAACR sólo se expresa en tejidos extrahepáticos, y no se regula por 

la proteina de la dieta, ni por hormonas como el glucagon o glucocorticoides. Sin 

embargo, la isoforma mitocondrial (m) de la TAACR se expresa abundantemente 

en el hígado fetal y disminuye rápidamente después del nacimiento. El propósito 

de este trabajo fue establecer si las células de hígado bajo condiciones de rápida 

proliferación celular, como en las células AS-30D de hepatoma de rata y durante la 

regeneración del hígado posterior a hepatectomía parcial en rata, presentan un 

aumento en la actividad y expresión de la TAACRm. La actividad de la TAACR en 

mitocondrias de células AS-30D fue 18.6 mU/mg proteína. Análisis por Western, 

Northern blot e inmunohistoquímica revelaron que las células AS-30D de 

hepatoma expresan únicamente TAACRm. La Km aparente de TAACRm en 

células AS-30D aisladas, para leucina, isoleucina y valina fue 1.0 ± 0.02, 1.3 ± 0.1 

y 2.1 ± 0.1 respectivamente. El hígado, durante la regeneración, mostró actividad 

de TAACRm a partir del día 3 al día 6, y la actividad máxima (7.0 mU/mg proteína) 

fué el día 5. Al día 14 posterior a la hepatectomía parcial la actividad y expresión 

de la TAACRm no se detectó. Interesantemente, hubo una relación entre la 

actividad de la TAACRm y la Mr (Masa molecular relativa) de la banda 

inmunoreactiva de la TAACRm. La presencia de una banda de 4lkDa se asoció 

con la actividad de TAACR, mientras que la banda de 43kDa se asocia con la 
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proteína inactiva. Los resultados de este estudio indican que la actividad de la 

TAACRm es necesaria bajo condiciones de rápida proliferación celular en el 

hígado adulto normal, no sólo en el metabolismo energético y en la síntesis de 

proteínas, sino posiblemente como factor trasncripcional durante la expresión de 

algunos genes. 

Palabras clave: aminoácidos de cadena ramificada, transaminasa de 

aminoácidos de cadena ramificada, células AS-30D, hepatectomía, hígado.
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2. Abstract 

Branched chain am inotransfe rase (BCAT) is the first enzyme in the 

catabolism of branched chain amino acids (BCAA). Unhike other amino acid 

degrading enzymes present in ¡¡ver, BCAT is only expressed in extrahepatic 

tissues, and is not regulated by dietary protein, glucagon or glucocoticoids. 

However, the mitochondrial (m) isoform of BCAT is highly expressed in the fetal 

liver and rapidly decays after birth. The purpose of the present work was to 

establish it ¡¡ver cells under conditions of rapid ceil proliferation such as in 

hepatoma AS-30D celis or during liver regeneration after partial hepatectomy were 

associated with an increase in the activity and expression of BCATm. BCAT 

activity in mitochondria of AS-30D celis was 18.6 mU/mg protein. Western, 

Northern blot, and inmunohistochemical analysis revealed that AS-30D hepatoma 

cells expressed only BCATm. The apparent Km of BCATm in isolated AS-30D 

hepatoma cells mitochondria for leucine, isoleucine and valine was 1.0 ± 0.02, 1.3 

± 0.1 and 2.1 ± 0.1 nM, respectively. The regenerated ¡¡ver showed BCATm 

activity from day 3 to day 6, having a maximum of (7.0 mU/mg protein) on day 5. 

By day 14 after partial hepatectomy BCATm activity and expression was almost 

indetectable. lnterestingly, there was a relationship between BCATm activity and 

the reactive Molecular Mass (Mr) of the inmunoreactive band of BCATm The 

presence of a 4lkDa band was associated with BCATm activity, whereas the 

43kDa band with undetectable activity. The results of this sudy indícate that 

BCATm activity is required in liver cells under conditions of rapid celi proliferation.

x



Keywords: Branched chain amino acids; Branched chain amino transferase; 

AS-30D celis; Hepatectomy; Liver.
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Mitocondrial 
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Citosólica 

DCCR: Deshidrogenasa de Cetoácidos de Cadena Ramificada 

ARNm: Acido ribonuleico mensajero 

ADNc: Acido desoxiribonucleico copia 

BSF: Buffer salina-fosfatos 

CHAPS: 3-Cloroamidopropil(dimetilamonio)-1 -propansulfonato 

EGTA: Etilén Glicol bis-b(aminoetileter-N, N,N, tetra-acetico acido) 

HSE: Hepes-Sacarosa-EGTA 

lgG: Inmunoglobulina G 
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NH4CI: Cloruro de Amonio 

SDS: Sodio-dodecil-sulfato
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SDS-PAGE: Electroforesis en gel de Sodio-dodecil-sulfato-poliacrilamida

SSC: Solución salina-citratos 

Sm33 : Radioisótopo del Samario 

Sm 33 Ab Anti TAACRm:	Anticuerpo Anti TAACRm conjugado con Sm33 

5'(o- 32P)dCTP: Desoxicitidina trisosf ato marcado con fósoforo 32. 

TRIZsoI: Kit de tiocianato de guanidina para obtención de ARN. 

Km: Constante de Michaelis 

Kaf: Constante de afinidad 

PM: Peso Molecular 

Mr: Masa molecular relativa 

rpm: Revoluciones por minuto 

pM: MicroMolar 

nM: NanoMolar 

Ci/mmol: Curies/milimoles 

MIDE: Media de la desviación estándar 

U: pmo! (1- 14C)Leu formada/mm	a 37°C 

mU/mg prot: miliUnidades/mg de proteína. Actividad enzimática 

pb: pares de bases
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5. Introducción y Antecedentes 

La primera etapa del catabolismo de los aminoácidos de cadena ramificada 

(AACR) es una transaminación reversible catalizada por la enzima transaminasa 

de aminoácidos de cadena ramificada (TAACR: EC 2.6.1.42). Esta enzima puede 

aceptar grupos aminos provenientes de leucina, valina o isoleucina y transferirlos 

al cx-cetoglutarato para formar los respectivos a-cetoácidos de cadena ramificada y 

glutamato. Los cL-cetoácidos de cadena ramificada pueden ser re-aminados en la 

mitocondria para formar sus respectivos aminoácidos (11, 14) o bien pueden ser 

descarboxilados irreversiblemente por el complejo enzirnático de la 

deshidrogenasa de a-cetoácidos de cadena ramificada. Existen dos isoenzimas de 

la TAACR, las cuales son codificadas por genes separados (38, 42) y son 

específicos para los tres AACR (4, 8, 26, 45). Una isoforma se localiza en el citosol 

(TAACRc) y la otra en la mitocondria (TAACRm) (8). La TAACRm se encuentra en 

la mayoría de los tejidos en rata, excepto en el hígado (8, 11) mientras que la 

TAACRc se encuentra sólo en cerebro, placenta y ovario 

Los AACR son oxidados solamente en el hígado en comparación con el 

resto de los aminoácidos que principalmente son degradados en este órgano (1). 

El ARNm de TAACRm se expresa en el hígado fetal de rata al día 17 de gestación 

y disminuye abruptamente después del nacimiento a niveles indetectables por 

análisis de Northern blot (67). Sin embargo, análisis por RT-PCIR usando ARNm 

de hígado adulto de rata se obtiene un producto amplificado (67) cuya secuencia 

es idéntica a la TAACRm de corazón (38), indicando que en hígado adulto de rata 

es escaso el ARNm de TAACRm. Análisis por Western biot usando un anticuerpo



específico contra la TAACRÍn de corazón revelan en la mayoría de los tejidos una 

banda con un PM de 4lkDa (26) que corresponde al tamaño de la TAACRm 

establecida por la secuencia de su cADN. En el hígado fetal, este anticuerpo 

detectó una proteína de 43kDa en adición a la proteína de 4lkDa. 

Interesantemente, en hígado adulto solamente se detecta la proteína de 43kDa 

(67), esto indica que la proteína está inactiva, aunque se sabe que es una enzima 

constitutiva. 

5.1. Metabolismo de los aminoácidos de cadena ramificada. 

Los aminoácidos de cadena ramificada (AACR), leucina, isoleucina y valina 

son esenciales para los seres vivos, por lo que deben obtenerse a través de los 

alimentos. Estos aminoácidos forman alrededor del 50% de los aminoácidos 

indispensables provistos por la dieta, de ahí que no existen enfermedades 

asociadas con su deficiencia. Asimismo, componen aproximadamente el 52 % de 

las proteínas del músculo (1, 2). Los AACR libres intervienen en diferentes 

funciones:

5.1.1. Estimulación de la síntesis de proteínas. 

El suministro de leucina en animales sometidos a ejercicio exhaustivo o en 

ayuno (condiciones que favorecen el catabolismo), estimula la síntesis de 

proteínas (2, 3) 

5.1.2. Producción de energía. 

El catabolismo de los AACR genera energía, así la leucina y la isoleucina 

producen 40 moles de trifosfato de adenosina (ATP) por mol de aminoácido,



mientras que la oxidación de la valina genera la mitad. La aportación de energía 

provista por los AACR es igual a la producida por la tirosina y la fenilalanina 

(aminoácidos que generan grandes cantidades de ATP), sin embargo, éstos 

últimos no son tan abundantes como los de cadena ramificada (4). El catabolismo 

excesivo de AACR puede producir desequilibrios metabólicos que se observan en 

algunos padecimientos. Por ejemplo, en pacientes con cirrosis hepática la 

concentración de AACR disminuye en la sangre debido a que el músculo aumenta 

la degradación de éstos (por la activación de la deshidrogenasa de o-cetoácidos 

de cadena ramificada (DCCR)) para producir más energía, y como consecuencia 

se puede presentar un desequilibro de neurotransmisores en el cerebro, lo que 

puede dar origen a un coma hepático (5). 

5.2. Donadores de nitrógeno de novo para la producción de alanina 

y glutamina 

Cuando el organismo se encuentra en un estado catabólico, el músculo 

libera aminoácidos para compensar la pérdida de éstos en otros órganos, 

principalmente se liberan alanina y glutamina (6). La producción de estos 

aminoácidos se ha relacionado con los AACR de la siguiente manera: en 

condiciones catabólicas los AACR son rápidamente transaminados con el a-

cetoglutarato para producir glutamato. El glutamato captura amonio por medio de 

la glutamina sintetasa formando glutamina. Además, el glutamato puede 

transaminarse con el piruvato para formar alanina. Los aminoácidos liberados en 

mayor concentración a la circulación sanguínea son la alanina y glutamina, los 

cuales transportan el nitrógeno al hígado y pueden ser utilizados como fuente de 
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energía. Asimismo se ha sugerido que la pérdida de glutarnina del músculo 

disminuye la síntesis de proteínas en el hígado (7). 

De los 3 aminoácidos de cadena ramificada el más abundante es la leucina 

(8). La leucina posee características particulares. Por ejemplo se sabe que leucina 

regula la actividad de la glutamato deshidrogenasa y de la ornitina-cetoácido 

ami notransferasa, las que regulan la cantidad de o-cetogl uta rato y glutamato (9). 

La isoleucina se ha visto que en menor grado puede regular a la glutamato 

deshidrogenasa; sin embargo, la leucina y la isoleucina ejercen un efecto aditivo 

en esta regulación. Además, condiciones de acidez también controlan la actividad 

de la enzima (10). La leucina incrementa la oxidación de isoleucina y valina, 

mientras que la isoleucina y valina no afectan la degradación de leucina (11). Este 

efecto se ha descrito como el antagonismo de los aminoácidos de cadena 

ramificada aunque su mecanismo no se ha esclarecido completamente. La leucina 

y su correspondiente cetoácido, el a-cetoisocaproato (CC), se han asociado con 

la estimulación de la producción de insulina en las células pancreáticas (12); es 

importante mencionar que la leucina tiene un mayor efecto sobre la producción de 

esta hormona que el CIC. Por otro lado, se sabe que en el proceso de 

degradación de la valina se genera un metabolito tóxico, el metilacrilil-CoA, que 

reacciona con los grupos tioles libres de proteínas y con el glutatión reduciendo su 

actividad biológica. Este metabolito se elimina por acción de las enzimas 

crotonasa y la 3-hidroxiisobutiril-CoA hidrolasa (5). In vitro se ha observado que la 

deficiencia de AACR afecta a células de la respuesta inmune. Linfocitos B



humanos transformados con el virus de Epstein Barr en ausencia de AACR, 

detienen su crecimiento en la fase Gi del ciclo celular (13). 

5.3. Catabolismo de aminoácidos de cadena ramificada. 

A diferencia del resto de los aminoácidos, los AACR comparten las dos 

primeras etapas en su ruta de degradación. El primer paso de su catabolismo es 

una transaminación reversible (11) a sus correspondientes a-cetoácidos de 

cadena ramificada (CACR), donde el grupo o-amino de los AACR es transferido al 

carbono a del aceptor fisiológico, el (x-cetogl uta rato. Aunque también se puede 

transferir el ce-amino al a-ceto r3-metilbutirato y al a-cetobutirato (1). Los productos 

de la transaminación son el glutamato y los correspondientes CACR que son el a-

cetoisocaproato (CIC) en el caso de leucina, el a-ceto i3-metilvalerato (CMV) en la 

isoleucina y el a-cetoisovalerato (CIV) en la valina. Esta reacción es catalizada por 

la aminotransferasa de los aminoácidos de cadena ramificada (TAACR EC 

2.6.1.42) localizada en el citoplasma y mitocondria de órganos extrahepáticos (14, 

15). El mecanismo de la reacción de transaminación está clasificado como de 

ping-pong (16). Este tipo de reacciones ocurren en dos etapas, que a su vez 

comprenden varias subetapas. En el caso de la TAACR se lleva acabo de la 

siguiente manera: la lisina del sitio activo de la TAACR se encuentra unida al 

fosfato de piridoxal (FP) de forma covalente. La unión formada entre el grupo 

aldehído del FP y el grupo 1 -amino de la lisina, —CH=N-, se denomina base de 

Schiff. Cuando un aminoácido sustrato está cerca del sitio activo de la enzima, su 

grupo amino desplaza al grupo amino de la usina proveniente de TAACR. En 

consecuencia se forma la base de Schiff entre el aminoácido sustrato y el FP; a 
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esta especie química se le llama aldimina, en la que la doble ligadura está entre el 

nitrógeno del amino proveniente del aminoácido sustrato y el carbono del grupo 

aldehído del FP. Posteriormente la doble ligadura de la especie cambia de 

posición produciendo una cetimida (la doble ligadura está entre el nitrógeno y el 

carbono del aminoácido sustrato). A continuación se produce la hidrólisis de la 

cetimida liberando un a-cetoácido y produciéndose un fosfato de piridoxamina. En 

las siguientes etapas ocurren las reacciones inversas a la formación del cetoácido, 

puesto que la enzima ahora recibe un cetoácido, para dar origen a un segundo 

aminoácido. 

El objetivo de la reacción de transaminación es transferir los grupos amino 

de los aminoácidos al (x-cetogl uta rato para formar L-a-glutamato. El glutamato 

tiene varias funciones como son: la síntesis de glutamina y aspartato que son 

importantes aceptores de nitrógeno, la síntesis de monofosfato de adenosina 

(AMP) y monofosfato de inosina (IMP) a través del ciclo del nucleótido de purina. 

Además, participa como neurotransmisor para estimular algunos canales iónicos 

en el cerebro, e interviene en la eliminación del nitrógeno proveniente de los 

diferentes aminoácidos en forma de urea (17). El glutamato como grupo aceptor 

se puede originar del a-cetogl uta rato, a través de la glutamato deshidrogenasa 

que se encuentra en la mitocondria. La transaminación en el caso de TAACR se 

puede considerar importante, ya que por medio de esta reacción se puede 

controlar la concentración de AACR disponibles (18). 

Los CACR pueden ser re-aminados a sus respectivos aminoácidos, o ser 

descarboxilados irreversiblemente. Los productos de la descarboxi¡ación son 
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derivados de CoA con un carbón menos debido a la liberación de una molécula de 

bióxido de carbono. Este paso es catalizado por la DCCR, la cual es un complejo 

multienzimático que está formado por 3 subunidades catalíticas asociadas por 

interacciones no covalentes: (A) descarboxilasa de los cetoácidos de cadena 

ramificada (Elb) formada por dos subunidades a (47 kDa cada una) y dos 13(38 

kDa cada una), que contienen a la tiamina pirofosfato como grupo prostético; (B) la 

dihidrolipoil transacilasa (E2b) con lipoato como grupo prostético con una masa de 

51 kDa; y (C) la dihidrolipoil deshidrogenasa (E3b) que contiene el dinucleótido de 

flavina y adenina como grupo prostético localizado en la superficie interna de la 

membrana mitocondrial, con una masa de 55 kDa (25). Además, existen otros 

grupos prostéticos que se requieren para la actividad de la enzima, la coenzima A 

y el dinucleátido de nicotinamida y adenina; también se requiere de calcio y 

magnesio. La afinidad de la DCCR varia dependiendo del sustrato, el CIC es el 

más afín a este complejo (19). Posteriormente los productos de la 

descarboxilación oxidativa por la DCCR siguen diferentes rutas de oxidación, a 

través de un complejo de enzimas similares a las involucradas en la oxidación de 

ácidos grasos, donde los productos resultantes se pueden incorporar al ciclo de 

los ácidos tricarboxílicos (1, 19) Las alteraciones en esta enzima producen la 

enfermedad llamada "jarabe de arce", que es un error genético caracterizado por 

la baja o ausencia de actividad de DCCR. En el padecimiento de jarabe de arce se 

acumulan los AACR y sus cetoácidos correspondientes. Algunos de los síntomas 

que muestran los pacientes con esta enfermedad son retardo mental y físico que 

pueden producir coma y la muerte.
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En rata la actividad de la DCCR es alta en hígado, intermedia en riñón, 

estómago y corazón, y baja en músculo esquelético, tejido adiposo y cerebro (1). 

Por tal motivo, la descarboxi¡ación oxidativa de los CACR principalmente se lleva a 

cabo en el hígado de este organismo (20). 

La regulación de la DCCR es más compleja en la etapa adulta debido a 

cambios hormonales y cambios en la dieta (21). Uno de los principales 

mecanismos de regulación de la DCCR es la fosforilación de la enzima, 

específicamente en los residuos de seria 293 y seria 303 de la subunidad Elb. 

Cuando la DCCR está fosforilada es inactiva mientras que desfosforilada es 

activa. La enzima encargada de la fosforilación es la cinasa de la DCCR (22). La 

cinasa se encuentra en altas concentraciones en la mitocondria de músculo 

esquelético adulto en rata y ratón, mientras que en hígado la cantidad de esta 

cinasa es muy baja, y en corazón, riñón y cerebro se presenta una cantidad 

intermedia. La cinasa es inhibida por el a-cetoisocaproato, el u-cloroisocaproato y 

el clofibrato, y es activada por potasio y fosfato inorgánico (23). 

Las concentraciones elevadas de NADH, de los tioésteres de C0A y ATP, 

una dieta baja en proteínas, la carencia de AACR y los productos de la 

deshidrogenación regulan negativamente a la DCCR. Mientras que factores como 

los glucocorticoides la regulan positivamente. El sexo del organismo así como el 

ritmo diurno tienen efecto sobre la enzima. Por ejemplo durante el día, la DCCR es 

activa en hembras y machos, mientras que en la noche la enzima en hembras es 

inactiva yen machos es activa (13, 19, 24, 25).
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Los dos productos finales de la degradación de la leucina son el 

acetoacetato y la acetil-CoA, los cuales permiten considerar a este aminoácido 

como cetogénico. Los productos de la degradación de la isoleucina son la propionil 

CoA y la acetil CoA. La propionil CoA es el único producto de la degradación de la 

valina, y se transforma a succinil C0A por medio de la metilmalonil C0A mutasa. 

La succinil CoA se incorpora al ciclo de los ácidos tricarboxílicos para producir 

posteriormente oxaloacetato, el cual, por medio de la fosfoenolpiruvato 

carboxicinasa, es convertido en fosfoenolpiruvato y así entra a la vía de 1e 

gluconeogénesis. Por lo tanto la ¡soleucina es un aminoácido cetogénico y 

gluconeogénico, mientras que la valina es sólo gluconeogénico (17). 

5.4. Aminotransferasa de los aminoácidos de cadena ramificada. 

La TAACA se encuentra en las diferentes especies. en donde la rnayoria 

de los casos conserva el patrón de distribución de ésta. Muchas de las 

características de distribución, actividad y estructura de la enzima varían entre las 

especies (26-30), por ejemplo la actividad de TAACR en rata es 10 veces más alta 

que en humano como se muestra en la Tabla 1. (20). Es importante mencionar 

que el músculo esquelético de rata es el principal órgano donde se lleva a cabo la 

transaminación de los AACR, aun cuando la actividad de la enzima es baja en el 

músculo. Este hecho tiene su explicación en la masa corporal de este órgano (el 

músculo representa alrededor del 40% de la masa corporal). Hay autores que 

consideran la disponibilidad del a-cetogl uta rato, como una posible explicación de 

la variabilidad de la actividad de la enzima (31). Igual que para el caso de la 

DCCR, existen reportes de variaciones en la actividad de la TAACR asociadas con 
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el sexo del organismo; por ejemplo, en músculo esquelético de machos la 

actividad de TAACR es más alta que en hembras (32). 

Tabla 1. Distribución de la actividad de TAACR en Rata, Humano y Mono 

(UI g de peso húmedo) 

Tejido Rata Humano Mono 

Corazón 4894±216 387±23 NA 
Músculo 1599+60 124±14 245±29 
Cerebro 1944±94 510±49 434±39 
Hígado 78±5 248±32 250±29 
Riñón 3486±142 880±48 1215±133 

Páncreas 11088±1187 NA 1790±185 
Estómago 5842±415 447 

Intestino delgado 489±22 241±11 383±22 
Colon 894±37 254±23 NA 

- Adiposo 166±16 84±4 98±10
NA no determinado. Cuadro tomado de Suryawan et al, 1998. 

5.5. Isoformas de la TAACR 

Los primeros reportes de la transaminación de aminoácidos de cadena 

ramificada fueron en extractos de bacteria (33), donde la enzima interviene en la 

biosíntesis de los AACR y en su degradación. A partir de Salmonel/a typhimurium 

se cristalizó la TAACR, y se observó que la estructura de la enzima es un 

hexámero. En Escherichia. colí existen varias transaminasas denominadas A 

(sustrato: leucina y aminoácidos aromáticos), B (sustrato: AACR) y C (sustrato: 

valina y piruvato) (34, 35). En la transaminación se obtienen productos que sirven 

para la generación de energía metabólica, regulación de la relación NADHI NAD y 

el reciclaje de glutamato a partir de c-cetoglutarato (36). 

Como se mostrará a continuación en el caso de los mamíferos, la TAACR 

posee diferentes características de su homóloga en bacterias. En 1966 se purificó 
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la proteína, y en un principio se determinó la presencia de 3 isoformas de TAACR 

designadas como l (mitocondrial), III (citosólica) y H. La enzima II se localizaba 

exclusivamente en el hígado adulto y sólo utilizaba como sustrato a la leucina con 

una Km de 25mM lo que indicaba una baja afinidad de la enzima por el sustrato. 

La Km representa la concentración de sustrato a la cual una enzima alcanza la 

mitad de la velocidad máxima. Su significado biológico está asociado con la 

afinidad de la enzima por los sustratos, así si una enzima tiene un Km pequeño 

para cierto sustrato, el sustrato es muy afín a la enzima, y ocurre lo contrario si la 

Km es grande. Posteriormente se ha demostrado que la isoenzima II no existe, y 

que posiblemente la actividad de transaminación de AACR se debiera a que otra 

enzima pudiera utilizar estos aminoácidos como sustratos con muy baja afinidad. 

Actualmente sólo se reconocen dos isoformas, la mitocondrial y la citosólica. Las 

proporciones de las dos isoformas de TAACR varían de tejido a tejido (1). La 

secuencia madura de TAACR mitocondrial en rata conserva un porcentaje de 

identidad de 82%, 95% y 45% con la de humano, el ratón y eucariontes más 

sencillos, respectivamente (29, 30, 37, 38). Aunque en la actualidad no se tiene 

claro por qué se requiere de dos isoenzimas, algunos autores consideran las 

siguientes funciones de cada una de las isoformas. La TAACRm es empleada en 

el metabolismo oxidativo, ya que está en el mismo lugar que la DCCR (en 

mitocondria). 

La TAACRm ha sido considerada como un transportador de cetoácidos en 

la membrana mitocondrial, ésto se basa en los siguientes experimentos: en 

ensayos con mutantes en los transportadores ABC de levadura, se ha observado



que al introducir la enzima de TAACRm en las mutantes. Bap2, se restablece la 

actividad de transportador ABC. Por otro lado, estudios sobre el transportador de 

CACR que está en mitocondria de corazón de rata, han mostrado que el 

transportador comparte algunas de las características con la TAACRm, por lo que 

se sugiere que estas dos proteínas son la misma. Se ha demostrado que las 

cisteínas son esenciales tanto para la actividad enzimática de TAACRm como 

para el transporte de CACR a la mitocondria (39). En el caso de la TAACR 

citosólica solo posee la actividad de transaminación, y en el cerebro se ha 

asociado con el balance de nitrógeno (40). 

La proteína de TAACRm en rata tiene 365 aminoácidos. La longitud total de 

ARN mensajero es 1.7 kb, asimismo posee 27 aminoácidos que codifican una 

secuencia que permite su direccionamiento hacia la mitocondria. El corte de esta 

secuencia de direccionamiento ocurre entre una cisteína y una valina que es 

precedida por una arginina en la posición -2. El peso molecular de la proteína 

madura calculado a partir de su ADN complementario ADNc) es de -111 ,3 kDa, que 

coincide con el peso de la proteína aislada del extracto mitocondrial de corazón de 

rata determinado por SDS-PAGE (41,500 Da) (41, 42). El peso molecular de la 

enzima no procesada es de 43 kDa. La enzima pertenece al grupo de enzimas 

dependientes de fosfato de piridoxal que incluyen a la 4-amino-4-desoxicorismato 

¡¡asa y a la D-aminoácido transferasa (D-AAT) (38). En el caso de la TAACRc, ésta 

contiene 410 aminoácidos con un peso molecular de 46 kDa (42). 

En lesiones de cerebro, específicamente en la sustancia nigra, se ha visto un 

aumento en la expresión de la TAACRc y se ha postulado que la expresión de 
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esta enzima está asociada con una etapa inicial en la apoptosis, aunque no ha 

sido confirmado (40, 43, 44). 

5.6. Especificidad de sustrato. 

Los sustratos de la TAACRc y la TAACRm son semejantes (19). En 

concentraciones iguales de AACR las tasas de transaminación son: la leucina 

mayor que la isoleucina y, esta última, mayor que la valina (Leu > ¡le > Val). Otros 

sustratos de las TAACR's son la L-treoisoleucina que es preferida sobre la L-

aloisoleucina, norleucina y norvalina. La metionina no es un buen sustrato de la 

enzima, ya que sólo transamina menos del 10% comparada con leucina. La 

TAACRm acepta también como sustratos al a-aminobutirato y a-aminoadipato (15, 

45). En la Tabla 2 se muestran los diferentes sustratos de las ¡soformas de 

TAACR. 

Tabla 2. Tasas de transaminación de TAACRc y TAACRm expresadas en relación a 
leucina en rata. 

Aminoácido TAACRc TAACRm Cetoácido TAACRc TAACRm 

Leucina 100 100 CIC 100 100 
Valina 71±3 88±4 CIV 82±4 64±3 

L- 136+7 128+5 CMV 54+5 68+1 
Treo iso leucina 

L-Aloleucina 52±2 39±1 76±4 68±4 
cetoglutarato 

D-lsoleucina 5±1 1±1 a- 3± 44±2 
cetocaproato 

Glutamato 29±3 29±1 a-cetovalerato 58±4 56±1 
Norleucina 24±3 21±1 a-cetobutirato 22+4 20±3 
Norvalina 27±1 37±1 a-ceto- J3- 36±1 40±3 

metilbutirato 
Metionina 8±1 6±1 Piruvato 6±2 6±1 
Triotofano 2+1 1+0 Feniloiruvato 4+2 6+1

Tomado de Hall et al, 1993. La TAACRc (79.3 jimol de leucina formada/ mg de 
proteína/ mm) y la TAACRm (86.7 tmol de leucina formada/mg de proteína! mm).
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5.7. Genes que codifican las isoformas de TAACR. 

En el genoma de la rata las isoformas de transaminasa se encuentran 

localizadas en los siguientes cromosomas: en el cromosoma 1 se ubica la 

isoforma mitocondrial, mientras que en el cromosoma 4 está la isoforma citosólica 

(26, 38). En cuanto a la estructura del gen de la TAACRm, se sabe que posee 9 

exones separados por 8 intrones, como se muestra en la Figura 1 y se tienen las 

medidas de algunos mirones. En el caso del gen de TAACRc tiene 11 exones y 8 

ntrones. Los arreglos de los genes se muestran en la misma Figura 1. 

TAACF^ : ii 

1	 3	 4-5	 7	3	9 

TAACRc 

I-PF-W-PJ - 

Figura 1. Estructura del gen de TAACRm (A) y del gen TAACRc (B) en rata. 

Los cuadros representan a los exones y las líneas corresponden a los intrones.
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5.8. Km de las TAACR. 

La TAACRm se purificó a partir de mitocondrias de corazón de cerdo, 

mientras que la citosólica se purificó del sobrenadante de cerebro de cerdo, 

sobrenadantes de hígado y hepatoma de rata (46, 47). Existen diferencias entre 

las isoformas en su afinidad por los sustratos, estas diferencias se pueden 

observar al analizar las Km. La Km de la TAACRm es de 0.4 a 0.8 mM para la 

leucina e isoleucina y de 1.2 a 2.5 mM para la valina; mientras que para la 

TAACRc es aproximadamente 2 veces más bajo que la de TAACRm. Estos 

valores son de 2 a 6 veces la concentración fisiológica de leucina e isoleucina 

encontradas en tejidos y de 4 a 10 veces la concentración de valina (1). 

5.9. Distribución de la TAACR en los tejidos. 

La TAACRm es una enzima ampliamente distribuida en los órganos 

extrahepáticos, mientras que la TAACRc su distribución es restringida a cerebro, 

ovario y placenta. La actividad de la TAACRm en rata es variable dependiendo del 

órgano, por ejemplo el corazón y el páncreas son los órganos de mayor actividad, 

mientras que el hígado adulto tiene la actividad más baja como se muestra en la 

Tabla 3(14, 48). 

Estudios recientes (49) de la localización de las isoformas en ratas 

muestran que la TAACRm se encuentra en el tubo digestivo, incluyendo esófago, 

duodeno y glándulas salivales (la actividad fue entre 24 y 40 % comparándola con 

la de páncreas), las células epiteliales que revisten el estómago poseen grandes 

cantidades de la TAACRm; mientras que la actividad más baja fue encontrada en 

yeyuno, ileon y colon, los cuales presentan del 5 a 8 % de los niveles 
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pancreáticos. Considerando los tipos celulares que poseen la transaminasa, los 

autores sugieren que la enzima se encuentra en células que producen enzimas. 

Se examinó la presencia de TAACRm en otros órganos como corazón 

(microfibras), riñón (células epiteliales de la corteza con altas concentraciones de 

la enzima, y glomérulos con baja concentración), páncreas (alta concentración en 

células acinares, y menor en islotes), testículos (células de Leydig), vaso, útero 

(células epiteliales secretoras), pulmón (epitelio alveolar y bronquial), timo, tracto 

reproductivo femenino (en los folículos ováricos). Por otro lado, en este estudio se 

pensaba que la TAACRc, se encontraba distribuida en otros órganos. Al emplear 

anticuerpos específicos para la isotorma citosólica, se observó, por ejemplo, que el 

estómago tiene la TAACRc, específicamente en los nervios que lo irrigan. Lo 

mismo ocurrió para otros órganos que presentaban la isoforma. Con estas 

investigaciones se corrobora que la TAACRc solo está en las neuronas del tejido 

cerebral(49).
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Tabla 3. Actividad de la TAACRc y la TAACRm en mitocondria y citosol de 

los diferentes órganos y células. 

Tejido Actividad	TAACR 
(nmol/mg	de 
proteína/min

Efecto de anticuerpo en la 
actividad de TAACR 
TAACRm y TAACRc 
% de actividad permanente 

Mitocon dr/a 
Corazón 748±15 0 100 
Mezcla de músculo 334±35 0 100 
Riñón 411±6 0100 
Páncreas 5055±505 0 100 
Hígado adulto 1±0 3100 
Hígado fetal 264±15 0100 
Cerebro 73±6 6833 
Placenta 180-215 0 100 
Ovario 191-216 092 
Cito sol 
Cerebro 75±8 1000 
Cerebro fetal 25-31 NM 
Placenta 8-9 10014 
Ovario 51-60 7926 
Células 
Cortical primario 64-72 NM 
Astrocitos tipo 1 95 NM 
Hepatocitos 0.15±0.01 NM 
Hepatoma 6.67±1.04 0 100

En la tabla se presenta la actividad de la enzima en los órganos y células, 
la cual se verifica con el uso de anticuerpos específicos para cada isoforma. NM: 
No medido 

La TAACRc se creía que era la única isoforma de transaminasa existente 

en cerebro, sin embargo, en estudios realizados con astrocitos se detecta la 

presencia de la TAACRm, ambas con actividad específica similar Además se sabe 

que la entrada de leucina a cerebro es mayor que la de otros aminoácidos. 

Cuando entra la leucina a los astrocitos se libera glutamina, este intercambio es 

importante en el ciclo de la glutamina/glutamato en cerebro. Como los AACR en 

17 



astrocitos son principalmente transaminados más que oxidados, se les ha 

considerado como donadores de nitrógeno (50). La interacción entre los astrocitos 

y las neuronas es de la siguiente manera: los AACR entran a los astrocitos, donde 

sufren una transaminación (TAACRm) y su grupo amino es enviado al a-

cetoglutarato para dar origen al glutamato, que posteriormente se transforma en 

glutamina. Ya que los cetoácidos formados son pobremente oxidados en células 

astrocíticas, éstos son enviados a las neuronas junto con la glutamina formada. En 

este tipo celular, la glutamina se desamina por acción de la glutaminasa 

produciendo glutamato, el cual (solo una parte) junto con los a-cetoácidos de 

cadena ramificada son transaminados (TAACRc) dando origen a los respectivos 

AACR. El cx-cetogl uta rato producido en las neuronas experimenta una aminación 

reductiva a glutamato via glutamato deshidrogeriasa. Los AACR y el glutamato 

restante son posteriormente enviados a astrocitos. El astrocito de nueva cuenta 

enviará la glutamina y el a-cetoácido de cadena ramificada a las neuronas (44). 

Los intercambios de aminoácidos entre los dos tipos celulares se han asociado 

con el ciclo de glutamato/ glutamina. El glutamato es un aminoácido excitatorio, de 

tal manera que es liberado por las neuronas dentro del espacio sináptico durante 

la actividad neurona¡, el glutamato es rápidamente removido por astrocitos 

cercanos para producir glutamina. La glutamina de los astrocitos es 

posteriormente enviada a las neuronas, y así mantener la poza metabólica de 

glutamato en estas células (40, 51). 

Existen reportes sobre la presencia de TAACR tanto mitocondrial como 

citosólica en células espermatogénicas y espermatozoides de ratones. Montamat 
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apoya la evidencia de que la transaminasa puede funcionar como un sistema de 

transporte de a-cetoácidos del citosol a la mitocondria en las células espermáticas 

(52)

5.10. Estudios sobre la regulación de la TAACRm en ratas. 

Después de que se purificó la TAACRm se realizaron diferentes estudios 

sobre la regulación de la enzima. Dentro de las primeras investigaciones se 

contemplaron diferentes factores en la regulación de la TAACRm, entre los cuales 

están:

Disponibilidad de sustratos. La actividad de transaminasa según algunos 

investigadores era modificada de acuerdo a la concentración de AACR y de los 

cetoácidos que aceptan el grupo amino de los aminoácidos (1, 14). En 

experimentos de riñón prefundido con 2mM de a-ceto ¡soca proato de sodio, un 

ceto análogo de leucina, produjo un incremento en la actividad de TAACR a los 5 

minutos alcanzando un máximo a los 15 minutos (53). Esto llevó a pensar que la 

enzima podía ser regulada por la dieta; estudios realizados por Chan y Walser (54) 

mostraron que en ratas con una dieta en CACA se incrementaba la actividad de 

transaminasa en diferentes órganos. 

El efecto de la dieta. La regulación de la transaminasa es controvertido. 

Estudios recientes (55) en ratas con diferentes concentraciones de proteína 

demuestran que la dieta no tiene un efecto importante en la regulación del gen de 

TAACRm, y sólo en músculo se observó un ligero incremento de la actividad y 
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cantidad de ARNm de TAACRm con una dieta conteniendo 50% de caseína. Las 

hormonas como el glucagon (control: 8.1 ± 0.7 y hormona: 9.3 ± 0.5 mU/ mg de 

proteína) y la hidrocortisona (control: 9.1 ± 0.8 y hormona: 9.3 ± 1.0 mU/ mg de 

proteína), tampoco muestran un incremento en la expresión de la enzima. 

5.11. Infecciones o estados catabólicos del organismo. 

El tratamiento con endotoxina (lipopolisacárido de S. enteritidis) induce la 

producción de citocinas (después de una hora), las cuales afectan el metabolismo 

de la mayoría de los tejidos y órganos. Cuando se suministró endotoxinas a las 

ratas, la actividad de TAACR se incrementó en diversos órganos, mientras que la 

de DCCR disminuyó en hígado (4, 56). Por otro lado, en ratas bajo condiciones de 

ayuno prolongado, la actividad de TAACR en cerebelo aumenta (57). 

En enfermedades renales se han reportado alteraciones en el metabolismo 

de aminoácidos. Por ejemplo, en ratas que desarrollan síndrome nefrótico inducido 

a través del aminonucleósido de puromicina, la actividad de la TAACRm disminuye 

en riñón. Esto se correlaciona con una disminución de la concentración del ARNm 

de la TAACRm (58). Por otro lado, en un modelo de hepatitis inducido por la D-

galactosamina, la actividad de TAACR en mitocondria de hígado y corazón 

aumenta. 

En la cetoacidosis diabética y uremia existe un desequilibrio en el 

metabolismo de AACR, lo que implica un aumento en la degradación de proteínas 

en músculo, como consecuencia de la estimulación de la DCCR, y la disminución 

de la concentración de AACR en plasma. Se propone que durante la acidosis 

aumenta la cantidad de glucocorticoides, y éstos contribuyen a la activación de la 
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DCCR. Al medir la actividad para trarisaminar leucina de TAACRm se observa un 

aumento de 263±17 nmol/ g. h (control) a 448±23 nmol/ g .h (acidosis), como 

consecuencia del incremento en la disponibilidad de aceptores de aminos, x-

cetoglutarato y piruvato, en el músculo de las ratas con acidosis (8). 

Procesos tumorales. Niwa identificó un ADNc de ratón que denominó ECA 

39, el cual proviene del ARNm sobreexpresado en la línea celular de un 

teratocarcinoma de ratón PCC4 Aza 1. Estudios posteriores revelaron que ECA39 

presenta una alta homología con la TAACRc de humano y rata. Posteriormente se 

reportó en el ratón, que el gen de la TAACR citosólica es blanco de la regulación 

por c-Myc (59, 60). La oncoproteína c-Myc se ha asociado con la proliferación 

celular y la apoptosis. En levadura el homólogo de ECA39 está involucrado en la 

proliferación celular, específicamente en la transición de Gi a S. Por otro lado, 

ECA40 (homólogo de TAACRm) se expresa en la fase estacionaria de crecimiento 

(60-63). 

Los estudios de Ogawa e Ichihara (64) en hepatomas, mostraron cambios 

en la actividad de las isoformas de TAACR. En células tumorales de hígado se 

encuentran las isoformas mitocondrial y citosólica; en mayor proporción la 

TAACRc que la TAACRm (48). En estadios tumorales avanzados las isoformas de 

TAACR son claramente detectadas. Por otro lado, en estudios ¡n vitro con 

carcinomas de músculo esquelético de rata, específicamente carcinoma Walker-

256, se observó un aumento en el metabolismo de AACR, lo que implicó un 

incremento tanto en transaminasa (de aproximadamente 70%) como en 

deshidrogenasa (65, 66). Aun cuando en los anteriores experimentos se 
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presentaron condiciones que regularían al gen de TAACRm, en la mayoría de los 

casos el aumento tanto en la actividad como en la cantidad de proteína es 

modesto. El gen de la transaminasa se le puede considerar como un gen 

constitutivo, sin embargo existen ciertas condiciones bajo las cuales la enzima 

aumenta su expresión más de 10 veces, como ocurre en el tejido mamario de rata 

lactante (33) y, en el hígado fetal (33, 46, 67, 68) A continuación se mostrarán las 

2 primeras situaciones. 

A. Glándula mamaria de rata lactante. En la rata virgen la actividad de la 

TAACRm (única isoforma presente en este órgano) es 2.8 veces más alta que la 

del hígado y 3.5 veces más baja que la del músculo esquelético. Cuando en la rata 

se inicia el proceso de gestación, la glándula mamaria se prepara para la 

producción de leche que ocurrirá en la etapa de la lactancia, aumentando su 

tamaño (incrementa la proliferación celular). En este periodo los niveles de 

actividad, proteína y ARNm de la TAACRm van aumentando en forma 

proporcional, hasta llegar a 8 veces más que en la rata virgen. En el periodo de 

lactancia la expresión de la enzima continua incrementándose hasta llegar a 15 

veces en el día 12 de esta etapa. Esta actividad de la TAACRrn en glándula 

mamaria es comparable con las actividades de TAACRm en corazón y riñón. La 

posible explicación del aumento de la enzima está asociada con la producción de 

la leche, ya que en el proceso de degradación de la leucina se producen 

componentes importantes para la síntesis de lípidos que forman parte de la leche; 

considerando lo anterior, la actividad de la DCCR también se incrementa. En la 

lactancia la TAACRm se localiza en las células epiteliales de los alvéolos, células 
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productoras de la leche (69). Por otro lado, se sabe que la síntesis de proteínas en 

la lactancia también es favorecida. Al analizar la actividad de re-aminación de la 

enzima, se observa que ésta aumenta permitiendo así que los AACR puedan 

formar parte de las proteínas, ver figura 2 (68). La expresión de la TAACRm 

comienza a decaer después del destete (69). 

Tiempo (días) 

Figura 2. Comportamiento de la TAACRm en la glándula mamaria de rata en las 

etapas de gestación, lactancia y destete. La figura muestra el comportamiento de 

la enzima en cuanto a actividad 

B. En el hígado fetal se ha detectado la presencia de TAACRm, la cual tiene 

una alta actividad, de 7.28 mU/ mg de proteína/mm, a diferencia del hígado adulto, 

0.38 mU/ mg de proteína/min. En trabajos sobre el comportamiento de la enzima 

en el hígado fetal y adulto, se ha visto que TAACRm en el día 17 del feto posee 

cierta actividad, la cual comienza a decaer cuando el organismo está próximo a 

nacer, y del día cero al día 21 postnatal el decaimiento continua hasta llegar a los 
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niveles que se encuentran normalmente en adulto (ver figura 3). De igual manera 

como en glándula mamaria de rata lactante la actividad y la cantidad de ARN 

están relacionados (67). La presencia de la TAACRm en hígado fetal se ha 

asociado con la producción de glutamato en el feto, importante para la síntesis de 

proteínas, producción de energía, como fuentes de nitrógeno y carbón. Sin 

embargo, los aminoácidos no son oxidados, ésto ocurre sólo bajo ciertas 

condiciones de malnutrición. Por otro lado, los AACR específicamente la leucina e 

isoleucina son importantes en la regulación de insulina, hay reportes de que esta 

hormona controla el intercambio de gases, como oxígeno, entre la madre y el feto. 

Por tal motivo debe existir un control de estos aminoácidos en el feto. 

8 
74\ 

1719	
Tiempo (días) 

Fig. 3. Actividad de la TAACR en hígado fetal durante la gestación , al 

momento de nacer y posterior al nacimiento 

Existe evidencia de que la TAACR se regula de diferente manera que el 

resto de las enzimas degradadoras de aminoácidos. La TAACRm no se regula por 

hormonas o por manipulaciones en la dieta (55), sin embargo la expresión de la 

TAACRm es regulada positivamente en la glándula mamaria lactante (69) y en 
24



hígado fetal (67). No se sabe si las células de hígado durante condiciones de 

rápido crecimiento celular regulan la expresión de la TAACRm.
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6. Justificación 

La TAACRm es una enzima degradadora de aminoácidos cuya actividad y 

expresión no se ve afectada por la dieta o por la presencia de hormonas, en 

especial por el glucagon y los glucocorticoides como ocurre con el resto de las 

enzimas degradadoras de aminoácidos. En todos los estudios que se han 

realizado, su actividad es prácticamente indetectable en el hígado adulto de varias 

especies incluyendo el de la rata. No se conoce en la actualidad el mecanismo de 

regulación de la expresión de la TAACRm. Sin embargo, existen algunas datos en 

el hígado fetal o en la glándula mamaria durante la lactancia, que aumentos 

significativos en su actividad se asocian con cambios en los niveles de su ARNm 

específico. También existe evidencia de que en algunas líneas celulares tumorales 

como son las células de hepatoma de Morris y el hepatoma de Erhlich, se 

incrementa la actividad de esta enzima, aunque no se han realizado estudios 

moleculares para conocer su patrón de expresión. En estos tejidos y células, el 

común denominador es un aumento en el proceso de duplicación celular. Por lo 

que se requiere establecer si esta condición predispone a que se produzca un 

incremento en la expresión de esta enzima. 

Se requiere estudiar los cambios del patrón de expresión de la TAACRm 

en modelos en donde ocurra un incremento en la duplicación celular como es el 

caso de las células AS-30D de hepatoma de rata, o cambios durante la 

regeneración del hígado después de hepatectomía parcial. 

Estos estudios permitirán conocer si el patrón de expresión del gen de la 

TAACRm se asocia con el patrón de la presencia de la proteína y su actividad, ya 
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que no existen reportes a nivel molecular al respecto. En estudios posteriores 

estos resultados serán básicos para futuras líneas de investigación. 

Las células AS-30D de hepatoma de rata son células de rápido crecimiento 

(aumento en la duplicación celular o proliferación), que contienen un número 

elevado de mitocondrias y el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (CAT) está 

aumentado; el colesterol forma parte de la membrana citoplásmica y está en 

mayor proporción que en células normales, características que las hacen 

interesantes para estudios bioquímicos y moleculares. Su cultivo ex vivo en rata 

presenta ventajas importantes con relación al cultivo in vitro. Estas ventajas son: 

manejo de los animales de experimentación en condiciones normales de bioterio; 

obtención del hepatoma por eyección con jeringa hipodérmica, en el peritoneo; 

Viabilidad de las células aproximadamente del 100%; el rendimiento del hepatoma 

es de 70 mi; el destino final de los animales de experimentación sacrificados, es 

destrucción por incineración de acuerdo a la norma NOM ISO 2001.

27



7. Hipótesis 

La rápida proliferación celular conllevará a la expresión de la TAACRm 

asociada con un péptido de 41 kDa en modelos como el hepatoma AS-30D de rata 

ex vivo y en hígado de rata en regeneración



8. Objetivo General 

Determinar el patrón de expresión de la TAACRm en células de hepatoma 

AS-30D de rata, (71), y durante la regeneración del hígado posthepatectomía 

parcial en rata, momento en que ocurre un incremento en la duplicación celular. 

9. Objetivos específicos 

. Determinar en células de Hepatoma AS-30D de rata 

El patrón de la presencia de la proteína de la TAACR determinada 

por Western blot 

. la actividad de la TAACRm. 

. Caracterización bioquímica de la TAACRm en mitocondrias aisladas 

de células AS-30D de hepatoma de rata: Km, Kaf. 

. Identificación in situ de la proteína de la TAACRm por microscopía 

electrónica 

. Determinar en células de hígado en regeneración y en hígado 

remanente 

la actividad enzimática de la TAACR. 

El patrón de expresión del gen por Noerthern blot 

El patrón de la presencia de la proteína por Western biot.
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Identificación in situ de la proteína por inmunohistoquímica. 

10. Materiales y Métodos 

10.1. Obtención de células AS-30D a partir de líquido ascitis. 

Las células se obtuvieron del líquido de ascitis de ratas hembra Wistar con 

un peso aproximado de 250g que previamente fueron inoculadas con 2m1 de 

células AS-30D de hepatoma, proporcionadas por la Dra. M. E. Torres-Márquez 

(71). La línea celular se mantuvo por transplantes sucesivos en la cavidad 

peritoneal de la rata. Nueve días después del transplante del hepatoma, las ratas 

forman líquido intraperitoneal (70 mi) que se extrajo con una jeringa hipodérmica. 

El líquido intraperitoneal que contiene las células AS-30D se lavó dos veces con 

una solución de NH 4C? 0.83% fría (1:4) para remover los eritrocitos. Las células se 

centrifugaron a 150xg durante dos minutos a 4°C. Posteriormente el sobrenadante 

se desechó, y el paquete celular fue resuspendido por 20 min en una solución 

buffer de HSE (Hepes, sacarosa, EGTA) fría conteniendo 250 mM sacarosa y 1 

mM EGTA en 5 mM de buffer HEPES a pH 7.2. Subsecuentemente, las células se 

centrifugaron a 150 xg durante 2 min a 4°C. El sobrenadante se desechó y el 

paquete celular fue resuspendido en una solución buffer fría de HSE. La viabilidad 

de las células AS-30D se determinó con una solución 0.01% de azul de tripan, y 

presentaron una viabilidad del 90-95%. 

10.2. Aislamiento de mitocondrias a partir de células AS-300. 

Una suspensión de 1-3 X 10 9 células AS-30D/ml fue sonicada por un minuto 

a 360db con una frecuencia de salida de 5 seg. Las células rotas se diluyeron con 
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15m1 de solución buffer HSE. La suspensión se centrifugó a 875 x g durante 10 

min a 4°C, y el sobrenadante se desechó, el paquete fue resuspendido con 15 ml 

de solución HSE y se centrifugó a 1,250 xg durante 10 min a 4 'C. El paquete 

mitocondrial se almacenó a -70°C hasta la medición de la actividad de la enzima. 

10.3. Hepatectomía del 70% parcial en rata. 

La hepatectomía parcial se realizó en ratas macho Wistar con un peso de 

250 g. Las ratas se mantuvieron en cajas metabólicas individuales con un ciclo 

luz-oscuridad de 7:00-19:00 h a 22°C. Las ratas fueron alimentadas ad libitum con 

una dieta comercial Purina chow y con libre acceso al agua. La remoción del 70% 

M hígado se realizó bajo anestesia con éter, usando el procedimiento de Higgins 

y Anderson (72). Los animales se sacrificaron en los tiempos establecidos 

después de la cirugía. 

10.4. Actividad de la aminotransferasa de aminoácidos de cadena 

ramificada. 

La actividad de la TAACR se determinó en el paquete mitocondrial, con el 

método previamente descrito por Hutson (14, 55). El control respiratorio se midió 

para cada preparación mitocondrial de acuerdo a lo descrito previamente (73). La 

actividad se midió a 37°C en una solución buffer 50mM de fosfato de potasio, 

pH7.8 conteniendo 50pM de fosfato de piridoxal y 4g/L CHAPS. Cincuenta pl de 

sobrenadante se adicionaron a la solución de ensayo y la reacción se inició con la 

adición de una mezcla conteniendo 1.0 mM -ceto (1-14C)isocaproato/12mM 
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isoleucina. El a-cefo (1- 14C)isocaproato radiactivo se sintetizó a partir de (1-

14C)Leucina descrito por Rüdiger et al. (1972). La L-(1- 14C)Leucina fue de 

Amersham. La actividad específica para el a-ceto (1- 14C)isocaproato fue de 200 

d.p.m./nmol. La reacción se detuvo después de 5 minutos por la adición de 500p1 

2M de acetato de sodio pH 3.4. El a-ceto (1- 14C)isocaproato remanente no 

transaminado, fue descarboxilado químicamente adicionando 250 pl de peróxido 

de hidrógeno al 30%. Una alícuota de 250 pl de la mezcla de reacción se añadió a 

un vial, se le adicionaron lOmI del de líquido de centelleo (BCS, Amersham) y las 

muestras se colocaron en un contador de centelleo (Wallac, Turku, Finland). Cada 

prueba se hizo por duplicado. Una unidad de actividad se definió como lpmoi (1-

14C)Leucina formada /min a 37°C. La actividad específica de la TAACR se expresó 

como mUnidades (mU)/(mg de proteína). 

Se midió la actividad enzimática en corazón como control positivo, y como 

control negativo se determinó en hígado adulto, ambos órganos en rata adulta. 

10.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS. 

Para la separación de las proteínas, se utilizó SDS-PAGE que se realizó de 

acuerdo con Laemmli en geles al 10% (74). Cuarenta pg de proteína de la 

suspensión mitocondrial AS-30D, sobrenadantes de hígado adulto e hígado fetal 

de rata, hepatocitos cultivados de rata y sobrenadante de corazón de rata se 

sometieron a electroforesis. Previo a la electroforesis, todas las muestras se 

sometieron a ebullición por 5 min en la presencia de 4% de SDS, con 2% de 2-

mercaptoetanol. Se usaron marcadores de masa molecular para proteínas, para la 

determinación de la masa molecular (Boehringer Mannheim).
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10.6. lnmunoblot. 

Para la detección de las proteínas, los geles con las proteínas en SDS-

PAGE se transfirieron a membranas de PVDF para Western biot (Boehringer 

Mannheim GMBH, Germany). La transferencia se realizó en una unidad de 

electroforesis Transphor (Hoefer Scientific lnstruments) de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. Las membranas de PVDF fueron tratadas con 1.5% 

de gelatina/l.5% de albúmina por 2 h a 37°C e incubados con lgG fracción 

específica anti-TAACR de rata (1:2500) durante 1.5 h a temperatura ambiente. Las 

bandas de proteína inmunoreactivas fueron visualizadas usando un anticuerpo 

anti-conejo marcado con peroxidasa de cabra (1:6000) después de la oxidación 

con luminol como sustrato luminiscente. La emisión de luz fue detectada por una 

corta exposición a una película de autoradiografía (ECL, Amersham Life Science). 

El anticuerpo anti- TAACRm de rata fue proporcionado por la Dra. Hutson. (26). El 

análisis del lnmunoblot usando mitocondrias o extractos de varios tejidos, muestra 

una sola banda con un PM de 41 kDa, indicando que el anticuerpo no cruza con 

otras proteínas y que reconoce los epítopes de TAACRm (26, 69), 

10.7. Aislamiento de ARN total y análisis Northern blot. 

El ARN total fue aislado de células AS-30D de hepatoma e hígado de rata, 

riñón y corazón de acuerdo a Chomczinsky, utilizando tiocianato de guanidina 

(TRIZs0I) (75). Para el análisis de Northern, 30 pg de ARN se sometieron a 
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electroforesis en un gel al 1.5% de agarosa conteniendo 37% de formaldehído y 

transferido a filtros de membrana de nylon Hybond-N (Amersham, 

Buckinghamshire, UK) y ligados mediante luz UV (Amersham). La prueba fue un 

fragmento de 900 pb Pstl-EcoRl del cADN de rata de la TAACRm donado en 

pT7 bluescript (38) y marcado con deoxicitidina 5'(- 32P)dCTP (3000 Ci/mmol, 

Amersham) usando el sistema rediprime ADN marcador (Amersham). Los filtros 

fueron prehibridizados con amortiguador rapid-hyb (Amersham) a 65°C por 45 mm, 

y posteriormente hibridizados con el marcador prueba por 2.5 h a 65°C. Las 

membranas se lavaron una vez con 2X SSO (1X SSC= 0.151VI de cloruro de sodio 

y 15M de citrato de sodio)/0.1% SDS a temperatura ambiente por 20 min y 

enseguida lavado dos veces con 0.1X SSO/0.1% SDS a 65°C por 15 min cada 

vez. Las imágenes digitalizadas y la cuantificación de la radioactividad de las 

bandas se efectuó usando el sistema de autoradiografía electrónica lnstant 

Imager (Packard lnstrument, Meriden, CT). Las membranas también se 

expusieron a películas Extascan (Kodak) a -70°C. 

10.8. Histología,	Inmunohistoquímica	y	Microscopía 

inmunoelectrónica. 

Para la microscopía óptica, los cortes de hígado en regeneración e hígado 

remanente de rata, se fijaron por inmersión en etanol absoluto por 24 hr. Después 

de la inmersión en parafina, el tejido hepático fue cortado en secciones de 5 pm y 

teñido con hematoxilina y eosina para su análisis histológico. La detección 

inmunohistoquímica de la TAACRm se realizó con un anticuerpo específico de 
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conejo policlonal. Antes de la incubación con el anticuerpo primario, la actividad 

endógena de peroxidasa fue inhibida con 0.032% de H 202 en melanol absoluto, 

las secciones de hígado se incubaron con el anticuerpo primario diluido 1/500 en 

buffer salino-fosfatos durante toda la noche a 4°C. El anticuerpo unido se detectó 

con lg G anti conejo marcado con peroxidasa diluido 1/100 en BSF y 

diaminobenzidina. Los controles negativos consistieron en reemplazar el 

anticuerpo primario por suero normal de conejo. 

Para los estudios de microscopía inmunoelectrónica, las células de 

hepatoma se cultivaron como se describió anteriormente, Después de la 

centrifugación, se desechó el sobrenadante y la solución fijadora (4% 

paraformaldehído disuelto en buffer de Sorensen) se añadió para fijar las células 

por 2 h a 4°C. Posteriormente, las células se resuspendieron y se lavaron 

extensivamente con buffer de Sorensen, los grupos aldehído libres se bloquearon 

con una solución al 0.5% M NH 4CI en buffer salino-fosfatos por una hora y las 

células se deshidrataron en alcohol etílico graduado y embebidas en resma blanca 

L_R. Secciones delgadas de suspensiones de células de 70 a 90 nm se colocaron 

en rejillas de níquel. Las rejillas se incubaron con el anticuerpo policlonal de 

conejo anti-TAACRm diluido 1/100 en BSF con 1% se albúmina sérica bovina y 

0.5 9,`0 de Tween. Después de lavar repetidamente las rejillas con BSF, éstas fueron 

incubadas con lgG de cabra anti-conejo conjugado a 5 nm de partículas de oro 

diluido 1/20 en el mismo buffer. Las rejillas se tiñeron con sales de uranio y se 

examinaron en un microscopio electrónico Zeiss EM 10.
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10.9. Análisis estadístico. 

1 nc ri iItdr	 -rmn Ii mr1ii ± DSM (media de la 

por la prueba de T no 

P< 0.05 (Programa de 
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11. Resultados 

11.1. TAACRm ARNm y actividad en células AS-3013 de hepatoma. 

La actividad de la TAACR en el hígado adulto de rata fue casi insignificante, 

y las células AS-30D de hepatoma presentaron baja actividad de TAACR (2.4 

mu/mg de proteína), la cual aumentó significativamente en la fracción enriquecida 

de mitocondrias aisladas (18.5 mU /mg de proteína) de las mismas células de 

hepatoma (Fig. 4). El homogenado de corazón de rata mostró 6.3 veces más 

actividad de TAACR que las células AS-30D de hepatoma. La actividad del hígado 

en regeneración después de hepatectomía parcial, al igual que la actividad del 

hígado fetal fue aproximadamente 2 veces más que la actividad medida en las 

células AS-30D de hepatoma. No se detectó actividad de TAACR en la fracción 

citoplasmática de las células AS-30D, indicando que la actividad solamente se 

localizó en la mitocondria. Este hallazgo se confirmó por Northem biot, que revela 

que las células AS-30D solamente expresan TAACRm, mientras que el ARNm 

TAACRc no se detecté Adicionalmente, la proteína de la TAACRm fue detectada 

por Western blot en homogenados y en mitocondrias de las células AS-30D de 

hepatoma, asimismo al utilizar Ab anti TAACRc no se detectó ninguna banda (Fig. 

4A). Interesantemente el anticuerpo contra TAACRm detecta dos bandas de 41 y 

43 kDa en células AS-30D de hepatoma. Sin embargo, en la preparación 

enriquecida de mitocondria, solamente se detecta una banda de 4lkDa similar a la 

de corazón de rata. En hígado adulto como en hepatocitos recién aislados se 

detecté una proteína de 43kDa que no mostró actividad de TAACR. Se llevó a 

cabo análisis de cinética: la Km aparente que se obtuvo para leucina, isoleucina y 
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valina fue 1,0 ± 0.02, 1.3 ± 0.1 y 2.1 ± 0.1 mM respectivamente, indicando que la 

TAACR en células AS-30D mostró afinidad por leucina e isoleucina sobre valina, 

como sustratos, lo que se ha observado en otros tejidos. (Fig. 5) y la cinética 

usando mitocondrias aisladas a partir de células AS-30D (Fig. 6). 

1	2	3	4	5	6	7

i-43kDa 
- -	-	 4 41 kDa 

Fig. 4. Análisis de Western biot de la TAACRm y actividad de la TAACRm 

en diferentes tipos de células y tejidos de rata. El panel A muestra la presencia de 

la TAACRm en 1) corazón, 2) mitocondrias de células AS-30D, 3) hepatocitos, 4) 

células AS-30D, 5) hígado en regeneración, 6) hígado fetal e 7) hígado adulto. El 

panel B muestra la correspondiente actividad específica de la TAACR en el mismo 

tipo de células y tejidos anteriormente mencionados. Los datos son expresados 

como la media ± MIDE; n=5.
38



Concentration (mM) 

40 

35 

30 

25 

20 

15 

10 

5 

O 

20 

o 
°-	15 

E 

1	
10 

5

Error 

0,59303 

0,090346 

NAI 

Fig. 5. Análisis cinético de la TAACRm en mitocondrias aisladas de células 

AS-30D de hepatoma. Los experimentos se realizaron usando concentraciones 

graduales de valina, isoleucina o leucina. Los datos son expresados como la 

media ± MIDE; n=3
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Fig. 6. Cinética enzimática de la TAACRm en mitocondrias aisladas de 

células AS-30D de hepatoma. Los experimentos se realizaron por duplicado.
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11.2. Microscopía Inmunoelectrónica de la TAACRm en mitocondrias 

de células AS-301). 

Para determinar la localización intracelular de la TAACRm en células AS-

30D de hepatoma, se realizó el análisis por microscopía inmunoelectrónica usando 

un anticuerpo monoclonal anti-TAACRm de rata. Los resultados revelan que a 

nivel ultraestructural, las partículas de oro se localizaron específicamente en las 

mitocondrias. Partículas de oro se encontraron ocasionalmente en el citoplasma o 

en pequeñas vacuolas localizadas cerca del retículo endoplásmico, asociadas 

posiblemente a la proteína de 43kDa. No se observó marcaje en los núcleos (Fig 

7). Estos datos confirman que la TAACRm se presenta exclusivamente en las 

mitocondrias.
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11.3. Actividad de la TAACR y su expresión durante la regeneración 

M hígado posterior a la hepatectomía. 

Para establecer si las condiciones de rápido crecimiento celular en las 

células del hígado se asocian con la expresión de la TAACRm y la actividad de 

TAACR, la proteína de la TAACRm y las concentraciones de ARNm se midieron 

durante la regeneración del hígado posterior a la hepatectomía parcial. 

Interesantemente, aunque la actividad de la TAACR es casi indetectable en 

hígado adulto de rata, la actividad de la TAACR aumenta en la porción regenerada 

del hígado alrededor del día 3 al día 6 después de la hepatectomía (P.cz0.05). 

Después del día 7, la actividad de la TAACR disminuye progresivamente hasta 

llegar al día 14, en el que se observa una actividad igual a la del hígado adulto 

(Fig. 8). La actividad de la TAACR no cambia significativamente en la porción 

remanente del hígado. La actividad de la TAACR también se midió en riñón y 

corazón, sin cambio significativo observado durante los primerosl4 días de la 

regeneración hepática. El promedio de la actividad en riñón y corazón fue 13.9 ± 

1.3 mU/mg de proteína y 22.5 ± 2.3 mU/mg de proteína, respectivamente. Aunque 

el hígado en regeneración mostró actividad de TAACR, el ARNm de TAACRm fue 

escasamente expresado del día 3 al día 5 después de la hepatectomía comparado 

con el riñón y corazón que se usaron como controles (Fig. 8).
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Fig. 8. Actividad de la TAACR en hígado en regeneración de rata posterior a 

hepatectomía parcial. Los homogenados del los lóbulos remanentes y 

regenerados del hígado se obtuvieron a diferentes tiempos después de la 

hepatectomía parcial. Los datos son expresados como la media ± MIDE; n=1 O. 

11.3.1. Análisis por Northern blot de la expresión de la TAACRm 

durante la regeneración del hígado posterior a hepatectomía 

parcial. 

Para determinar la expresión del gen de la TAACRm en hígado durante la 

regeneración posterior a hepatectomía parcial, se hicieron análisis de Northern 

biot a partir del día O, en que se realizó la hepatectomía, hasta el día 7 posterior a 

hepatectomía y se observó que en los días 0,1, 2 y 3 aparecía una banda muy 

tenue y en los días 4 y 5 se obtuvo una banda con mayor intensidad de 1.7 kb 
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que nos indica una mayor expresión del gen. Las bandas fueron reconocidas por 

la sonda de 900 pb marcada con deoxicitidina 5'(o- 32 P)dCTP del ADNc de la 

TAACRm. Como controles positivos se utilizó el ADN de corazón y de riñón de 

rata.(Fig. 9).

Días después de heptect:mía parcial

Riñri 

0 1	2	3	4	5	6	7	Craz'n 
A

1.lkb 

B	 a1SlS. IM:s.iØ 

Fig. 9. Análisis por Northem blot de la expresión de la TAACRm en hígado 

en regeneración posterior a hepatectomía parcial en rata (A) y unción con bromuro 

de etidio de los geles usados para la hibridación por northern blot (B) a diferentes 

días después de la cirugía. 

11.3.2. Análisis por inmunoblot de la TAACRm durante la


regeneración del hígado posterior a hepatectomía parcial. 

Para determinar si los cambios de actividad de la TAACR se asocian con 

diferentes tamaños de la proteína de la TAACRm, se realizaron análisis por 

Western blot que revelaron la presencia de una banda de 43 kDa en el hígado 

adulto de rata o en ratas con operación simulada (Fig. 10). El antisuero anti 

TAACRm detectó dos bandas de 41 y 43kDa en hígado fetal. Durante la 

regeneración, el hígado remanente mostró siempre la presencia de la banda de 43 
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kDa. En el hígado en regeneración hubo un aumento de la banda de 41 kDa del 

día 4 al día 6. Después de 14 días de regeneración del hígado, la única banda 

detectable corresponde a la de 43 kDa. La aparición de la banda de 41 kDa se 

asoció con la actividad de la TAACR, mientras que la banda de 43 kDa no se 

asocia con actividad alguna de la TAACR. 

-	Días después de hepatectornia parcial 

1 2 3r 3R 4r 4R Sr 5R 6r 6R 7r 7R 14 
1 ± J 

43-
41

- - -	 — — 

Fig. 10. Análisis por Western blot de la TAACRm en los lóbulos de hígado 

remanente (r) y en regeneración (R) a diferentes días después de la hepatectomía 

parcial.

11.3.3. Inmunohistoquímica de la TAACRm del hígado en 

regeneración después del 50 día de operación. 

Se realizó un análisis por inmunohistoquímica para determinar la 

localización específica de la TAACRm en el hígado durante la regeneración. La 

mayor inmunodetección de TAACRm se localizó principalmente en la zona de 

regeneración del hígado. En el área de necrosis no hubo detección de la 

TAACRm. Las regiones distales de la zona de máxima regeneración del hígado 

mostraron sólo una modesta inmunoreactividad. (Fig. 11). Los análisis 

inmunohistoquímicos sugieren que la expresión de la TAACRm está asociada con 

el área de regeneración activa en el hígado posterior a parcial hepatectomía.
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Fig. 11. Detección de la transaminasa de aminoácidos de cadena 

ramificada mitocondrial (TAACRm) por inmunohistoquímica en tejido de hígado 

después de cinco días de la hepatectomía parcial en rata. Existe una 

inmunotinción fuerte y selectiva de la TAACRm en células de hígado en 

regeneración (flechas), mientras que en tejido necrótico (asteriscos blancos) y en 

el hígado normal distal, son negativos (lOOx).
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12. Discusión. 

Los resultados del presente estudio muestran que las células AS-30D de 

hepatoma de rata tienen actividad de TAACR la cual se localiza exclusivamente en 

la mitocondria. Los análisis por Western blot y Northern blot revelan que la única 

isoforma presente en las células AS-30D es la TAACRm, evidenciándose por la 

presencia de dos bandas de 41kDa y 43kDa que corresponden respectivamente, a 

la forma activa e inactiva de la TAACRm, y que de igual manera se confirma por la 

presencia de una banda de 1560 pb. Además los datos muestran que la actividad 

enzimática en estas células es comparable con la actividad en corazón, por lo que 

predomina la forma activa de la proteína. En este caso solamente se encuentra la 

isotorma mitocondrial a diferencia de otros hepatomas que expresan ambas 

isoformas, la mitocondrial y la citosólica, como es el bepatoma de Morris (64). 

Por otro lado, el hígado durante la regeneración después de la 

hepatectomía parcial muestra la aparición de actividad de la TAACR del día 3 al 

día 6 después de la cirugía, y la actividad disminuye progresivamente hasta el día 

14, cuando es casi indetectable. La actividad de la TAACR durante la 

regeneración del hígado está asociada con la TAACRfT. Los análisis por Western 

y Northern blot solamente detectan la presencia de la TAACRm. 

Varios estudios han establecido que la actividad de la TAACR está presente 

en la mayoría de los tejidos, pero es casi indetectable en hígado adulto de rata 

(55). Sin embargo, durante la vida fetal, el hígado expresa TAACRm y declina a 
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niveles no detectables después del nacimiento (67). El presente estudio 

demuestra que las células del hígado en estadios de rápida proliferación celular, 

como son las células AS-30D de hepatoma de rata o las células de hígado durante 

la regeneración hepática posterior a hepatectomía parcial, también expresan la 

TAACRm. Estudios previos en levaduras identifican que la expresión de la 

TAACRc y la TAACRm son reguladas por el oncogen c-myc (59, 60) y sugieren 

que esta enzima tienen un papel adicional en la regulación de la proliferación 

celular. Hasta el momento no existe información acerca del control transcripcional 

del gen de la TAACRm que pueda explicar la aparición de la TAACRm bajo estas 

condiciones. 

No obstante la expresión de la TAACRm que aumenta tanto en el hígado 

fetal como durante la regeneración del hígado, la actividad y expresión de la 

segunda enzima del catabolismo de los AACR, la deshidrogenasa de a-cetoácidos 

de cadena ramificada, se encuentra marcadamente disminuida o ausente en el 

hígado (77), indicando que la TAACRm es esencial para un proceso diferente no 

relacionado con la oxidación de los AACR. Se requieren más estudios para 

establecer el papel de la TAACRm en estos procesos. 

Interesantemente, existe una asociación entre la actividad de la TAACR y la 

presencia de la TAACRm de 41 kDa y la ausencia de la actividad de la TAACR 

con la aparición de la TAACRm de 43 kDa. La proteína de mayor peso ha sido 

identificada también en cultivos de hepatocitos (33) y en hígado adulto de rata 

(67). Después de hepatectomía parcial, los análisis por inmunoblot revelan que 

durante la regeneración del hígado, el incremento en la actividad de la TAACR



está asociado con la aparición de la banda de 41 kDa detectada con el anticuerpo 

contra TAACRm, mientras que durante los estadios de baja actividad, el análisis 

revela una banda de 43 kDa. No se conoce el mecanismo por el cual el cambio 

entre ambas formas de la TAACRm ocurre. La banda de 43 kDa muestra una débil 

señal en el hígado adulto por Western blot, indicando escasez de esta proteína. 

La baja expresión de esta proteína en el hígado adulto de rata puede asociarse a 

un control transcripcional tejido específico o a un estado específico de metilación 

de la secuencia del ADN de este gen en el hígado. Ambas posibilidades están 

bajo estudio en nuestro laboratorio. 

No existe información acerca de la utilización de los AACR por las células 

AS-30D. En este estudio demostramos que las células AS-30D solamente 

expresan la TAACRm. Los estudios cinéticos muestran que los valores de la Km 

aparente para los tres AACR son similares a los estimados en otros tejidos. Las 

células AS-30D son células tumorales de rápido crecimiento con alta velocidad de 

síntesis de proteínas y una alta velocidad de transporte activo iónico que 

incrementa los requerimientos de ATP (71). Los AACR deben ser oxidados para 

suministrar sustratos para el ciclo de los ATC y aumentar la producción de ATP. 

Sin embargo, se requieren más investigaciones para establecer el papel de la 

TAACRm en células AS-30D.
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13. Conclusiones 

La Transaminasa de Aminoácidos de Cadena Ramificada identificada por el 

patrón de expresión de genes en condiciones de rápida proliferación celular, en 

células AS-30D de hepatoma de rata y en células de hígado en regeneración 

posterior a hepatectomía parcial corresponde predominantemente a la isoforma 

mitocondrial. 

La detección de la proteína de la TAACR en las células AS-30D de 

hepatoma de rata, muestra dos bandas que corresponden a la forma activa e 

inactiva de la isoforma mitocondrial ya que exclusivamente reacciona con Ab anti 

TAACRm, mientras que en las mitocondrias aisladas solamente muestran la 

banda que corresponde a la forma activa de la TAACRm. 

En el hígado en regeneración posterior a hepatectomía parcial, las células 

hepáticas expresan únicamente la banda correspondiente al ADN de la isoforma 

mitocondrial y por Western blot sólo se observa una banda que corresponde a la 

proteína activa de esta isoforma, (a diferencia de las células AS-30D de hepatoma 

de rata en la que están presentes las dos bandas correspondientes a la forma 

activa e inactiva de la enzima). Es importante aclarar que la expresión y presencia 

de la proteína, en el hígado en regeneración tienen su óptimo a los 5 días 

posteriores a la hepatectomía parcial del 70%. Igualmente la actividad de la 

TAACR disminuye considerablemente después del 50 día de la hepatectomía 

parcial
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Los estudios de inmunohistoquímica revelan que en el hígado en 

regeneración de rata, la proteína de la TAACR se encuentra presente en la 

porción del hígado en regeneración, no así en porciones de tejido necrosado o no 

regenerado, y que corresponde exclusivamente a la isoforma mitocondrial. 

En procesos en los que se establecen condiciones de rápida proliferación 

celular en el hígado de rata se expresa la Transaminasa de Aminoácidos de 

Cadena Ramificada Mitocondrial como es el hepatoma AS-30D y durante la 

regeneración hepática posterior a hepatectomía parcial. Estos hallazgos son los 

primeros reportados bajo estas condiciones, a diferencia del hígado adulto normal 

de rata que no se expresa la TAACRm y que existe una banda con señal muy 

débil correspondiente a la proteína de 43kDa. Por lo que la TAACRm 

posiblemente tenga otras funciones en el ciclo celular en el tejido hepático en 

rápida proliferación celular, pudiendo ser un factor transcripcional o bien un 

cofactor transcripcional, pues pertenece a la misma clase de proteínas de 'zipper" 

de leucina, en la que se encuentran algunos factores transcripcionales.
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14. Perspectivas 

El hígado adulto de rata, desde el punto de vista fisiológico, presenta 

similitud con el hígado de humano. Bioquímicamente la TAACRm de rata y la 

TAACRm de humano tienen la misma actividad de transaminación de los AACR. A 

nivel molecular el ARNm y el péptido activo de la TAACRm en rata tienen una 

homología del 82% con la TAACRm de humano. 

Por los resultados obtenidos en esta investigación, está confirmado que la 

TAACRm se expresa y está activa en el hígado adulto de rata bajo condiciones de 

alta duplicación celular, particularmente en células cancerosas. 

Atendiendo a que el cáncer de hígado es una enfermedad degenerativa y 

mortal, sería interesante investigar si durante la hepatocarcinogénesis en rata esta 

enzima podría ser un biomarcador in situ en el hígado. 

Ya que no se encuentra circulando en sangre, sería necesario obtener Ab 

anti TAACRm y conjugar este anticuerpo con un radionucleido como es el Samario 

(Sm33: está reportada su biodistribución en tejidos de rata con hepatoma AS-

30D), lo que nos permitiría detectar la presencia de la proteína por centelleo y 

asociarla con alta duplicación celular en el hígado, lo que sería de valor 

diagnóstico en el caso del hepatocarcinoma celular, sea primario o secundario. 

Durante la hepatocarcinogénesis en rata, se investigaría a la TAACRm 

como biomarcador de hepatocarcinoma celular, considerando: 

. La cinética de absorción y distribución del conjugado Sm33 anti 

TAACRm en tejidos de rata y especialmente en el hígado.
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. El estudio temporal de hepatocarcinogénesis en rata 

• Utilización del conjugado Sm33Ab anti TAACRm durante la 

hepatocarcinogénesis en rata 

• La detección del proceso de hepatocarcinogénesis por centelleo. 

También sería interesante el secuenciamiento de la región promotora del 

gen de la TAACRm en rata, lo que nos permitiría identificar: 

• Las secuencias consenso 

• La secuencia o elemento responsivo a factores transcripcionales 

El sitio de iniciación de la transcripción. 

Conociendo a nivel molecular estos tres aspectos, nos permitiría entonces, 

estudios posteriores para aplicarlos en medicina genómica. 

Analizar la posibilidad de que la proteína sea un factor transcripcional 

estudiando sus posibles interacciones con elementos reguladores de otros 

genes. Esto se podría hacer mediante técnicas de retardo en la migración 

electroforética de la proteína purificada con secuencias reguladoras.
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Iisiruct 

Iiin.hcd ch:uii aminotranferase 111CA1 1 j, (he t/rst yn,r,ic it, ihe e,ui:ih,u sin rif branelie,l eliain aminoucids ¡l)'.\.\) i.JniiKc olhui ninjilo 

i1l rIerading eii/incs presciti in liver. BCAT is onl y expresscd in cxLiahepatic tissucs. and is fol rcgtilaieii by dictary prolcin. giucigon rs 

ylircrrces rncoids. llowcscr. ¡he initochondrial (m) isofomi of I3CAT Ii. hii yhiv cxprcsscd ni ihe fetal liver ami rapidly decays aftcr birth. Thc PUTpO'.0 

it ihe prcscnt work ssas lo cstablish E liser cclls undcr conditions of rapid ccli prolikration such as ira hepatoma AS30F) celia or dunng In,er 
renencration aftcr partial hepatectomy wcrc aasociatcd ssith un mercase in tite actisity and cxprcssion of BCATrn. I3CATaetis ny in miiochondr,i 

sí AS30I) cells Wus 18.6 mV/mg prolcin. Western, Northcm SmI. arad inrnunohisiochemicaI analysis rev(.-aled thai AS30D hepatoma cdls 
r"uprcsscd only BCATm. The apparcnt Km of BCATm in isolated AS30E) ecOs naitochondria for lcucinc. isokucinc atad valinc was 1.0 J 0.02. 
1.3 0.1 arad 2.1 0.1 mM. respcctivciy. The rcgcncralcd liser shosvcd B&1\T activity I'rimi day 3 lo day 6. and thc maxinial BCAT activi(y 7.0 

ini/mg prolcin) ssas oit day 5. By day 14 aflcr parlial hepatectorny OCAl set,. it md cxprcs.smon was alrnost undctectahlc. limtcresiingly. thcrc y. ema 

rclahionship bctssccn 13CAT actisit y md rite Mr. of the immunorcacti'.c hnd mmE HÇ..\rmn. Tite presmence of a 31 kl)um hitad u% as mssociatcd rs ah 

l3CATacti.ity. whcrcas ¡he 43 kDa batid ..ith undcicciahlc ad j . u y . Tite rcsmmiLs of mho .tt,dy iimilmcatc thai BCATUI acto mt\ Is rerjuired in I, ' er ccli, 

eiiidcr condtiions of rapid ccii prolifcration. 
2005 Elscvtcr Inc. All nhrs rescrvcd. 

K.vuuordr t)ranchcd chitan amino acida: Brnnched-chain amino iranst'crasc: AS30I) eclis. ltcpalccmorny. L,. rs 

IrOroduction 

Fue first step of BCA.A catabolisni is a reversible transarn-
ination catalyzed by the enz nie branched chain ammotransfer-

ase (I3CAT: EC 2.6.1.42). This enz yrne can accept un amino 

eroup from leucine, salme atad isoleucitie and transfer it lo - 
ketoglutarate lo torna ihe respective branched chaira o-kcto acids 
.,rmd glutamatc. The branched-chain ex-keto acids can be 
reaminated ira the mitochondrta ita iheir respective amino acids 

Corrcsponding aulhor. Itistututo Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición. 
))epio. Fisiolisgia de la Nuinción. Vasco de Quiroga No 15. Tialpan. México, 
D. F, 14(5)0. Mdxmc,,. Tel.:' 52 5(1753038: fax: *52 5 6553038. 

E-mail ,,ddn'.cr nimbct'udquetuai,innsz.mx (N. Torres). 

1d124-320/S - ree Emmo rimase	:e cf lrt	91 ri y tss rey.rr cd 
II)

(Hutson el al., 1988: Torres el al.. 993) or irreversihiv 

decarboxylated by Ihe branched-chain a-keto acid dehydroge-

iiase enzyme complex. There are two BCAT isoenzymes, which 
are coded by separare genes (l3ledsoe el al.. 1997: hiutsori el al.. 

1995), and are specific for the three BCAA (hall et al.. 1993: 
Ichiliara atad Koyama, 1966: Tayior atad Jenkins. 1966). Orne a 
tucated ¡ti the cytosol (BCATc) and the other in thc inttochondt ma 

(BCATm) (1 lalI ci al.. 1993). BCÁ1'm rs foutid ni most rah 

tissues, with iheexception ofiivcr(Hall et :11.. 1993: Torres el :11.. 
1998). whercas BCATc is only found in brairi, placenta. atad 

ovary (Hall ci al., 1991) 

BCAA are barel y oxidized in ihe hiver in coniparison wrth tite 

reSt of the animo acids thai are mainl y degraded ita ihis organ 

(Harper e¡ al— 1984). BCATm inRNA is expressed in rat fetal
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]¡ver on day 17 of gestation and decreases sharply after birth lo 
undetectable leveis by Northem biot analysis (Torres ct al.. 
200)). However, analysis by RT.PCR using adult rat iiver 
mRNA atiiplifled a produci (Torres eta]., 2001) whose sequence 
is identical lo heart BCATm (Biedsoe el al., 997), indicatitre 
ilial adult tal ¡¡ver has very iow ahundance of BCATm mRNA. 
Western biot analysis using a specific antibody againsi heart 
I3CATin revealed in many tissucs a band wiih a Mr. of4i kDa 
i\VaIlin ci al.. 1990) that corresponds lo thc size of I3CATin 
established by iis cDNA sequence. In the fetal hvcr, ihis 
:tntihudy delected a protein of 43 kDa in addition lo ihe protein 
of4l kDa. interestingiy, in aduit ]¡ver only the protein of43 kDa 
i', detected (Torres e) al.. 200]). 

There is evidence thai E3CATm is regulated m a difTerent 
manner than the resi of the amino acid degrading en'ymes. 
IICATin is no) reguiated by hormones or dietary mampuiations 
forres ci a].. 1998). however BCATm expression is upregu-

Lited in lactating mammary gland(Tovar el al., 201)1 ) and fetal 
liver (Torres ct al— 20)))). It 15 nol known if liver ceils dunn2 
conditions of rapid ccl) growth reguiate the expression of 
HC'ATm. Thcretore. ihe purpose of the present work was lo 
study if no hepatonia ccliii AS-30D, a fas) growth tumor ceils 
rich in mitochondria charactenzed by un accelerated tricarbox-
vlic ,icid cycie (DIet7cii and Davis, 1993) and un extensive 
eataholism of sonie amino acids (Ro(lriguez-Enriquei ci al.. 
.))U0), and iii ¡¡ver during regeneration after a pardal 
Iiepatecioniy are associated with changes in l3cA'rm expres-
ion. i\dditionaily. te evaluate it' I3CATm activiiy is related 

with the appearance of 41 kDa BCATm protein. 

Materials and methods 

.-LS'-30!) ce!l obiention fi'oni Osciles fluid 

(dli were obtaiiied froto ascites fluid Wistar fcmaie rats 
with a body weight of around 250 g thaI were prcviousiy 
iioculated with 2 ml of AS-30D hepatoma cells kindlv 
provided by Dr M. E. Torrcs-Marquc7 (Rodrtguez-Ennquez 
er al.. 20()0). The ccli tute vas maintained by successive 
ransplaniation j ulo rut peritoneal cavity. Nine days after 

ii-ansplantation of the hepatoma, rats produced intrapentoneal 
luid )70 mi) thai svas extracted with a syringe. Thc fluid 

donlaining ihe AS30D cetis seas washed twice with coid 0.83% 
N H.1 Cl solution (1:4) lo remove erythrocytes. Cells were 
ictitrituged al 150 xg for 2 niin al 4 °C. Then, supematant was 
discarded. and the ccli pellel svas resuspended for 20 min 111 ice 
cold USE hutTer containing 250 mM sucrose and 1 mM EGTA 
u 5 mM HEPES buffer pH 7.2. Suhsequent]y, cdli were 

ceiitrituged al 15)) xg for 2 iiiiii al 4 0Ç The supernatant was 
liscardcd and ihe cci) pellci seas resuspended in 3 mi of ice 
old IISE buffer. The AS-30D cdl viahititv was tesied with 
1.0 1 0 trypan bloc, and ccliii mal nouined 90-- 95% siability. 

15-30 [) n,itoc/tondria isolation 

[he AS-30D ccii suspension containing 1 - 3 x 1 0 cells/ 
uI seas sonicated for 1 niin al 360 dh with un output

frequency of 5 s. Disrupted ccii suspension was diluted with 
5 ml RSE buifer. The suspension was centrifuged al 875 

xg for 10 iiiiii al 4 °C, the supernatani was discarded. the 
peiiet was resuspended with 15 mi of HSE buffer, and ihcui 
centrifuged al 10,000 xg for lO iiiin al 4 °C The 
¡nitochondnal pcilet was storcd al - 70 °C unid ineasurcuienu 
of enzvme acilvitv. 

Rut 70% partial hepaieceonn 

Pardal hepatectomy was perf'orrncd un inale \Vusia: r:tts si nfl 
a wcight of 250 g. Rats were maíuuiaiiicd tu mdiii dita) 
metabolic cages with a light--dark cycle 0700 1900 al 22 
°C. R. sucre fed ad libitum with commercmal chow diet ami 
liad free access lo water. Removal of 70% of the hect was 
pert'ormed under ethcr ancslhesia, using ihe procedure of 
Higuins and Anderson (Higgirts and Anderson. 193) 1. Aninials 
were kiiled al the indicated times afier surgery. 

Bra,u'hu-'d chiiin ant iiioiraiisferasu' actO iv 

BCAT activity svas assayed in the mmtochondnal peilci as 
descrihed previously (i-Iutson. 198$: Torres el al.. 1998). Tite 
respiraiory control was measured for each mitochotidria) 
preparation as described prevuousiy (Hutson. 1986). .Aclis it\ 
was measurcd al 37 oc in 50 MM potasstiim phosphatc buffer. 
pH 7.8, which contained 50 pM pyridoxai phosphaie and 4 gL 
('HAPS. Fifty )ii ofsupcmatant was added lo ihe assay. and dic 
rcaction seas initiated by addution of a mixture conlaining 1.0 
mM ex-keto [1- 14C1 isocaproate/12 mNI-tsoleucme. 'l'hc radio-
active ct-keio jI - ' 4C] isocaproate was synthesized froto 
[1- ' 4C]Leucine as described by Rüdiger el al. (Rüdiger el al. 
1 977) L-[l - ' 4C]l.cucine was obtaincd from Amershain. Thc 
speciflc activity for o-keto []- 14C] isocaproate was 2(1(1 
d.p.mnmoi . Afier 5 miri the reaction was stopped by 
addition o)' 500 jil of 2 M sodium acetatc p11 3.4. The 
relnaining (x-keto[ 1 -li(] isocaproale nol transaminated was 
chemically decarboxylated by adding 250 ld of 30% hydrogen 
peroxide. A sample of 250 pl of tite reactuon mixture was added 
tu a scinti]iation vial. Titen lO mi of liquid scintiilation cocktail 
(BCS. Amcrsham) was added and sampies were counted 
(Wal]ac. Turku. Finland). Each assay was done by duplicaie. A 
unit of activity was dcflncd as 1 liniol jI )4 j leucinc 
formed-min al 37 °C. BC,-Vi spc'cific :ictjvuiv sv:is cxptcised 
as mUnits (mU)'(mg protein) 

SDS-po/t'aervlamide gel ¿'los ruopinus'si 

SDS-PAGE was carried (tul accorditig lo Lacninili ni 10°-o 
geis (I.aemmli, 1970). Forty pg of proteOi from samples of AS-
30D mitochondrial suspension, rut adult tiver and tal fetal liver 
supematants.eulturcd rut hepatocytes, and rut heari supernatant 
were subjected ro ciccrrophoresis. Prior tu elcctrophoresis, al) 
samnpies were boilcd for 5 min in thc presence ot 4% SDS. wtth 
2° 2-mercaptoeihanol. Premixed protemn molecular wcmghl 
markers (tose range) were uscd for molecular mass determina-
tioru )i3oehringer Mannheim)
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Inlnr!uu)blotting 

Proteins iii SDS-PACjE 2els were transferred to PVDF 
\Vcstern blotting membranes (Boehringer Mannheirn GmbH. 
(krmany). The transfer was carried out in a Transphor 
cicctrophoresis un¡[ (Hoefer Scieniific Instruinenis) fol lowing 
lic manufacrurer instructions. The PVDF memhrnes were 

treied with 1 .5% gelatin /I.S°/o alburnin for 2 h al 37 'C and 
ineuhaicd with anti-rai BCATm-specific lgG fraction (1:2500) 
lo¡ 1.5 h al rooin lernperawre. ¡mmunoreactive prolein hands 

re visualizcd using horseradish peroxidase-labeled goat anti-
rsbhit annbodv (1:6000) aftcr ihe oxidation of lurninul as 
luminesceni subsirate. The light cmission was detected by a 
shori exposure lo autoradiography fmi (ECL. Amersham Life 
SHencc). Anti-ral I3CATm antibody vas obtained as described 
prevouslv (WaIlin ci al.. 1990). lrnmunoblot analysis using 
iniochoiidnal or tissuc extracts from severa¡ tissues have 
shwn oniy a single band with a Mr. of4 1 kDa, indicating thai 
ilie aroihodv does 001 cross reaci with other protelns and thai 
rccogni7cs BCAFrn epitopes (Hulson ci al.. 1992; Tovar ct al.. 

J.',iot ion of ¡01111 R,V-1 and ,Vorihc,n biot a?w/l:ils 

lotal RNA svas isolated from AS-30D hepatorna cells and 
:,il Irver. kidnev, and hcart accordin g to Chomczinsky 

(	inc,viiski and Sacchi. 197). For Northern analysis, 30 
of RNA was subjccted tu electrophoresis ni a 1.5% agarose 

g l eunlaining 37% fiirmal&lehyde and transíerrcd onto a nylon 
nie IUbflhilC filter Hvhond-N. (Arnersham. Buckingharnshire. 
1)K) and cross-linked with a UV crosslinker (Amersham). The 
prohe svas a 900 bp Psi 1-Eco Rl fragrncnt of the ral BCATm 
ci)NA cluned in pT7 Blucscript (Bledsoc ci al.. 1997) and 
¡aheled wiih dcoxycyiidinc 5fc- 3 P] dCTP (3000 Ci/rnmol. 
.\rnersham) using ihe rediprime DNA labeling systcm (Amer-
.li.tin). Filters werc prehvhridized with rapid-hyb buffer 
i,\nershani) at 65 0 C for 45 mm, and iheri hybndized wiih 
thc laheled probe for 2.5 h al 65 °C. Membranes were washed 
unce wiih 2X SSC (IX SSC-0.l5 M sodium chloride and 15 
Nl 'odium citratc)0. 1% SDS at room tcmperaiure fiar 20 mm 
and ihen washcd rwice wmth 0.IX SSC0.l% SDS al 65 °C for 
¡ nilo each. Digitized imagcs and quantifleation of radioac-
tivitv of ihe hands were done by usmg fue Instani Imager 
elecironic auioradio graphy systern (Packard Instrumeni, Mcr-
den, CT). Membranes wcre also exposed tu Exiascan film 
K ollak al -70 C witli ami intensi fymng screcn. 

íh.sío/o'm: tn-ununohi.siuc/n'ni,vv (Oid 

(li/ti ii/mfli'ICIlr(,,iflhiClOS( (pi 

1 :or lihi mmcroseopv, ¡¡ver sliccs were fixed by mmmcrsion 
ni absolute ethanol for 24h. Af(er paraftin enihcdded, ihe 
hcpatic iissue vas scctioncd al 5 jim, and staimied with 
¡icnittoxylin and eosin (br hislological analysis. lmmunohisro-
cheirileal deteetion of BCA1'rn was performed wmth a poly-
cloital rahhit specific aniihody. Before mncuhailon with fue 
prinm:irv iniihodv, the endtgenous activit y of peroxidasc scas

quenched wiih 0.03 A` o HO: in absolute meihanol. ]¡ver 
SecttOflS were incubated with the primary antihody diluted 1 
500 in PBS overnight at 4 °C. Bound antibodies were detccted 
with goal anti-rahbit lgG labeled wiih peroxidase diluted 1 / lOO 
lo PBS and diarninobenzidine. Negativc controis consisted in 
rcplacing ihe prirnary antibody by nornial rabbit sera. 

For immunoclecrronmicroscopy studies, hepaloma ccl Is 
were grown as described aboye. After centrifugation. fue 
supernatani ivas discarded and the fixative solution (4o 

para foiiiialdehydc dissolved in Sorensen's buffer) was added 
and fixing iheni for 2 h al 4 0C. Fhen, ihe ecOs were 
resuspended and exicnsivcly washed with Surensen's buffer. 
free aldehyde groups were blockcd ni 0.5% M NHCI40 in 
PBS for onc hour and dehydrated in graded ethyl alcohol and 
emheddcd in L-R Whitc resin. Thin seciions ufcell suspensuons 
from 70 tu 90 orn were placed on nickel grids. The gnds were 
incuhatcd wiih ihe rabbit anti-BCATm polyclonal antihody 
dilutcd 1 / 100 j o PBS with 1% bovine serum albumin and 0.5% 
Twcen. Aftcr rcpeatedly rinsing wiih PBS, fue grids verc 
incuhated with goal anii-rabhit lg(0 conjugaled 10 5 nm gold 
partieles diluted 1/20 ¡Ti [he sanie huífer. Thc grids sere 
stzuned s;iih uranium salis and cx amined o a Zeiss EM 1 0 
eleciron microseope. 

Siatisizcal (10011 lIS 

The resulis are presented as mean ± SEM. Siutistical analysis 
\'as done by unpaircd t-test. Differences xere consideied 
signifcant al P <0.05 (Statview statistieal analysis program. 
VAS. Ahacus Concepts. Berkele y, ('..\. 

Results 

BC..4T52t ,nRVA and attt1itm ¡o .4S-30D hepatinnii ceII.s 

BCAT aciivity in aduli ral ¡¡ver was alnmsi negligihle. 
AS30D hepatoma cells showed low BCATaeiivitv(2.4 mU.'mg 
protein), which xvas signiíicantly increased in the ennehed 
fraction of isolated mitochondria (18.5 mU/mg protein) of fue 
sanie hepatoma ecOs (Fig. IB). Rat heari homnogemiate showcd 
63-foid higher BCAT activity ihan AS30D hepatonia cells. 
The BCAT activity of regenerated liver after partial hepatee-
tomy, as well as fue activity of fetal ¡¡ver svas approxmniatelv 2-
fold highcr than the activity measured in ÁS30D hepatoina 
celis. There was no mcasurahlc BCAT activity in fue 
evtoplasmnie fraction from AS30D hepaloma cells, indicating 
that aetivity was only localized ¡o ihe mitochondria. This 
finding -,vas eonflnned by Norihcrn hlot analysis thai revealed 
thai AS30D cells only expressed BCATni. whereas BCATe 
niRNA was undetectable (Data nial sliown). In a(1dition. 
B(ATm protein xvas detected by Western hlot analysis in 
hoirtogenates and mitochondria of AS3OD hepatorna eells (Fig 
lA). Interestingly, the antibody againsi I3CATrn detected rwo 
bands of 41 and 43 kDa lo AS30D hepatoma celis. However, 
fue enriched mitochondria preparation showed only ihe 41 kDa 
batid similar lo mt heari. In aduli ¡¡ver as well as in fresh 
isol:micd hcpatoeytcs xvas detcctcd a protein of 43 kDa thai did
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f i,. 1. RCATni \'vcstcni hii)I anal ysis and IICAT aclivitv in difkrcni i ypc oí 
saje lthc ru. Panel A sliows ilic presence of I3CATrn in l/hcart 

AS 301) cc/ls muhiindria 3( hcpaiocsics. 4) AS3O 1) cells. Si rcencraicsl 
Ir er. SI lelal Inser and 71 aduill liver. Panel 8 shows Ihe correspondenni IKAT 
:1:eiÍ(c acis ii/es in same i ypc of cells and iiSsues as abovc I)ala are cxprcssed 
a. nican ± SI- \l, 

riol show 13(..AT activitv. A kineiic analysis was performed 
ucine isolated ninochondiiii from AS30D cells (Fig. 2). The 

alsparent Km obUlini.d fui icucine, isoleucine and vahne was 

.0 + 0.02. 1.3±0,1  ¡md 2.1 ±0.1 mM, respectivcly, indlcaling 
that BCATm ni .AS30I) ecOs prefers leucine and isoleuctnc 

csvcr valine as suhstraies as has been ob.scrved in oher Iissues 

liuson. 211(11). 

8(1 TM ini,miunoelcelrontnici'oscojni' ro ,nitochondria fwm 

.LS$ÜD cc/1y 

Tu fiirthcr asscss ihe imitraceliular localration of BCATm 

i ..\S-30D hepalunia cells, an immunoeleclroimicrOscopy 
analvsii svas pertiriised usmng a mmsonoclonal anithody anht-rat 
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Kjnemic anal\sis nl B(Alm j o isiiiled muiutixhondna of .5S30 O 

hc1'amouna cclls. Experinmienls were camed oto usung graded coulcentratiunns uf 
nc. soleo: nc or le,ic:nc Dala are espreseed as nican: SEM: o 3

-
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c-lcction of inituchondrial branched chain ammouransfcrasc (UI. -5 1 

nnelectronnuicroscop in rhc AS-3l)F) hcpatonni;i eclI linu, 1 Ser: are 
-irininolabeling in nmiuhondri;i i,,icr-k e and ir. Ie,s:r prOpl 111011 nr IIIk 

e: toplasnu 1+ 4(13100(0. 

BCATm. TI-te results slioss cd ((ial ¡it (lic ulirastructural lcvcl. 

inirnunogoid parlicies were spcciticaily located in (lic 

rnitochondna. Occasional goid partucles were found free in 

ihe cyioplasrn or in small vacuoies located near (o endoplas-

mic rciiculum perhaps associated with the 43 kDa protein No 

labeling vas observed ¡o (he fltiCCl (Fig. 3). These dala 

cotitirmed thai BCAT \Vas prcscmmt cicIttivcIy in 

mitochondna. 

8(47' aclivi(i and ¿-vJ/lev.sio;2 cJziroii /a sr ii'ge/te)iiflOIl a/lcr 

panal hc'palectonu 

Tu cstahhsh if conditions of rapid ccli growth o Imver eclis 

were associated with BCATm cxpression, BCAT actuvuty, 
BCATIIi prolcin and mRNA concentralion durung luver 
regencralloli after partial hepatectomy were measured. Inter-

estinglv. despite BCAT activity was aimost negiuguhie in aduit 
rat ¡¡ver, BCAT activity increaed jo (he regenerated portuon of 

the liver around day 3 and 6 aftcr hepatectomy (P<0.05). 

Aftcr day 7. BCAT activity decreased progtessuvcly until day 

14 reaching the activity observed ¡rl adult liver (Hg. 4). B( Al 

activuty d Id noi ehamige sigo i ficani y mo thc rcmancnt porttoim o t 

8	 -

re-generaled 
- remanerri 

84&

aduli (ver 

3	 5ham 

0	2	4	6	8	10	12	14 

Time (d) 

Fig. 4 I3CAT activas in regenerated ram lis er aher pariial hcpa1cctunis 
Ilonnogeuirutes fu-ura ihe rernancni and regencraled liver lohules acre ut'maimmed al 
diffennuu limes afier panlial hcpalcctomy. Dala are expressed as mean 1 SEM: 

- lO Asicriks indreate aririnirncanr dntTcrcrre: 1 P- 0 051
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Oays after parttai hepatBctomy 
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1.7 kb 
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1 i 5 \r • 1 Frcrrr irLi in.rk rs ul lit Al ni	in rctencraled 1 itr alicr

partial hepatrxlorny a Ibe tal lA) and ethidiom broinide stalnlfli of ihe gels 
risud lar Northem htot hs1tridrzalron El) al drftrcnt dnss aher surgcr. 

ilie liver. BCÁT activity was also measured in kidney and hcart, 
oid no significani change vas ohservcd along thc 14 davs of 
liver regencration. ]'he avcragc actuvity in kidney and heart svas 

1 .9 ± 1.3 mC;mg protelo and 225±2.3 mU! mg protein. 

cspcctively. Despite ihe regenerated liver showed E3CAT 
.ativity, BCATIIi unRN'\ vas harely expressed liom da y 3 to 
5 after hcpatectoniy ( u.	) Lolliparcd with kidiiey 111(1 ficarl 

used as controis. 

HC.4 Tni iflIml1flOhlottU1t r.lI?rl/tV(	rI!1t(/?t, Iiit'r Jr'Ç'tIlt'?(lIlOfl


uficr ¡rariial he/Yak'etrnll 1 

assess if changes y E3cAT activity were associated witli 
diitcrent sizes of E3CATun proteun. Western bloi analysis 
es Laled the presence of a batid of 43 kDa un the liver of aduli 

r;uts or shain operated rats (H g . (r). BCATm anhisenim dctected 
iwo hands of 41 and 43 kDa each un fetal liver. Dlurin9 
rcgcncration, rernanent liver showed always Ihe presencc of the 
43 kDa batid, lii thc regenerated luver, there svas an uncrease of 
he 41 kDa band frotu day 4 to day 6. Afier 14 days of luver 
regencration the onty batid detectable corresponded to thai with 
a Mr. of 43 kDa. Thc appeariunce of thc 41 kDa hand svas 

.ussociated wjth BCAT actjs uy, whereas ihe batid of 43 kDa 

'a as assocuated with none BCAT activity. 

17,171 jm,nunohistoc/ze,nistri of llver ,'egeflc'rnslo!s uf ter 

rs of surgert' 

\n imrnunohistochcni istry analysis vas performed lo 
dch.rrnine the spccitic localuzaiion of BCATm in tlie luver 
during regeneration. Thc greatesi BCATm immunodetection 
svas located mainl y ¡ti thc zorue of liver regencration. In ¡he 
necrosis arca there svas no detection of BCATm. Dista¡ rceuons 
trurni ibe max 1 mal ¡one tf l¡\ er  regeneration showed UIIIV

,. 

•:. 

• :'	'	 t-,c	t 

vi• 

Fig 7 l)elr'cliott of nuriojru,itdrral hrau,I .d h.ru rs r rr'lr,r, ' .......u .1 1 hv 

riimuunolrur.iuurlrsinisitx in it er IISSUC afler lis e (lit vs al panual bepalectonus-
Thcre is deetive and sirong BCAT irnmunosiatnrne in regencrated liver ccli 

(arrua s). sr hile ibe nccrot,c irsue Íwiirle asierisk ) aid dic irsiniral disiai Irver 
are neCaitue lliXirri. 

modest imunumoreact ivity (HL. 7) The iininunohiszochernical 

analysis sugL'csis thai the cxpressuon oí' l3( ATni is :tssoeiatcd 
sutli dic acto e rcge,tcration area. 

Discussion 

The remilis of 1 lic preseiit ludy shuiwed thai hepairrina 

AS30D cclls liad 13(AT activity, and it us cxclusivcly localized 
in ¡he nuitochondrua. Western and Northem blot analysis 
revealed thai che only isoform prescnt rn AS30D cells IS 

BC.'\Tin. Qn thc othcr batid, the liver during rcgcncration aftcr 
partial hepatectomy showed the appcarance of BCAT aclivity 
from days 3 lo 6 after surgery, arud the aclivity progressively 
decreased until day 14, whcn it was negliguble. BCAT actuvity 
during liver rcgcneration was associatcd willi BCATm, since 
Western and Northern blot analysis only detected the presence 
of BCATm. 

It has been established by severa] studies thai BCAT activity 
us present Ifl 1111)91 tissues but is alunost undetcctablc un rat adult 

liver (Torres el al.. 1998). Nonethcless, diunng uhe fetal lufe. the 
liver expresses I3CATm and then decline to almost undetect-
able levels aI)cr hirth (Torres ci al.. 21101). Thc present study 
showed that ]¡ver cells in a stage of hugh rate nf cellular 
proliferation, such as the hepatonia AS30D cdl line. or liver 

celis during hepatic regetieration aftcr partual hepalectomy also 
expresses BCATm. Previous studies iii yeasl idcniut3ed thai 
I3CATc and I3ÇAI'un cxpression are regulated by the oncogene 
c-myc (Eden el ¡l],, 1996: Kispal el al.. 1996) and it was 
suggested thai ihese enzymes llave an addutional role un 
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regulation of ccli prohferation. At the present time therc i s fO


information about transcripttonal control of BCATm gene that


can cplain the appearance nt BCATrn under ihese conditinns.


Despite the expression of BCATrn in ihe fetal liver and


during liver regeneration, ihe activity and expression of ihe 

second enzyme of BCAA catabolism, [he branched chain - 

keto acid dehydrogenase, is markedly diminished or absent 

(iiiao ci al,. 1993), indicating thai 13C'ATm is essential flor a 

dilkrcnt process unrelated with BCAA oxidation More siudues 

are required to assess the role of !3CATm un thesc processes. 

Iiucrestingly. ihcrc was an assoclatuon of BCAT activily wuth 

hc piescncc of thc 41 kDa BCATm and Uie absence of E3CAT 

adivilv with ihe appearance of ihe 43 kDa BCATm. Thc largc 

furm of BCATm has beco iderutified also u cultured 

he patocytcs (Hutson ci al.. 1992) and aduli rut hver (1 orrcv 

cal.. 2001). Aficr paOial hepatectomy, ihe inimunoblot 

,uilalvsis revealed thai during luver regeneration the uncrczuse 

iii BC.\ activitv vas associated with ihe appearance of ihe 

huid nt 41 kDa detccted with tIte antibodv against BCATm, 

\vhcrcas tluring the siages of mw activity. (he analysis rcvealed 

haud of43 kDa. It is fbi knnwn ihe mcchanism hv which ihe 

nIiin gc hctsvccn hoih forros of l3CATni occurs. ]"he 43 kDa 

hand showed a weak sigual un ihe adub liver Westeni blot 

.uIlalvsis indicating Iow ¿uhundance of chis pro/em. Thc mw 

c\prcssiou of chis protcin in ihe liver of adult rais mught he 
.tssu.eiatcd to iissue speciíuc transcnptional control, nr a spcclflc 
nicth latino state of ihe DNA scqocnee of chis gene ro tIte livcr. 

1 Suoh possibi lujes are undcr study un our laboratorv. 

There is no informa/ion about ilie uiilization of BCAA by 

AS-30D cells. In chis study we demonstrated chal AS-30D cells 

presses onl y BCATm. Kinetic analysis showcd chal ihe 

!pparent Km values of BCATm for tIte three BCAA are similar 

o ihose estimated jo other tissucs (Hutson, 2001). AS-301')

¿'clisare fasi-growth tumor cells with a high raie of prolcun


nthcsis bui also a high rute of active ion iransport thai 

aereases their requiremeni ol' ATP (Rodriguez-Enriquez ci al.. 

2i5)0). BCAA mi ghm be oxidized lo provude subsirates for ihe 

1 C cycle lo mercase ATP producilon. However, more 

rcsearch ¡u needed lo ¿mssess ihc role of BCATm in AS3OD 
'cliv 
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