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Los aminodcidos provenientes de la proteina dietaria cumplen diversas 

funciones. Dentro de éstas funciones se encuentran la de sintesis de proteinas, 

sintesis de aminodcidos dispensables asf como la sintesis de otros compuestos 

nitrogenados (hormonas, neurotransmisores, bases nitrogenadas). A diferencia de 

los hidratos de carbono y lipidos, los aminodcidos no se pueden almacenar por lo 

que el exceso se elimina para evitar toxicidad por aminodcidos. 

El mecanismo por el cual el exceso de aminodcidos se oxida es a través de las 

enzimas degradadoras de aminodcidos. Existe una enzima degradadora para cada 

aminodcido con excepcién de los aminodcidos de cadena ramificada. Estas 

enzimas juegan un papel muy importante en la conservacién de nitrégeno 

corporal en situaciones donde la ingesta de proteina es baja. Sin embargo, en la 

actualidad pocos estudios se han enfocado sobre los mecanismos de regulacién de 

expresion génica de enzimas involucradas en el metabolismo de aminoécidos. 

Entre estos la histidina es una _aminodcido indispensable en ratas y en individuos 

en crecimiento. 

Una de estas enzimas es la histidasa (Hal) que se encuentra localizada en el 

citoplasma la cual cataliza la desaminacién oxidativa de la histidina para formar 

4cido urocdnico. 

EI objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de la concentracién de 

la proteina dietaria sobre la regulacién de la expresion génica de la histidasa 

hepatica en la rata.
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Para tal propdsito se siguié la siguiente estrategia: 1) Estudiar el efecto del 

contenido de proteina dietaria sobre la actividad enzimatica de la Hal y las 

constantes cinéticas de la Hal. 2) Purificar la histidasa hepatica de rata para 

producir anticuerpos anti Hal y asi poder estudiar el efecto de la proteina dietaria 

sobre la concentracién de la enzima. 3) Estudiar si cambios en la actividad y 

concentracion de la Hal por la proteina dietaria estaban asociados a cambios en la 

expresién del RNAm especifico para la Hal y si este era un efecto especifico de 

tejido. 4) Evaluar el efecto de altas concentraciones de histidina (4 veces el 

requerimiento de histidina para la rata) como posible mediador de la expresién 

génica de la histidasa y 5) Determinacién de la vida media de la actividad y de la 

concentracién del RNAm de Ia Hal después de un estimulo con una dieta alta en 

proteina. 

Los resultados mostraron que tanto la actividad enzimdtica de la Hal se 

incrementé al incrementar el contenido de proteina en la dieta (r=0.986) y este 

‘cambio se asocié con un cambio significative en la Vmax sin cambio en la Km. La 

enzima Hal se purificé 498 veces con actividad biolégica con un peso molecular 

de 72 Da en gel de SDS-PAGE. Esta proteina se utilizé para la obtencién de 

anticuerpos contra la histidasa. Los anticuerpos antiHal neutralizaron la actividad 

de Hal 90% y reconocieron especificamente una banda de 71.7 kDa. El incremento 

en la actividad de Hal por la proteina dietaria se acompaiito de un incremento 

significative en la cantidad de la proteina Hal y en la concentracion de RNAm 

para la misma. La actividad de Hal en ratas alimentadas con 50% de caseina fue 

6.9 veces mds alta que en los grupos de ratas alimentadas con 0% de caseina. La 

respuesta tanto de actividad, concentracién de proteina y RNAm de Hal fue mas 

pronunciada en ratas alimentadas con dietas con un contenido por arriba de 18% 

de caseina. La regulacién por proteina dietaria fue especifica del higado ya que la 

histidasa de la piel no presenté cambio alguno. Por otro lado, el grupo de ratas
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alimentadas con 12% de caseina suplementada con 1.25% de histidina no afecté la 

actividad o concentraciones de RNAm para la Hal comparado con las ratas que 

fueron alimentadas con 12% de caseina, indicando que la expresién de Hal no es 

modificada por su sustrato. La vida media aparente de la histidasa hepatica en 

ratas alimentadas con una dieta libre de proteina previamente alimentadas con 

una dieta al 80% de caseina fue de 2.8 dias mientras que la vida media del 

RNAm-Hal fue de 17 h. Los resultados de estos estudios indican que la expresién 

génica de la Hal es regulada por la proteina dietaria a nivel pretraduccional y que 

esta regulacién es especifica de tejido.
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The amino acids coming from the dietary protein have several functions. 

Among these functions, amino acids are important for protein synthesis, 

synthesis of dispensables amino acids and synthesis of other nitrogen compounds 

(hormones, neurotransmitters, nitrogen bases). Unlike carbohydrates and lipids, 

amino acids can not be stored, therefore the excess of these amino acids must be 

degraded to avoid toxicity. 

The mechanism for which the excess of amino acid is oxidized is through 

amino acid degrading enzymes. There is one enzyme for each amino acid with 

exception of the branched chain amino acids. These enzymes play an important 

role in the nitrogen conservation in situations where the protein intake is low, 

and to eliminate the excess of amino acids when the protein intake is high. 

However, few studies have been conducted to understand the regulation of the 

expression of enzymes involved in the catabolism of amino acids. 

One of these amino acid degrading enzymes is histidase which is located in 

the citoplasm. This enzyme catalize the oxidative deamination of histidine to 

form urocanic acid. Histidine is an indispensable amino acid in rats and in 

growing individuals. 

Thereby, the purpose of the present work was to study the effect of dietary 

protein concentration on the regulation of hepatic histidase gene expression in 

the rat. To accomplish this objective, the next strategy was followed: 1) To study 

the effect of dietary protein content on the Hal activity and the kinetic constants 

of Hal. 2) Purification of rat liver histidase to obtain antibodies anti-Hal to study 

the effect of dietary protein on the concentration of Hal. 3) To study if changes in 

the dietary protein on Hal activity and Hal concentration were associated to
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changes in the expression of Hal-mRNA, and if they were tissue specific. 4) To 

evaluate the effect of high histidine concentrations (4 times the histidine 

requirement for the rat) as a possible mediator of Hal gene expression. 5) To 

determine the half life of the enzyme activity and Hal-mRNA concentration after 

the ingestion of a high protein diet. 

The results showed that Hal activity increased as the dietary protein 

increased (r=0.986), and this change was associated with a significative change in 

Vmax without changes in Km. Histidase was purified 498 times with biological 

activity and it showed in a SDS-PAGE a molecular mass of 72 KDa. The purified 

protein was utilized to obtain antibodies against histidase. Antibodies anti-Hal 

were able to neutralize Hal activity by around 90%, and recognized specifically 

one band of 71.7 KDa. The increase in Hal activity by dietary protein was 

associated with an increment in the amount of protein Hal measured by Western 

blot and also by the concentration of Hal-mRNA. Hal activity in rats fed 50% 

casein was 6.9 fold higher than the groups of rats fed 0% casein diet. The increase 

in Hal activity, Hal protein concentration and Hal-mRNA was more pronounced 

in rats fed with diets containing more than 18% casein. The regulation of 

histidase by dietary protein was specific of liver since skin Hal activity and Hal- 

mRNA did not show changes. On the other hand, the group of rats fed 12% 

casein supplemented with 1.25% histidine did not affect Hal activity or the 

concentrations of Hal-mRNA compared with rats fed 12% casein diet, indicating 

that the expression of Hal is not modified by its substrate. The apparent half life of 

Hal activity of rats fed a protein free diet previously fed with a 80% casein diet 

was 2.8 days whereas the half life of Hal-mRNA was 17 h. The results of all these 

studies indicate that the expression of Hal is regulated by dietary protein at 

pretranslational level and is tissue specific.
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ANTRODUCCION      
  

  

Control del metabolismo de aminoicidos. 

La degradacién de aminodcidos en el higado y en otro tejidos esta controlada 

por varios factores. Primero, debido a que las enzimas degradadoras de 

aminodcidos en el higado son de relativa baja afinidad y alta capacidad, es decir, 

que tiene valores de Km altos en relacién con la concentracién del aminodcido 

espectfico (sustrato), las velocidades de degradacién estan influenciadas por las 

concentraciones de aminodcidos en los tejidos {1]. Por lo tanto, un incremento en 

la cantidad de aminodcidos que entra al higado provenientes de la sangre portal 

incrementaré su oxidacién, dando como resultado un mecanismo eficiente a 

corto plazo que contribuye a la estabilidad de las concentraciones en la sangre y en 

los tejidos en situaciones donde exista un aporte variable de aminodcidos como lo 

seria después de una comida. Un mecanismo a largo plazo para el 

mantenimiento de las concentraciones de aminodcidos en los tejidos después de 

la ingesti6n de una comida o por cambios hormonales se basa en la induccién 0 

represién de genes de enzimas degradadoras de aminodcidos [2]. A diferencia de 

los cambios en la velocidad de oxidaci6n producidos por el sustrato, la dieta y 

hormonas provocan que la actividad enzimdtica permanezca alterada por el 

tiempo que el estimulo esté presente. Estas respuestas pueden resultar en cambios 

a largo plazo en la capacidad metabélica para oxidar aminodcidos. Por ejemplo, 

después de la adaptacién a la alimentacién con una dieta alta en proteinas, la 

concentracién de la mayoria de los aminodcidos indispensables permanecen
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dentro de los valores normales atin cuando el consumo de proteina por el animal 

se incremente varias veces. 

Con algunas excepciones, para cada aminodcido existe una ruta catabdlica 

especifica. Cada una de estas rutas tiene varios pasos enzimaticos, existiendo una 

enzima que es el paso limitante que controla el flujo de la degradacién de cada 

aminodcido. A esta enzima se le denomina enzima degradadora de aminodcidos. 

La mayorfa de estas enzimas se encuentran localizadas en el higado con excepcién 

de la enzima que degrada los aminodcidos de cadena ramificada [3]. 

Histidina amonio- liasa (Histidasa). 

La histidina se degrada en los mamiferos por dos rutas (Fig 1). Los 

productos de la ruta principal, via histidasa (L-histidina amonio-liasa, EC 

4.3.1.3) son el Acido glutémico y un fragmento de 1 carbono. La histidasa (Hal) 

es una enzima citoplamica, la primera y limitante en la ruta catabdlica de la 

histidina en el higado, que cataliza la deaminacién no oxidativa irreversible 

[4] de la L-histidina, generando Acido urocdnico y amonio [5]. La histidasa se 

ha estudiado en una variedad de especies de bacterias [6-9] asi como en 

mamiferos [10, 11]. 

La actividad enziméatica de la histidasa se ha encontrado exclusivamente 

en el higado y la piel [12]. En el higado, el dcido trans-urocdnico se metaboliza 

a 4cido glutdmico por una serie de reacciones iniciadas por la urocanasa. Sin 

embargo, la urocanasa no esté presente naturalmente en Ia piel, y 

consecuentemente el dcido urocdnico se acumula en la epidermis, por fo que 

se considera un protector de la radiaci6n ultravioleta [13]. La otra ruta 

importante en la degradacién de la histidina es la de la histidina piruvato 

transaminasa. Los productos de la ruta de la aminotransferasa son
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imidazolpiruvato, imidazolactato e imidazolacetato; los primeros dos pueden 

ser reconvertidos a histidina o excretados en la orina. 

Caracteristicas de la Histidasa 

La histidasa de mamiferos tiene un peso molecular de alrededor de 200 

KDa (14, 15] y parece ser que consiste de tres subunidades idénticas de 

alrededor de 75 KDa cada una [15-17]. El DNAc de la histidasa de higado de 

rata contiene un marco de lectura abierto de 1971 pares de bases que se traduce 

en un polipéptido de 657 aminodcidos, con una masa molecular de 72,165 Da 

[18]. La histidasa de rata tiene 41 y 43 % de identidad de aminodcidos con 

histidasa de P. putida y B. subtilis, respectivamente. Estudios por medio de 

  

mapeo de restriccién y andlisis por Southern blots revelaron que el gen de la 

histidasa humana consiste de una sola copia, conteniendo 21 exones. Esta 

regién cubre un total de 25 kb. El exén 1 codifica unicamente para la 

secuencia no traducida del RNAm de la histidasa y la codificacién de la 

proteina comienza en el exén 2 . La regién 5' del gen de Ja histidasa humana 

se encuentra a 610 pb del sitio de iniciacién de la transcripcién. Una caja 

TATA y una caja CAAT se encuentran en las posiciones -25 a -31pb y de -85 a 

-92 pb, respectivamente. También se han descrito secuencias homélogas a 

varios factores de transcripcién especfficos de higado, incluyendo C/EBP, 

NFIL6, HNF5 que se encuentran entre -50 y -200 pb. Elementos cis adicionales 

que corresponden a AP1, AP2/KER1. ATF, GATA, MNF y GRE se encuentran 

en la regidn de -35 a -535 pb [19].
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Regulacién de la Histidasa. 

E! programa de desarrollo de la histidasa de la piel difiere del de la 

enzima hepatica. La actividad de la histidasa en la epidermis de la rata tiene 

su maximo alrededor de seis dias después del nacimiento, declinando después 

de dos a tres semanas al nivel encontrado en fos adultos [20]. Por el 

contrario, la actividad de histidasa en el higado se encuentra hasta el cuarto 

dia de nacimiento incrementandose gradualmente hasta la pubertad. La 

maduraci6n sexual en ratas hembras esté asociada con un pronunciado 

ineremento en la sintesis de histidasa hepatica, debido a la induccién por 

estrégenos. Como resultado, las ratas hembras tienen dos veces mas histidasa 

hepatica que las ratas macho [21, 22]. La actividad de la histidasa del higado 

se induce en ratas alimentadas con una dieta alta en proteina_o en ratas 

inyectadas con glucagon o glucagon y cortisol [23], y es inhibida in_vivo por la 

inyeccién con Acido o-hidrazinoimidazolilpropiénico. La histidina-piruvato 

aminotransferasa no se induce en ratas alimentadas con una dieta alta en 

proteina pero responde més en ratas tratadas con glucagon o cortisol [24, 

25]. 

Histidasa de la epidermis 

Una caracteristica principal de la regulacién de la histidasa de la 

epidermis es que la actividad es detectable nicamente en la capa exterior de 

la piel, la stratum corneum {26]. Ya que las células de esta capa han perdido 

su nicleo, el RNAm para la histidasa (RNAm-Hal) debe ser sintetizado en 

una de las capas de células interiores, como la stratum granulosum o stratum
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spinosum, por lo que, hasta que se forma el stratum corneum, el RNAm-Hal 

  

no se traduce o el péptido de la Hal es inactivo. Andlisis por Northern blot del 

RNA total de piel no revela diferencias aparentes en el tamafio del RNAm de 

la Hal [18]. La evidencia genética indica que la Hal se expresa del mismo gen 

en ambos tejidos, sugeriendo que si hay cualquier variacién entre la enzima 

de la piel e higado puede deberse a un rompimiento alterno que no es 

detectable en los Northern blots, o a diferencias en las modificaciones post- 

traduccionales de la protefna. Las diferencias en actividad enzimética entre el 

higado y la piel puede deberse tambien a que la Hal permanece inactiva en las 

capas inferiores de la epidermis con la subsecuente activacién de la enzima 

con la formacién de la capa cérnea. 

La histidasa posee un residuo de dehidroalanina en el centro electrofilico 

del sitio activo de la histidasa de mamifferos, el cual participa en el proceso de 

deaminaci6n, aparentemente en una manera andloga al cofactor piridoxal 

fosfato. La formacién postraduccional de la dehidroalanina es importante en 

la conversion del polipéptido a la forma catalitica y podria controlar la 

aparicién de actividad de histidasa en la epidermis. El papel de la 

dehidroalanina en la catdlisis parece ser la activacién del grupo amino de la 

histidina favoreciendo Ja eliminacién del grupo NH3t+. Se ha demostrado 

que el sitio probable de modificacién de la histidasa de rata es la serina 254 

que seria el precursor del residuo de dehidroalanina [27]. La nica otra 

enzima conocida que tiene en su sitio activo dehidroalanina es la fenilalanina 

amonio-liasa de plantas [28].
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Histidinemia. 

El perfil bioquimico de Ia histidinemia en seres humanos consiste en un 

aumento de histidina e histamina y disminucién de dcido urocdnico en la 

epidermis [29] y deficiencia de la actividad de histidasa [30, 31]. En 

pacientes con histidinemia se presenta retardo mental, dificultad para hablar, 

anormalidades del sistema nervioso, infecciones recurrentes y anormalidades 

congénitas multiples [13]; sin embargo, muchos individuos con histidinemia 

son clinicamente normales [31]. La diversidad e inconsistencia en el 

fenotipo patolégico ha sido un problema para asociar estos datos clinicos a la 

histidinemia. Los pacientes con histidinemia [29] excretan cantidades 

considerables de varios derivados de imidazol lo que indica que existe una 

ruta alterna para la degradacién de histidina [30]. A pesar de la mayor 

capacidad de la ruta de Ja aminotransferasa, la mayorfa de la histidina 

seguramente es canalizada a través de la ruta de la histidasa in vivo, pues de 

otra manera el imidazol serfa un constituyente normal de la orina. 

La histidinemia se considera una enfermedad metabélica benigna que no 

requiere de tratamiento [32]. Los nifios con histidinemia alimentados con 

dietas bajas en histidina no mejoran su estado. Los cultivos de células del 

fluido amniético presentan alta actividad de histidasa en células epiteliales 

pero no en fibroblastos, lo que constituye la base de la técnica para la deteccién 

intrauterina de histidinemia [33]. La histidasa se inactiva in_vivo por 

tratamiento con nitrometano produciendo un modelo para estudiar la 

histidinemia genética humana {10]. 

Acido urocdnico como un protector de la 

radiacién ultravioleta.
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El dcido urocanico protege al DNA de mutagénesis, ya que el espectro de 

absorcién de los isomeros cis y trans se superpone con el espectro de absorcién 

del DNA [34]. La capacidad del Acido urocdnico de proteger la piel de 

quemaduras del sol ha sido demostrado por varios investigadores [35-37]. La 

alta sensibilidad de quemaduras de sol en dos pacientes histidinémicos 

sugiere un aumento en la sensibilidad a la radiacién ultravioleta [38]. 

Acido Urocdnico como un inmunoregulador 

inducido por la radiacion ultravioleta. 

El dcido urocdnico en la piel puede actuar como un mediador de la 

inmunosupresién inducida por radiacién ultravioleta. La presencia de dcido 

urocdnico inmunosuprime al huésped y por lo tanto suprime la respuesta a la 

hipersensibilidad retardada después de la aplicacién de un antigeno, o 

incrementa la sobrevivencia de tumores. Sin embargo, la aplicacién de dcido 

urocénico ayuda a que el rechazo de injertos sea menor [39]. El mecanismo 

por el cual el 4cido urocdnico es un inmunosupresor no esta bien elucidado. 

Ciertos datos experimentales sugieren que el Acido urocdnico disminuye la 

funcién de las células que presentan a los antigenos, las cuales posteriormente 

pueden tener efecto sobre las células T [40].
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RESUMEN. Los nutrimentos pueden, de manera directa o indirecta, regular 
la via de expresidn de genes que codifican para proteinas, principalmente 
enzimas involucradas en las rutas metabélicas relacionadas con [a utilizaci6a 
de hidratos de carbono, lipidos y aminoScidos. Estos nutrimentos pueden 

actuar directamente o generar un estado hormonal especifico en el organismo 
que regulen algunos genes. La presente revvisién tiene como objetivo mostrar 
ejemplos especfficos de regulacién dietaria y hormonal de genes de enzimas 

SUMMARY. Regulation of gene expression by nutrients, Nutrients can 
regulate, directly or indicectly. the pathway of expression of genes coding for 
enzymes involved in metabolic pathways related to the utilization of 
carbohydrates, tipids and amino acids. On the other hand, nurrients such as 
carbohydrates, lipids or amino acids can generate an specific hormonal state 
in the organism, and hormones are the mediators throughout which some 
genes are activated. The objective of the present review is to show some 
  involucradas en el metabolismo de hidratos de ( piruvato 

carboxicinasa), fpides (enzima mélica) y aminodcidos (serina deshidratasa). 

INTRODUCCION 

La formaen que se expresaun genes el resultado deuna continua 

interacci6n entre la informacién genética y el ambiente (1). Esta 

interacci6n ¢s muy variable en un individuo dado ya que, si bien la 
informacién genética no cambia, el ambiente si lo hace y en forma 

pronunciada, particularmente en lo que se refiere a la dieta cuya 

variabilidad en composicién, cantidades y horarios es enorme. Los 

alimentos ingeridos se digieren y Jos nutrimentos se absorben, se 

distribuyen en el organismo, se metabolizan en cada célula y sus 

derivados o los mismos nutrimentos seexcretan; todos estos procesos 

(digestién, absorcién, transporte, metabolismo y excreci6n) estén 

controlados a nivel genético en el que a su vez existe variaci6n enue 

individuos y entre poblaciones con diferente trasfondo evotutivo (2). 
No obstante, se observa genefalmente una misma respuesta metabélica, 
comin para la especie, que hace posible la homeostasis. Es por lo 

tanto necesario conocer en detalle los mecanismos de interaccién 
directa entre los nutrimentos y los genes y de Ja interaccién indirecta 

que puede ocurrir a través de cambios hormonates originados por la 

dicta, conocimiento indispensable para el avance de la nutriologya y, 

por supuesto, para disefiar intervenciones frente a problemas 

metabélicos. 
Con los avances recientes de 1a Biologfa Molecular se ha desa- 

rrollado una nueva frea de Nutricién denominada «Nutriologla 

Molecular», cuyos objetivos son: 1) estudiar los sitios especfficos en 

jos cuates fos nutrimentos afectan fa via de expresién génica (Figura 

1) de prote(nas importantes en Ja regulaci6n det metabolismo, 2} 

conocer cuales son los mecanismos de regulacién de algunos genes 

1 Investigadoradel Dpto, de Fisiologia dela Nutrici6n, Arcade Nutriologia 
Molecular 

2° Sub-Director General de Nutrici6n Experimental y Ciencia de los 
Alimentos 

3 Investigador del Dpto. de Fisiologta de ta Nutrici6n, Arcade Nutriologta 
Molecular 
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examples of dietary and q of enzyme genes 
involved in the metabolism of carbohydrates (phosphoenol pyruvate 
carboxykinase), tipids (malic enzyme} and amine acids (serine dehydratase). 

pornutrimentos y 3) definirlas necesidades de nutrimentos, asicomo 

determinar las consecuencias en la ingestion excesivao deficiente de 

un nutrimento. Actualmente el conocimiento sobre la regulacién de 

la expresion de genes por nutrimentos es una nueva frontera para la 

Siguiente generaci6n de nutridlogos. 

FIGURA 1 
Secuencia de eventos para la sintesis de una protefna; a) Trans- 

cripcién del gen por la RNA polimerasa, b) Procesamiento del 

RNA mediante la adici6n de metil gunidina (m’Gppp) en la 
posicién 5° (capping) y adenilacién multiple en la posicién 3° c) 

Rompimiento del RNAm para eliminar intrones, d) Transporte del 

RNAm maduro hacia ¢l citoplasma y ¢) Traduccién del RNAm 

para sintetizar una protefna. 

Gocc0cdSs 
PC peter 

+ BNA 

ecipie een | Traswcripcéa ~ 

  

    

  

     



  

90 TORRES ct al 

Actualmente existen técnicas de Biologfa Molecular especfficas 
que nos permiten estudiar la respuesta de los genes a cambios en el 
patron dietético y el efecto de esta respuesta sobre la regulacién del 
metabolismo. El paso inicial en el estudio del efecto de un nutrimento 
sobre la via de expresién génica de una enzima es el conocer si éste 

produce un cambio en la actividad enzimAtica ef cual este relacionado 

conun cambio concomitante en la concentracién de enzima. Siexiste 
‘un cambio en la concentracién de la enzima es importante el conocer 
si éste es debido a un cambio en la concentracién del ARNm 
especifico, ¢1 cual puede cuantificarse por medio de la técnica de 
Northem-blot (3) en donde se hibridiza el ARN total aislado de un 
tejido con una hebra de ADN compiementario (ADNc) marcada 

tadioactivamente. La deteccién de especies de ARNm que existen en 
baja abundancia se puede hacer por medio de TR-PCR (transcriptasa 
feversa-reaccién en cadena de polimerasa) utilizando la enzima 
transcriptasa reversa para sintetizar la hebra de ADNc a partir de 

ARN y después el ADN se amplificacon sondas especificas (primers) 
por medio de PCR (4). Si existe un aumento en la abundancia del 
ARNm se dice que la regulacién dictaria de una enzima ocurre 
principalmente a nivel pretraduccional. 

La regulacién de la expresién génica a nivel pretraduccional 
puede ocurtir @ diferentes niveles de la via de expresién génica: la 

iniciacién, la ¢longacién 0 terminacién de la transcripcién, la unién 
dei fosfato de GTP con una guanina metilada ala base terminal de la 
regién 5' del ARNm (capping). la adicidn de 4cido poliadenilico ala 
cegién terminal 3° del ARN (poliadenilacién) después de la trans- 
cripcidn, el procesamiento de} transcrito primario en el nicteo, el 
editamiento de la secuencia, el transporte de! ARNm maduro del 
nucleo al citoplasma, y la degradacién del ARNm maduro en el 

citoplasma (5). Algunos de estos procesos pueden estar regulados por 

los nutrimentos, pero aun poco conoce acerca de sus mecanismos 

moleculares. 
La concentracién de un ARNm en la célula va a ser el producto 

de la s{ntesis y la degradacién de este, por lo que es necesario el 
estudiar si la velocidad de transcripcién correlaciona con las con- 

centraciones de ARNm, 0 si la estabilidad del ARNm ha cambiado 
dando como consecuencia un aumento 0 una disminucién en la 
velocidad de degradacién det ARNm. Para cuantificar la velocidad 

de transcripcién se hace uso del ensayo denominado «run-on» el cual 

mide la elongacién de transcritos pre-existentes en nucleos aislados 
del Srgano de interés y nos da una medida relativa del nimero de 
motléculas de RNA polimerasa involucradas en la transcripcién aun 
tiempo dado. Si la iniciacién de la transcripcién es el paso limitante, 
el niimero de ARN polimerasa ff a fo largo de un segmento de ADN. 
deber4 ser proporcional a la velocidad de la iniciacién de la trans- 
cripcién (6). Sin embargo si no hay cambio en la velocidad de 
transcripcién pero si un aumento en los niveles de ARNm, la 
regulacién de la abundancia de los ARNm ocurre probablemente a 
nivel de la estabitidad det mensaje. 

Si se identifica que la regulacién génica se localiza a nivel de la 
transcripcién, el siguiente paso es analizar la regiéno regiones dentro 
de ese gen que son de algin modo activadas por ta presencia de un 
nutrimento y a su vez son responsables de la correcta iniciacién de la 
transcripcién o de su potenciacién; a estas regiones se les denomina 
elementos responsivos o elementos que actian en cis (5). Estos 
elementos responsivos son activados cuando se unena estos proteinas 
especificas que son necesarias ya sea paralainiciaciénola potenciacién 
de la transeripci6n denominada factores de transcripcién. Sin 
embargo estudios recientes muestran que no sdlo son proteinas las 

que se unen a los elementos responsivos de los genes, sino que 

compuestos tales como la glucosa (7) 9 los dcidos grasos 

poliinsaturados (8) son reconocidos por estos fragmentos de DNA 

para potenciar la transcripcién de algunos genes. 
Para identificar el significado funcional de secuencias que actian 

en cis involucradas en el contro! de la transcripcidn se utiliza un 
ensayo funcional en el cual los supuestos elementos regulatorios de 
DNA se unen a una secuencia estructural de un gen reportero cuyo 
producto puede ser facilmente evaluado como es el gen de la 
cloranfenicol transacetilasa (CAT) o el de la luciferasa formando unt 
gen quimérico (9). Este gen quimérico se introduce a células 
eucaridticas por medio de transfeccién, electroporacién, transferencia 
de genes mediada por liposomas 0 infeccién viral. Para identificar 
que esta secuencia especifica cesponde a un nutrimento u hormona, 

s¢ determina la actividad del producto del gen reportero en las células 
eucaridticas cultivadas en presencia del nutrimento o de la hormona 
enestudio. Si la secuencia a prueba responde a la presencia del factor 
en estudio, entonces es indicativo de que esta contiene un elemento 
que actia en cis. Para determinar la presencia de factores 
transcripcionales especificos se utilizan pruebas como el andlisis de 
«foot printing», en donde se identifica la regién espectfica en el 
ONA a la cual se le une una proteina cegulatoria. 

Por otra parte si lo que se quiere estudiar es la funcién y 

regulaci6n de genes de importancia metabélica, se ha hecho uso de 
tos flamados animales transgénicos que se producen introduciendo 
un gen dentro de un animal intacto el cual es incorporado dentro de 
su genoma para observar los efectos del gen especffico sobre un 
proceso metabdlico o para modificar una ruta metabédlica (10). 

El ARNm por otro lado también puede estar regulado controlando 
su estabilidad o su traduccién. Nutrimentos como el hierro ejercen 
su efecto a estos niveles y de esta manera controla !a traduccién del 
RNAm de fertitina sin cambiar los niveles de RNAm para esta 
protefna (11). 

Por otra parte, algunos nutrimentos comolas vitaminas y mincrales 
que funcionan como cofactores o componentes de cofactores estén 
involucrados en al menos un sistema postraduccional. Las modifi- 

caciones postraduccionales incluyen modificaciones covalentescomo 

la formacién de nuevos aminodcidos por modificacién de las cadenas 
laterales, reacciones con grupos «<-amino o *—carboxilos libres al 
final de las cadenas polipetidicas y modificacién o rompimiento de 
uniones peptidicas (3). 

Todos tos pasos de 1a via de expresi6n génica antes mencionados 

se afectan de diferente manera dependiendo del tipo de nutrimentos 
que provienen de los alimentos y de 1a respuesta hormonal que estos 

desencadenen, de manera que las vias centrales en ¢l metabolismo de. 

hidratos de carbono, lipidos y aminodcidos se verin afectadas por la 
tegulacién de los genes que codifican para los diferentes enzimas 
claves de una via metabélica especifica. 

Regulacién de la expresién génica de enzimas involucradas 

en el metabolismo de hidratos de carbono: La glucdlisis. que se 
Neva a cabo en el higado, es la muta metab6lica que convierte glucosa 

a piruvato y lactato y produce 2 moléculas de ATP y NADH por 
molécula de glucosa. El piruvato formado es usado principalmente 

para la sintesis de dcidos grasos. Por otra parte 1a gluconeogénesis 

proceso a través del cual se sintetiza glucosa a partir de compuestos 

que no son hidratos de carbono, es responsable de proveer glucosa a 

Ja sangre durante el ayuno. el ejercicio y durante el consumo de una 

dieta baja en hidratos de carbono. 

Las rutas de fa glucéhsis y la gluconeogénesis tienen la mayoria 
de sus enzimas en comin. Estas enzimas catalizan reacciones
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reversibles y sus velocidades estan controladas por la concentracién 
de sus sustratos y productos. El flujo através de las enzimas de estas 

vias se modula por mecanismos regulatorios: 1) a corto plazo: y 2).a 
largo ptazo; dentco de los primeros mecanismos se tiene modifica- 

ciones covalentes como es Ja fosforilacién y por otro lado a los 

efectores alostéricos, mientras que en los segundos mecanismos los 

cambios en la actividad enzimdtica involucran cambios enlaexpresién 
de genes y sintesis de protefnas (12). Hormonas como la insulina y el 
glucagon estan involucradas en la activacién de estos mecanismos 

regulatorios, El glucagon estimula la glucogendtisis, Ja 

gluconeogénesis y la lipdlisis e inhibe la sfntesis de gluc6geno, la 

glucolisis y ta lipogénesis mientras que la insulina tiene efectos 

opuestos. 
Las alteraciones en ta dieta tienen un efecto notable sobre ta 

expresion de varios genes de enzimas que regulan el metabolismo de 

hidratos de carbono en los vertebrados por medio de interacciones 

entre factores trans-activadores y secuencias en cis de un gen. Un 

ejemplo tipico es 1a fosfoeno! piruvato carboxicinasa. 

Fosfoeno! piruvato carboxicinasa (PEPCK): La PEPCK (EC 
4.1.32)esunaenzima que regula la gtuconeogénesis y est4 involucrada 

¢n la interconversi6n de piruvato a fosfoenol-pinivato siendo este un 

paso limitante en 1a sintesis de glucosa. En a mayoria de los 
mamfferos no existe gluconeogénesis antes det nacimiente ya que la 

glucosa es proporcionada a los fetos a partir de la glucosa presente 

en Ja circulacién de la madre. La PEPCK aparece inmediatamente 

después del nacimiento ya que durante el desarrollo de} feto se 

encuentran niveles altos de insulina en la circulacién fetal, to cual 
reprime la transcripcién del gen de la PEPCK en el higado antes det 
nacimiento (13). En ef higado de rata la PEPCK ¢s principalmente 
una enzima citosélica, aunque est4 distribuida en mitocondria y 

citoplasma en borregos, monos y humanos mientras que en el higado. 

de pdjaros se encuentra solamente en la mitocondria y evel rifién.en 

ja mitocondria y el citoplasma. A pesar de que el gen para la PEPCK. 

citosdlica en h{gado de pollo no se expresa, la administraci6n de Bty 
AMPc (butiril AMPc) a estos animales estimula la produccién det 

RNAm de esta enzima, to que indica que el hfgado contiene un gen 

funcional para la enzima que puede ser activado (14) y que proba- 
blemente su estimulacién dependa de! balance que exista entre Jas 

concentraciones de insulina y glucagon para que, de esta manera, se 

controlen los niveles de AMPc en ef higado. El gen de la PEPCK se 

expresa en higado, rifién y tejido adiposo y en menor grado en ¢) 

epitelio intestinal, gléndula mamaria, colon, coraz6n, miisculo 

esquelético, ovario y pulmén (12). 
El gen de la PEPCK codifica paraun RNAm que contiene 2.6 kb. 

La adicién de alrededor de 200 residuos adenilados a la regién 3° 

produce un RNAm de alrededor de 2.8 kb (15). El gen parala PEPCK 
consta de 6.0 kb y contiene 10 exones, 9 intrones y un promotor (12). 

La secuencia de la caja TATA se encuentra localizada a -30 pb y la 
caja CAAT entre los nucteotidos -63 y -68. 

Existen elementos cis en la regién 5’ del gen de la PEPCK que 

permiten que su transcripcin se lleve a cabo en algunos tejidos (16). 

La regién de 460 pb de la regi6n promotora-regulatoria del gen de la 

PEPCK hace que Ja expresién del gen quimérico PEPCK/DGH sdlo 

se presente en el higado y cn el rifidn (17). 

Control para la dieta: La concentracién de PEPCK y los niveles 

de RNAm de PEPCK citosélica estén incrementados en animales en 
inanicién (14), y en aquellos alimentados con una dieta baja en 

hidratos de carbono pero alta en proteina (17); también los 
glucocorticoides y la hormona tiroidea estimulan la velocidad de la 

tanscripcidn del gen de ia PEPCK, y r4pidamente se produce una 

inhibicién de la transcripeién en animales realimentados con una 

dieta rica cn hidratos de carbono oen animales diabéticos inyectadas 

con insulina (£8, 19), debido a que la vida media del RNAm de la 

PEPCK es de 30 min y por lo tanto se produce una rdpida caida en 
sfmesis de 1a PEPCK del higado. 

Durante el ayuno tos gtucocorticoides ayudan a mantener 1a 

glicemia ejerciendo un efecto permisivo sobre el glucagon que acta 

vla AMPc y que promucve la gluconeogénesis produciendo una 

mayor captura de aminodcidos por el hfgado y aumentando la 

actividad de la PEPCK en este tefido. Por el contrario, durante el 
estado postprandial, los glucocorticoides ayudan a guardar la glucosa 

como glucégeno y a desechar e! exceso a través de 1a glucdlisis. Los 

efectos de la dieta son mediados principatmente por hormonas 

aunque se ha demostrado que la adicién de glucosa por si misma 
produce una disminucién en ta estabilidad del RNAm y en la 
transcripcién del gen de la PEPCK (19), 

  

Control por hormonas: La concentracién de PEPCK y los 

niveles de RNAm de PEPCK citosdlica est4n incrementados en 
animales diabéticos, ¢n animales tratados con glucagon o AMPc 

(14). Originalmente se habfa demostrado que el gen de la PEPCK 
estaba controladoa nivel transcripcional ya queel AMPc répidamente 
inducia 1a velocidad de transcripci6n del gen de ta PEPCK; sin 

embargo la velocidad de transcripcién aumentaba temporalmente 

mientras que el RNA para la enzima continuaba acumuléndose en el 
citoplasma. Estos resultados sugirieron que el control de taexpresi6n 

del gen para la PEPCK se leva a cabo tanto a nivel transcripcional 

como posiranscripcional. El glucagon a través de AMPc regula la 

abundancia del RNAm de la PEPCK por medio de un efecto inme- 

diato et cual involucra un incrementoen la velocidad de transcripcién 

de gen y un efecto a largo plazo que tiene lugar principalmente a 

través de ta estabilizacién del RNAm de la PEPCK evitando su 
degradacién (20). 

Se han identificado secuencias cis que confieren especificidad 

hormonal, y éstas se han demostrade por medio de genes quiméricos 

formados por 620 pb del DNA de la regién S' del gen de la PEPCK 

unidas al gen estructural de ta timidina cinasa. Cuando este gen 

quimérico se transfecta dentro de células de hepatoma de rata 

deficientes en timidina-cinasa, la expresién del gen PEPCK se 
estimula en presencia de AMPc (21) y de glucocorticoides, mientras 

que la insulina inhibe su transcripciéa. 

La regién promotora del gen de la PEPCK (Figura 2) muestra la 

presencia de diferentes elementos cis en el gen de la PEPCK espe- 

cificos para diferentes hormonas. El gen de ta PEPCK presenta una 

regién a -410 pb del sitio de iniciacién de la regién promotora de este 
gen denominada «elemento que responde a insulina» (IREs). La 
expresién de este gen se inhibe r4pidamente por insulina sin importar 

Ja presencia o ausencia de glucosa y esta inhibicién no es bloqueada 
porcicloheximida (19) ni por la ingestion de una dieta rica en hidratos 
de carbono. 

El gen de la PEPCK también presenta una secuencia de bases 

denominada «elemento que responde a AMP ciclico» (CRE) locati- 

zado en la posicién -70 del sitio de iniciacién dela transcripcién. Esta 

regidn es activada por una proteina (CREBP) que se une al elemento 

que responde a AMPe siguiendo el mecanismo mostrado en la 
Figura 2.
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FIGURA 2 

Mecanismos de activacién o inhibicién del gen de la fosfoenol- 

piruvato carboxicinasa por medio de las hormonas para 

desencadenar ta activacién de factores transactivadores que 

reconocen a los diferentes elementos cis en la regi6n promotora 

del gen de la PEPCK PP-1= fosfatasa P 1: CREBP= proteina que 
une al elemento que responde a AMPc; CRE= elemento que 

responde a AMPc; [RE= elemento que responde a insulina; 

Pl a P6= elementos que responden también a AMPc. 
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Existen otras 6 secuencias 0 elementos que se unen también a 

AMPc denominades elementos P. Los elementos CRE y P4 son los 

mAs potentes en la estimulaci6n de la transcripcién. El sitio P3(-231 

a-260) se une auna proteina que esté presenteenaltas concentraciones 

en el ntcleo del hepatocrito y es un buen candidato para ser un 

elemento espectfico del higado (16). 

El gen de Ia PEPCK presenta dos unidades reguiadoras que 

enlazan glucocorticoides (GRU) que estimaulan 1a transcripci6n del 

gen de la PEPCK en presencia de glucocorticoides y un elemento 

respondedor a hormona tiroidea (TRE). T3 estimuta ja transcripcién 

del gen de la PEPCK alrededor de 3 veces cuando se une al receptor 

para hormona T3 y este complejo se une a una secuencia localizada 

alrededor de -332 2-308 pb det sitio de iniciaci6n de la transcripci6n. 

Se han identificade varios factores transcripcionales (C/EBP=, 

C/EBP8, DBP, HNF-1, HNF-4 y probablemente HNF-3 (12) que 

reconocen la cegién promotora de la PEPCK y que se unen a los 

diferenteselementos que actian encis para activarlaregién promotora 

de 1a PEPCK. 

Regulacién de te expresidn génica de enzimas invotucradas 

en el metabolismo de lfpides: Existe un gran interés publico en lo 

que se refiere a Ifpidos, debido a su alto consumo en la dicta 

ocasionando un incremento de obesidad, enfermedades 

cardiovasculares y cAncer. Esto ha dado lugar a un aumento en las 

investigaciones relacionadas con el metabolismo de I{pidos, 

espectficamente a su biosintesis. 

Muchos de los componentes que regulan los genes tipogérucos 

est4n involucrados en la regulaci6n de la divisién celular, por lo que 

la regulacién nutricia de estos genes ¢s importante para el entendi- 

miento de! crecimiento excesivo del tejido adipose causade por ta 

obesidad. 
Labiosintesisde dcidos grasos endégena es un proceso altamente 

teguiado, en donde algunas enzimas involucradas en esta via 

metabélica estn reguladas a nivel de ta expresi6n génica como es el 

caso de 1a enzima milica o de 1a sintetasa de los 4cidos grasos (22). 

Enzima méfica (ME): La enzima mélica (EC E.1.1.40) cataliza 

ladescarboxilaciGn oxidativa de malato a piruvato y CO? generando 

NADPHel cual se usa principatmente parala sintesis de novo de dcides 

grasos de cadena larga (Figura 3). La enzima milica citosdlica se 

expresa principalmente en el higado ya niveles muy bajos, en rifién, 

cerebro y coraz6n. Los bajos niveles de ta enzima en estos érganos 

se-correlacionan también con una baja velocidad de transcripcién del 

gen de la enzima mlica (23). 

FIGURA 3 

La enzima milica cataliza la formacién de piravato a partir de 

matato produciendo NADPH que es utilizado por ta sintetasa de 

los 4cidos grasos para formar fcidos grasos de cadena larga. La 

otra fuente de obtencién de NADPH proviene de la ruta de hexosa 

monofosfato. El citrato mitocondrial es transportado al citoplasma 

yes la fuente de produccién de malato citoplasmico a través de! 

oxaloacetate. 
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Control por dieta: Las concentraciones de RNAm y laactividad 

enzimdtica de 1a enzima malicaen el h{gado de rata lactante son muy 

bajas sin importar la dieta de la madre, y esto es probablemente 

debido a que ingieren exclusivamente leche la cual tienen un conte- 

nido retativamente elevado en grasas y bajo en hidratos de carbono. 

La expresi6n del gen aumenta alrededor de la semana 4-6 y después 

disminuye aun 40-60 % de los niveles m4ximos. Laexpresién de! gen 

de la enzima mélica después del destete estA sujeta a cegulaci6n 

nutricia ya que las ratas empiezan el destete consumiendo una dicta 

que es alta en hidratos de carbono y baja en ipidos. Los niveles de 

RNAm para la enzima milica se ven aumentados por cl consumo de 

una dieta libre de Hpidos o de dcidos grasos saturados, pero no se 

encuentran muy elevados en ratas alimentadas con una dieta basada 

en aceite de mafz o de pescado (24). La dicta no afecta ta expresién 

del gen de la enzima miélica en tejidos extrahepaticos, to que indica 

que la regulacién nutricia de la expresién del gen de la enzima mélica 

es espectfica del higado; sin embargo, la expresi6n de este gen no: esté 

restcingida Gnicamente a este tejido.
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La actividad de la enzima mélica en et higado de rata est4 

disminuida durante la inanicién (25,26), pero cuando los animales se 

alimentan con dietas altas en hidratos de carbono y bajas en grasa 

presentan un incremento de 25 veces en la actividad enzimdtica y un 

aumento de alrededor de 20 veces en los niveles del RNAm para ta 

enzima mélica (27), aumento que se debe tanto a un incremento de 2 

a3 veces en la velocidad de transcripcién como a una disminuciénde 

un 65-80 % en la degradaci6n de su RNAm (28). 
La alteraci6n en la vida media del RNAm de la enzima mafica ha 

sido también observada en hlgado de patos y se ha determinado que 

ésta es de 3 horas cuando los animales son alimentados con una dieta 
alta en hidratos de carbono, mientras que Ia vida media del RNAM 
para esta enzima en patos en inanicién es de Lh (27). 

Estudios con ratones alimentados con dietas altas en hidratos de 
carbono han demostrado que la induccién det gende !aenzima mélica 

presenta una respuesta temporal y posicional; esto significa que entre 

las 6 y 12 h. después de que estos animales son alimentados con una 

dieta alta en hidratos de carbono, el gen de la enzima malica se 
expresa principalmente en los hepatocitos periportales para después 
abarcar los hepatocitos pericentrales (29). 

Por otro lado estudios con hepatocitos de rata en cultivo han 

mostrado que la glucosa, la fructosa y otros monosac4ridos estimulan 
laacumutacién de enzimas tipogénicas; sin embargo, en hepatocitos 
de aves ni la glucosa ni la fructosa aumentan la concentracién de 
enzima milica. 

El contenido de Lipidos en Ia dieta reduce la actividad y la 
concentracién del RNAm de la enzima mélica, pero su velocidad de 

uanscripcién no disminuye, lo que indica que Jos Mpidos pudieran 
regular la enzima milica aniyel post transcripcipnal. Porel contrario, 

los Ifpidos en Ja dieta tienen poco efecto en la enzima mdlica del 

hfgado de aves. 

Control por hormonas: i. insulina y el glucagon son las prin- 
cipales hormonas que reguian el flujo de los esqueletos carbonados 

provenientes de la glucosa para la s{ntesis de dcidos grasos saturados 

de cadena larga modulando la actividad y 1a expresién génica de 

algunas de las enzimas involucradas en et proceso de bios(ntesis de 
Acidos grasos. Ademés, la 3,5’,5-triiodo-L-tironina (T3)esel principal 
regulador de la actividad de la enzima mdlica. La insulina amplifica 

la respuesta a T3 y el glucagon completamente bloquea a los efectos 

estimulatorios de T3 € insulina (26). La inyecci6n de T3 (50 g/100 
g/dia) a ratas por 4 dfas produce un aumento de 2 a 3 veces en la 

concentracién de RNAm de la enzima mélica sin importar et tipo de 
dieta, lo que indica que laT3 incrementa la velocidad de transcripcién 

de esta enzima independientemente de ia regulacién por nutrimentos. 

(30). La concentraci6n de la enzima mélica se encuentra disminuida 
en animales diabéticos y tiroidectomizados, y regresa a sus valores 

normates después de la administraci6n de insulina y T3 (31), res- 

pectivamente. 

Et glucagon, por su parte, causa una disminucién dela vida media 

del RNAm de Ja enzima milica de alrededor de 1.5 h, lo que indica 

que el AMPc puede actuar a nivel postranscripcional debido a que 
incrementa la velocidad de degradacién del RNAm de ta enzima 
malica (28). El glucagon, por medio del AMPe, bloquea Ia induccién 
de la enzima mdlica y de su RNAm producido por la adicién de 

insulina y T3 en hepatocitos en cuttivo. La hormona de crecimiento 

y ¢] factor de crecimiento epidérmico inhiben también 1a acumula- 
cién de enzima mética en hepatocitos en cultivo. Los cambios en la 

enz:ma mélica inducidos por hormonas son debidos principalmente 
a cambios en las velocidades de stntesis y concentracién de RNAm, 

to que indica que la regulacién es a nivel pretraduccional. 
Laadministracién.deT3 produce un aumento enlaconcentracién 

de RANm de aproximadamente [4 veces mientras que solamente 
produce un aumento de 2 veces en !a velocidad de transcripcién. lo 

que indica que la regulaci6n de este gen por T3 es principalmente a 
nivel postranscripcional. 

Regulacion de la expresién génica de enzimas degradadoras 
deaminodcides: Cuando se consume una dietaconunaltocontenido 
de protefna, la concentracién de aminodcidos en Ja sangre de la vena 
porta y ened higado aumentalocual, aunadoal incremento de algunas 
hormonas, produce dos efectos importantes que alteran Ja regulacién 

de genes especifices y controlan la concentracién de aminodcidos en 

ia circulacién general: 1) un aumento en el tamafio del hfgado y los 

fifiones debido a un aumento en Ia sintesis de DAN, RNA y un 
aumento en la actividad de las enzimas necesarias para la sintesis de 

constituyentes celulares, y 2) un aumento en la concentracién de tas 
enzimas necesarias para catabolizar el exceso de aminodcidos ya que 

no existe un reservorio de protefnas en el organismo. Si la capacidad 

de estas respuestas es rebasada temporalmente, se presenta una 

disminucién en la ingestién de alimentos probablemente debido a 

cambios en la concentracién de algunos neurotransmisores Io cual 
permitird mantener una homeostasis en animales alimentados con 
dietas altas en protefnas (22, 32}. 

El efecto que ejerce et sustrato especifico de cada enzima 

degradadora del aminodcidos y el de una dieta en conjunto, son en 

parte diferentes. El efecto del sustrato est asociado con cambios 
estructurales en la enzima que de esta manera adquiere una mayor 

estabilidad como es el caso de ta tript6fano oxigenasa o Ia tirosina 

aminotransferasa (33,34), o también por un aumento en 1a velocidad 

de reaccién hasta alcanzar su velocidad maxima (35). La dieta en 
conjunto puede ocasionar un cambio hormonal provotando asf la 
induccién def gen que codifica para la enzima degradadora de 

aminodcidos especifica a través de un aumento en la sintesis de RNA 

lo que se traduce en un aumento en la sintesis de la enzima corres- 

pondiente. 

La proteina en la dieta tienen una accién opuesta a la de los 
hidratos de carbono sobre ja sintesis de enzimas involucradas en el 
catabolismo de aminodcidos. El ayuno y ef consumo de dietas con 

alto contenido de proteina producen un aumento en las enzimas 

degradadoras de aminodcidos para convertir los aminodcidos a 
precursores de la sintesis de glucosa y dcidos grasos, o para su 

oxidacién completa. Por el contrario, una dieta con alto contenido de 

hidratos de carbono, disminuye la actividad de enzimas que participan 

en ja gluconeogénesis y en e] catabolismo de aminodcidos. Sin 

embargo, el efecto dela dieta sobre la expresién génicade lasenzimas 

degradadoras de aminodcidos ¢s diferente en cada Srgano 0 tejido y 
dependerd de factores tales como la duraci6n del tiempo de ayuno, !a 
composicién de la dieta o la adaptacién a una dieta previa. En nuestro 

laboratorio hemos demostrade (datos no publicados) que animales 

que han sido entrenados a consumir una dieta con un exceso de 

protefna (50 %) por un perfodo de 7 horas al dfa durante 10 dias. 
mantienen las concentraciones constantes de RNAm para latirosina 

amino transaminasa (TAT) a pesar de que las ratas sean mantenidos 

por un period de inanicién de 17 hy vuelvan a consumir una dieta 
con 50 % de protefna, lo que indica que los animales se adaptaron a 

Ia dieta anterior a fa cual habfan sido entrenados y, a pesar de seguir 
consumiendo unexceso de proteina, no necesilan inducit nuevamente. 

el gen, mientras que si las ratas son adaptadas a consumir una dieta 

con un contenido adecuado de protefna (18 %) y después son
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cambiadas a consumir una dieta con 50 % de proteina se presenta un 
aumento en la concentracién de RNAm para la TAT. Lo anterior 
indica que bajo estas condiciones, se requiere una induccién de este 

gen paraeliminar el exceso del aminodcido. Por el contrario, si aestas 
Tatas se tes cambia de una dicta del 18 % de prote(na a una dieta con 
bajo contenido de protefna (6 % de case{na), el gen para esta enzima 
se reprime tal vez para conservar el nitrégeno del organismo. No se 
ha estudiado la respuesta de todos los genes de las enzimas 
degradadoras de aminodcidos a la proteina dietaria; sin embargo, se 
ha obtenido abundante informacién sobre Ias enzimas serina 
deshidratasa y tirosina aminotransferasa las cuales estén involucradas 
a la degradacién de serina y treonina la primera, y de tirosina ta 
segunda. 

Serina deshidratasa (SDH): La L-serine deshidratasa (L-serina 
hidroliasa (desaminasa), EC 4.2.1.13) cataliza lace, B-eliminacion de 
laL-serina para producir piruvato para la gluconcogénesis y amonio. 
Esta enzima también cataliza 1a conversién de L-treonina a =, ceto- 

butirate. La SDH tiene un peso molecular de 38,000 (36) y se expresa 
principalmente en el hfgado adulto pero no en ef higado fetal (37). Se 

ha informado que el gen clonado de ta SDH est4 compuesto de 9 
exones y ocho intrones con una longitud de 7.5 kb. El codén de 
iniciaci6n ATG para la traducci6n se localiza enel exon 3, y el codén 
de terminacién y ta sefial poly(A)+ (AATAAA) se encuentran 
locatizados en el exon 9 (37). Laterminacién 5‘ del RNAmde la SDH 
est4 localizada 148 nucteotidos antes del codén de iniciacién, ATG. 

La regién 5‘ del gen de la SOG no presenta cajas «TATA» y 
«CAAT?» tipicas, pero contiene las cajas «ATA» (AATAAA) y 

«CAT» que son variaciones de las primeras y estdn localizadas en las 
posiciones -25 y -$4, respectivamente. Existen varias cajas «GC» cfo 

arriba de ta secuencia AATAAA con homologiaa algunas reportadas 
parael sitio de unién del factor de transcripcién Spi. ElgendelaSOH 
genera 2 clases de RNAm en el higado para lo cual utiliza diferentes 
modos de rompimiento y procesamiento. El principal RNAm, que 
tepresenta el 95 % de la sumade los dos RNA es traducidoa SDH con 
un peso molecular de 34.5 kDa; el otro RNAm codifica para un 
polipéptido de 8.9 kDa. Los dos tipos de RNAmdesaparecen cuando 
las ratas son alimentadas con una dieta libre de protefna. La vida 

media de la SDH es de 8-10 by lade su RNAmes de 5-10h. Después 

del nacimiento aumenta répidamente la expresion del gen de ta SDH 
hasta alcanzar los niveles de enzima del adulto a las 2 semanas, y se 
ha observado que los niveles de RNAm en higado para esta enzima 
siguen el mismo patrdn que la actividad enziméatica de la SDH. Este 

r4pido incrementoen!a SDH sedebe aun aumentoen la concentracién 
de AMPc producido por disminucién de ta insulina en el plasma y 
aumento de fa concentracién de glucagon (38). Las concentraciones 
de RNAm de la SDH son altas en et higado, bajas en el rifién ¢ 
indetectables en el cerebro y el pulmén (39). En et higado existen 

secuencias especificas que son exclusivas para laexpresiénde gende 
la SDH en este 6rgano y estin localizadas entre las posiciones -62 y 
+10, pero este gen también posee una regién promotora distal enue 

-133 y -63 pb que conticne elementos cis que reguian laexpresi6n del 
gen de una manera que no ¢s especifica de este tejido (40). 

Control por 1a dieta: La actividad enzimatica (32) y los niveles 
de RNAm de la SDH se ven afeciados por ef contenido de proteina 

en ta dieta. E] RNAm de la SDH en hfgado de ratas alimentadas con 

0% de protefna no es detectable, mientras que ef RNAm de higado de 
ratas alimentadas con 60% (36) 0 91 % de proteina se encuentra 
incrementado varias veces en el higado, asf como también la activi- 

dad de la enzima (39). En ratas que habfan sido alimentadas previa~ 
mente con dietas que contenfan una elevada concentracién de pro- 
tefna y posteriormente fueron alimentadas con dictas libres de 
protefnas, se ha observado una reduccién répida en un periodo de 18 
hdelos niveles de RNAm deta SDH (39). EI DNA genémico aislado 

de nticleos de ratas alimentadas con dietas libres de proteinas 0 con 

un exceso en ef contenido de prote{na muestran una diferente sensi- 
bilidad a la DNAsa I sobre el gen de la SDH, las regiones [1 (-3050 
y -3180) y EI (-3600 a -3850) de fa cromatina de ratas alimentadas 

con un alto contenido de protefna son mas susceptibles ala accién de 

Ja DNAsa I. mientras que la regién I (-100) de la cromatina de ratas 
alimentadas con una dieta tibre de proteinas es més sensible a la 
accién de tla DNAsa I; esto implica que la regulacién nutricia de la 
expresién det gen de la SDH se asocia con un cambio en la estructura 
de la cromatina alrededor de las regiones f-UI, correspondiente a una 

regiénde 800 pb(39). Por otro lado, ratas alimentadascon hidrolizados 
de caseina sin glucosa muestran un aumento en la actividad de ta 
enzima 6h después de haber empezado a ingerir la dieta, pero la 
adicién de glucosa a esta dieta disminuye la. actividad enzimatica de 

la SDH (41). Se ha demostrado que dietas con alto contenido en 

hidratos de carbono reprimen la induccién de varias enzimas que 
catabolizan aminodcidos. Esta accién dela glucosase ve contrarrestada 
cuando se inyecta cortisona intramuscular a estos animales, aunque 
la cortisona por si sola no ejerce ninguna induccién sobre la SDH. El 

efecto represivo que ejerce la glucosa sobre los niveles de RNAm de 
SDH ¢s mayor que e! que ejerce sobre la actividad eazimdtica de la 
SDH to que indica que la vida media de Ia enzimaes mayor que la de 
suRNAm y que, ademés, la glucosa suprime la induccién de la SDH 

anivel de la transcripcién (42). Las dietas libres de protefna tampoco 
activan ta SDH aun en la presencia de cortisona (43). 

Por otro lado, la inanicién incrementa alrededor de 25 veces la 
actividad enzimdtica de la SDH con respecto a ratas normales. Este 
aumento resulta también en un incremento en la cantidad de la 
enzima, en la cantidad del RNAm y en la velocidad de transcripcién 

del gen de la SDH. Estos resultados indican que la induccién de este 
gen se controla a nivel de ta transcripcién en higados de ratas en 

inanicién (42). 

Controt por hormonas: La inyeccién de tiroxina en animales 

alimentados con una dieta alta en protefna produce una disminucién. 
en la actividad de la SDH (44), mientras que ta administracién de 
glucagon aumenta la actividad de 1a SDH 100 veces, especialmente 
en ratas alimentadas con una dieta libre de proteinas y es un mejor 
inductor de la SDH que la administracién de una dieta alta en 
protefnas que que induce a la‘SDH alrededor de 7 veces (45): esto 
Sugiere que el glucagon es ia principal hormona que interviene en la 
regulacién de la SDH. La notable capacidad inductiva del glucagon 
se ha contfirmado con ta administraci6n de Bt2-cAMP el cual 
incrementa la velocidad de wanscripcié6n del gen de la SDH tanto en 

Tatas en inanicién, como en las alimentadas con glucosa y tambiénen 
Tatas diabéticas tratadas con insulina (42). Estoindicaque lainduccién 
de la SDH esté controlada principalmente a nivel de 1a transcripci6n 

por la accién del glucagon a través de AMPc. 

Los glucoconticoides son hormonas que promueven un marcado 

incremento en la sintesis de algunas enzimas catabélicas en el higado 

incluyendo a ia SDH. Tanto los glucocorticoides como et glucagon 

se requieren para inducir la sintesis de la SDH y actdan como co- 
inductores del gen de la SDH, efecto que se ve suprimido por la 
Presencia de insutina. 

Lamaneracomo las hormonas esteroides regulan ia transcripcién
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¢s por medio de receptores especificas que, después de que se unen 

asu ligando, los receptores interacttian como secuencias regulatorias 

de genes responsibos, lfamadas «elementos que responden a hor- 

monas». Existen tres posibles elementos que responden a 

glucocorticoides (GREs), los cuales tienen la secuencia consenso 5° 

GGTACANNNTGTTCT 3’ y estén ubicados en las posiciones -388, 
41 y -2098 (37). 

A pesar de que el Btp-cAMP incrementa la velocidad de trans- 
cripcién en ratas diabéticas, la diabetes por si misma causa un 

aumento en fa actividad enzimatica de Ja SDH y en la cantidad de 

enzima pero no aumentan en la misma proporcién que lo hacen las 

concentraciones de su RNAm y su velocidad de transcripcién en 

comparacién con los valores producidos por efecto de la inanicién. 
Estos resultados sugieren que la induccién de la SDH bajo estas 

condiciones se Heva a cabo por un mecanismo traduccional o post- 

traduccional. La administraci6n de insulina a ratas diabéticas causa 
una rdpida disminucién de los niveles de RNAm y de su velocidad de 

transcripci6n en ratas tratadas con Bt7-cAMP indicando que esta 

hormona probablemente también ejerce su mecanismode regulaci6n 

a nivel transcripcional (42). 

  

Comentarios finales: Los anteriores ejemplos permiten apreciar 

las enormes perspectivas que se abren para la investigaci6n basicaen 
nutricién y aunque escapa a los objetivos de la presente revisién 

existen grandes implicaciones practicas en diversas 4reas de la 

autricién, asf como también un gran potencial de aplicacién a la 

resolucién de problemas metab6licos especfficos. El estudio de estas 

tres enzimas nos dan una idea de los diferentes mecanismos de 
regulacidn de la expresidn de genes por nutrimentos y hormonas, de 

los diferentes niveles en la via de expresién génica donde pueden 

actuar los nutrimentos, la secuencia de eventos y de factores que son 

activados por los nutrimentos u hormonas para la expresién de un gen 
as{ como las secuencias especfficas en un gen que responde a un 

nutrimento especifico. El estudio de las bases moleculares de la 

regulacién de genes de enzimas importantes en el metabolismo nos 

ayudar4 a conocer los defectos regulatorias causados por un exceso 
ouna disminuci6n en la ingesta de nutrimentos especificos y el papel 

especifico que juegan los nutrimentos en la regulacién de Ja cxpre- 

sidn génica. 
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Estudios previos han revelado que ratas alimentadas con una dieta alta 

en proteina producen un aumento en la actividad enzimatica de la histidasa, 

mientras que dietas bajas en proteina disminuyen su actividad [41]. Sin 

embargo, en la actualidad no se conocen los mecanismos que controlan estos 

cambios en la actividad enzimatica de la histidasa. Se ha reportado que la vida 

media de la histidasa después de la alimentacién con una dieta alta en 

proteina es de 2.5 dias [42] pero atin no se conoce que tan rapido es el 

decaimiento del RNAm de la histidasa de higado de ratas alimentadas con 

una dieta libre en protefna. La alimentacién de ratas con una dieta alta en 

histidina directamente aumenta la capacidad de oxidacién de histidina sin 

aumentar la actividad de la histidasa [41]. 

El conocimiento de la regulacién de la expresién génica de las enzimas 

degradadoras de aminodcidos permitird entender a nivel molecular como el 

organismo conserva el nitrogeno corporal en situaciones donde la ingestion 

de proteina es baja y como se elimina el exceso de aminodcidos cuando la 

ingestion de proteinas es elevada ya que no existe un reservorio permanente 

de proteinas. Ademés el estudio de la regulacién de la expresién génica de la 

histidasa por proteina dietaria nos indicaré a que nivel de la via de expresién 

génica se lleva a cabo su regulaci6n.
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       ee Oppinvos = 2 
  

El proposito del presente trabajo fué estudiar el efecto de la 

concentracién de proteina en la dieta sobre la actividad, constantes cinéticas, 

concentracién de histidasa y concentraciones de RNAm de la histidasa de 

higado de rata. 

  

  

  

Rees ee 

BJETIVOS PARTICULARES __       
  

  

1. Estudiar el efecto de dietas conteniendo 0% de caseina (dieta libre de 

proteinas), 6% de caseina (dieta baja en proteinas), 18% de casefna (dieta que 

cubre el requerimiento de proteina de Ia rata), 35% de caseina (dieta alta en 

proteina) y 50% de caseina (dieta con exceso de protefna) sobre la actividad 

enzimatica de la histidasa hepatica de la rata. 

2. Estudiar si cambios en la actividad enzimdtica por la ingestion de la 

proteina dietaria estan relacionados con cambios en las constantes cinéticas de 

la histidasa (Km y Vmax). 
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3. Purificar la histidasa de higado de rata y generar anticuerpos 

policlonales para cuantificar la concentracién de histidasa. 

4. Determinar si los cambios en la actividad enzimatica de la histidasa se 

relacionan con cambios en la concentracién de la histidasa en higados de 

ratas alimentadas con diferentes concentraciones de proteina dietaria. 

5. Determinar si los cambios en la actividad y concentracién de la 

histidasa estan coordinados con cambios en la expresién del RNAm especifico 

para la histidasa. 

6. Estudiar el efecto de altas concentraciones de histidina sobre la 

expresién génica de la histidasa. 

7. Determinar la vida media de la actividad y del RNAm de la histidasa 

hepatica después de un estimulo con una dieta con un exceso de proteina . 

8. Estudiar si la regulacion de la expresién génica de la histidasa es 

especifica de tejido.
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ABSTRACT 

The effect of dietary protein on the expression of histidase (Hal) was 

investigated to understand the mechanism of induction of histidase by a 

high protein diet. In the present study we examined 1) the effect of 0, 6, 18, 35 

and 50% casein diet on the hepatic and epidermal Hal activity, amount of the 

enzyme and Hal-mRNA, 2) the effect of a high histidine diet (1.25%) on Hal 

expression, 3) the response of Hal expression in rats fed 10% casein diet _ 

injected with glucagon (0.6 mg - 100g body wt-1- day-1) and 4) the half lives of 

the enzyme and Hal mRNA by feeding rats an 80% casein diet for 7 d 

followed by a protein-free diet. Hal activity increased as the protein content 

in the diet increased (r=0.986, p<0.001) and it was associated with a significant 

increase in Vmax without change in Km. The dietary regulation was liver- 

specific since skin Hal was unresponsive. Increments in hepatic Hal activity 

were accompanied by concomitant significant increases in the amount of 

histidase and its mRNA. The response was more pronounced in rats fed diets 

containing above 18% casein. Rats fed a 12% casein diet containing 1.25% of 

histidine did not have different Hal activity and mRNA levels than rats fed 

12% casein diet, indicating that Hal expression is not modified by its substrate. 

Injection of glucagon to rats fed 10% casein diet increased Hal activity 3.0 fold 

and Hal- mRNA expression 5 fold compared with uninjected rats fed the 

same diet. The apparent half-life of hepatic histidase in protein-depleted rats 

previously fed 80% casein diet was 2.8 d whereas the half-life of Hal-mRNA 

was 17 h. In summary, these data support supports the hypothesis that Hal 

expression is regulated by dietary protein at the pretranslational level in rat
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liver, and that glucagon is one of the hormones involved in the induction of 

Hal. 

Key words: dietary protein, histidase, histidine, gene expression, rats
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Dietary regulation of the gene expression of enzymes involved in the 

metabolism of carbohydrates and lipids has been extensively studied [43, 44]. 

However few studies have been conducted to understand the expression of 

enzymes involved in the metabolism of amino acids. The amounts of most 

amino acid-degrading enzymes in the liver change in response to changes in 

protein intake, increasing as protein intake rises an decreasing as protein 

intake falls. A high protein intake does not lead to accumulation of either 

body protein or unique storage proteins. 

Histidase (Hal, histidine ammonia-lyase EC 4.3.1.3.) is the first enzyme in 

the degradation of histidine. This cytoplasmic enzyme is widely distributed in 

vertebrates and catalyzes the irreversible non-oxidative deamination of L- 

histidine generating urocanic acid and ammonia [4,5]. Hal plays an important 

role in directing histidine toward glutamate and 1-carbon fragment synthesis, 

and regulates the concentration of histidine in plasma which in turn, as 

precursor of histamine, is involved in the control of food intake [45]. The 

absence of histidase results in histidinemia, a benign inherited metabolic 

disease [32], characterized by elevated plasma histidine and histamine 

concentrations and low amounts of urocanic acid [31]. Histidase activity has 

been only found in liver and skin [12]. 

Hal has a molecular mass of about 200 kDa [14,15] and appears on SDS- 

PAGE to consist of three identical subunits [16] of 72 kDa [15]. Rat liver 

histidase cDNA contains an open reading frame of 1971 bp, translated into a 

polypeptide of 657 amino acids with a molecular mass of 72,165 Da [18].
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Human histidase CDNA exhibits an homology of 87% [11] with rat Hal and is 

a single copy gene of 25 kb containing 21 exons [19]. 

Histidase activity increases in the liver in response to an increase in protein 

intake and falls to low activity if protein intake is low [41]. However, feeding 

rats with a high histidine diet stimulates histidine oxidation without 

increasing histidase activity unless it is accompanied by a high protein diet (2. 

We have been interested in identifying the mechanism underlying induction 

of the hepatic histidase; thereby, the present studies were designed to examine 

first whether hepatic and skin Hal activity, amount of Hal enzyme, and Hal 

mRNA expression are affected by the concentration of dietary protein or by a 

high histidine diet. We studied the effect of glucagon as a possible mediator in 

the regulation of histidase expression. It has been reported that glucagon 

increases after the ingestion of a protein meal [46], and it is a potent 

stimulator of the activity of some amino acid degrading enzymes (24, 47]. 

However, there is not direct evidence on the mechanism of this reported 

effect. Therefore we also studied the effect of glucagon as a possible mediator 

on Hal expression. Finally this study was designed to assess how rapidly the 

Hal activity and the corresponding mRNA disappear from liver in rats 

switched from a high protein to a protein-free diet. 

MATERIALS AND METHODS 

Reagents and chemicals. Glucagon was purchased from Eli Lilly and Co 

(Indianapolis, IN). Vitamin-free casein, mineral mix and vitamin mix were 

purchased from Teklad Test Diets, Madison, WI. Goat anti rabbit IgG gamma- 

chain specific affinity purified antibody conjugated to horse radish peroxidase 

was obtained from KPL, Inc. (Gaithersburg, MD) and the nitrocellulose 

membranes were fram Rio Rad. (Hercules. CA). Nvlan membrane filters
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triphosphate (110 TBq/mmol) were purchased from Amersham 

(Buckinghamshire, U.K) and Gene Clean II kit from Bio 101(La Jolla, CA). 

Animals, diets and treatments. Male Wistar rats (80-90 g) obtained from 

the Experimental Research Department and Animal Care Facilities at the 

National Institute of Nutrition, Mexico D. F., were housed individually in 

wire stainless steel cages at 22°C witha 12 hour light-dark cycle and different 

groups of rats were used for one of the following four experimental 

protocols. The protocols used in these experiments were approved by the 

Animal Care Committee of the National Institute of Nutrition, México, D.F. 

Experiment 1. Effect of dietary protein. To study the pattern of changes in 

histidase expression a dietary regimen of a meal-restricted schedule was 

selected to synchronize the rats feeding behavior. Rats were fed an 18% casein 

diet for 1 day to adapt the animals to the powder diet and then were randomly 

assigned to one of 5 experimental groups (24 rats/ group) with free access to 

diets containing 0, 6, 18, 35, or 50% casein for an acclimation period of 2 d. 

Next, the rats were fed in a restricted schedule of 7 h (900 to 1600 h) with free 

access to water for 10 d. On d 10, six rats per group were anesthetized with 

carbon dioxide and killed by decapitation at 0900, 1200, 1600, and 2100 h. This 

corresponded to 17 h of food deprivation, 3 and 6 h into the feeding period 

and after 5 h of food deprivation. Liver and skin were dissected immediately, 

and a tissue sample was frozen in liquid nitrogen for RNA extraction and the 

rest was used for western blot analysis and measurement of enzyme histidase 

activity.
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The composition of the powdered diets is shown in table 1. The 6% casein 

diet was supplemented with 0.2% L-methionine and 0.4% L-threonine to 

improve the nutritional quality . 

Experiment 2. High histidine diet. We examined whether histidine, as 

substrate, stimulated Hal activity and mRNA in a similar manner as 

observed in rats fed a high protein diet. Another group of rats was fed a 12% 

casein diet supplemented with 1.25% of histidine (equivalent to the amount 

of histidine in a 50% casein diet) and its control group that was fed a 12% 

casein diet described in table 1. 

Experiment 3. Glucagon treatment. To study the effect of glucagon on liver 

histidase, rats with free access to a 10% casein diet (table 1) were injected 

intraperitoneally with glucagon (0.6 mg - 100 g body wt". d-1) as described 

previously [24, 25, 48, 49] divided in 3 equally spaced doses over a 4 day period. 

The last day, groups of 3 rats were killed 3, 6 and 12 h after the last dose to 

find the optimal response. Livers were immediately removed and used as 

above for northern blot analysis and measurement of Hal activity. Control 

rats were fed a 10% casein diet injected intraperitoneally with saline. 

Experiment 4. Half life estimation. The apparent half life of histidase activity 

was estimated by feeding rats an 80% casein diet ( table 1) for 7 d followed by 

a protein-free diet for 5 d according to [42, 49}. To estimate the rate of 

disappearance of Hal mRNA rats were killed at short intervals according to 

[50]. Livers were removed at 0, 6, 12, 24, 36, 48, 72 and 96 h after initiation of 

the protein-free diet. The half lives of the enzyme and Hal mRNA were 

estimated by the method described in [42].
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Histidase Activity and kinetic constants. Liver or skin (1 g) were washed with 

ice-cold saline, blotted and homogenized in 4 mL of an ice-cold solution 

containing 5 mmol/L NaOH in 14 mmol/L KCl with a polytron (PT2000 

Kinematica, Lucerne, Switzerland) at the lowest setting. The homogenates 

were centrifuged for 60 min at 105,000 x g, and the clear supernatant was 

stored at -80°C before measuring histidase activity. The activity was assayed as 

described [51]. The method is based on the spectrophotometric measurement 

of the appearance of urocanic acid at 277 nm. The reaction was linear for 10 

min at 25°C in 0.1 mol/L pyrophosphate buffer, pH 9.2. An enzyme unit was 

defined as the formation of 1 nmol of urocanic acid / min. The protein 

concentration was measured by Biuret assay with bovine serum albumin 

standards. The apparent kinetic constants of Hal were determined in high 

speed liver supernatants of rats fed 6, 18 or 50% casein diets. Values for Km 

and Vmax were determined using the kinetic'package in the DU640 

spectrophotometer (Beckman, Palo Alto, CA) 

Purification of histidase and preparation of antibodies. Histidase was purified 

from adult female rat liver according to the protocol of Brand and Harper 

(1976) by ammonium sulfate precipitation followed by DEAE-Sephadex and 

QAE-Sephadex chromatographies. On SDS PAGE gel electrophoresis, the final 

protein fraction exhibited a single band of 72.2 kDa with biological activity 

and was purified around 500-fold. Purified homogenous histidase (200 tg) 

was emulsified in an equal volume of complete Freund's adjuvant. This 

suspension was injected subcutaneously into a rabbit and was followed by a 

second injection 2 wk after the first with the same concentration of protein 

mixed with incomplete Freund's adjuvant; one booster injection was applied
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two weeks later. Blood was collected 2 wk after the last immunization [52]. 

The immunoglobulin fraction of the antiserum was partially purified by the 

procedure of {53] and this fraction recognized a single band of 72 kDa in 

Western blot and neutralized more than 90% of histidase activity in liver 

cytosolic samples. 

Immunoblot analysis. To establish if the increase in Hal activity in response 

to dietary protein was proportional to the amount of Hal protein, the 

concentration of Hal in liver supernatants of rats fed 0, 6, 18, 35 and 50% 

casein was measured by western blotting. Fifty ug of protein from high speed 

liver supernatants were subjected to a 7.5% (w/v) acrylamide gels (SDS-PAGE) 

as described previously [54]. For immunoblotting, proteins were transferred 

to a nitrocellulose membrane as described by [55]. Membranes were blocked 

with 10% skim milk in PBS-0.05% Tween buffer, pH 7.2 and incubated with a 

polyclonal antibody raised in rabbits against purified histidase (dilution 1:100). 

Protein bands were visualized by using horse radish peroxidase-labeled goat 

anti-rabbit antibody according to the manufacturers instructions (Bio-rad). 

Quantitation of the bands was done by densitometry using a Bio Rad 

densitometer model GS 670 (Bio Rad, Hercules, CA). 

Northern blot analysis. Total RNA was isolated from liver and skin according to 

Chomezynski and Sacchi (1987). For Northern analysis, 20 ug of RNA was 

electrophoresed in a 0.8 % agarose gel containing 37% formaldehyde, transferred 

to a nylon membrane filter (Hybond-N*) and cross-linked with a UV crosslinker 

(Amersham, UK). The cDNA probe was a 1.95 Kb PCR product amplified from 

rat liver histidase CDNA kindly provided by Dr. R.R.McInnes of The Hospital for 

Sick Children, Toronto, Ontario [18]. The forward and reverse primers used for 
‘
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the PCR reaction were 5'ATGCCTAGGTACACGGTGC3’ and 5S’ 

TTAAAGATCGTCAGACTCTG 3’, respectively. The PCR product was purified 

with Gene Clean and labeled with Redivue [a-32P] dCTP (110 TBq/ mmol) using 

the Rediprime DNA labeling kit. Membranes were prehybridized with rapid-hyb 

buffer (Amersham, Buckinghamshire, UK) at 65°C for 30 min, and then 

hybridized with the cDNA probe (53.3 MBq/L) for 2.5 h at 65°C. Membranes were 

washed once with 2X SSC ( 1X SSC = 0.15 mol/L sodium chloride/15 mol/L 

sodium citrate)/0.1% SDS at room temperature for 20 min and then twice for 15 

min with 0.1X SSC/0.1% SDS at 65°C. Digitized images and quantification of 

radioactivity (cpm) of the bands were done by using the Instant Imager (Packard 

Instrument, Co. Meriden, CT). Membranes were also exposed to Extascan film, 

(Kodak) at -70°C with an intensifying screen. 

Statistics. Values are means + SEM. Analysis of sinificant differences among 

groups and over time was done by 2- way ANOVA followed by Scheffé's test 

(Statview statistical analysis program, V.4.5, Abacus Concepts, Inc, Berkeley, CA). 

The effect of histidine was analyzed by Student's test and the glucagon effect by 

one-way ANOVA followed by Scheffe’s test. Differences with a P value of 0.05 or 

less were considered significant.
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Composition of diets containing different concentrations of protein 

  

  

Ingredient % protein 

0 6 10 12 18 35 50 80 

g/kg diet 

Casein! 0.0 60.0 100.0 120.0 180.0 350.0 500.0 9800.0 

Cornstarch! 445.0 412.0 395.0 3850 355.0 270.0 2550 90.0 
Cellulose! 445.0 4120 395.0 3850 355.0 270.0 255.0 90.0 
Corn oil 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 
Mineral mixture2 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 

Vitamin mixture? 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 
L-methionine4 2.0 
L-threonine* 40 
  

1 Teklad Test diets, Madison, WI 

2 Rogers-Harper, Teklad Test diets, Madison, WI (Rogers and Harper. 1965) 

3 Vitamin mix, Teklad 40060 (mg/kg diet): p-aminobenzoic acid, 110; ascorbic 

acid, 991; biotin, 0.4; vitamin B12, 30; calcium pantothenate 66; choline 

dihydrogen citrate, 3497; folic acid, 2; inositol, 110; menadione, 50; niacin, 99; 

pyridoxine HCI, 22; riboflavin, 22; thiamin HCI, 22; vitamin A palmitate, 40; 

cholecalciferol, 4; vitamin E acetate, 242. 

4 Sigma, St. Louis, MO 

RESULTS 

Effect of diet on weight gain. Rats from all the groups gained weight when they 

were allowed free access to the experimental diets (Fig. 1). By d 1, after
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introduction of the 7 h meal feeding schedule, all the rats lost weight. By d 2, rats 

fed 18, 35 or 50% casein diet began to gain weight, whereas rats fed 6% casein diet 

did not gain weight until three days after the beginning of the restricted meal 

feeding schedule, while rats fed 0% casein diet lost weight. Between days 3-10, the 

weight gains were 5.6 + 0.3, 5.9+ 0.3, and 5.2+ 0.3 g/day in the groups fed 18, 35 and 

50% casein diet, respectively and rates did not differ significantly. In the protein 

restricted group (6% casein diet) the weight gain was of 1.1 + 0.06 g/day. Rats fed a 

protein free diet (0% casein diet) lost weight continuously (-1.4 + 0.08 g/day) 

throughout the 10 day period. 
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Figure 1. Weight gain of rats fed different concentrations of dietary protein. Values are 

mean + SEM, n= 24 rats. Plots with different letters have Statistically different 

growth rates (p<0.05)
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Diumal variation of histidase. Hal activity was the highest at the end of the 

food deprivation period (0900 h) in the groups of rats fed 0, 6 or 18% casein 

diet (Table 2). Feeding resulted in a significant decrease in measurable 

histidase activity by 3h in the same groups. After 6 h of feeding or 5h of food 

deprivation in rats fed 0, 6, or 18% casein, Hal activity was significantly lower 

than in rats deprived of food for 17 h, excluding rats fed 18% casein diet for 6 

h. Rat fed 35 or 50% casein diets did not show significant differences in Hal 

activity along day. Northern blot analysis reveled similar pattern (data not 

  

  

  

  

shown). 

TABLE 2 

Diurnal variation of histidase activity in liver supernatants of rats fed different 
concentrations of protein diet 

Oletary casein (%) 
9 6 18 50 

time of day Histidase activity 
{amoi urocanic acid/minimg protein) 

9.00h 0.53 + 0.0293 0.64 + 0.0423 2.63 + 0.197 
(17 hs food 
deprivation) 

12.00 h 0.34+0.010.3 9.42 + 0.0303 2.840.211 
(3 hs feeding) 

15.00 h 0.34+0.01%4 037+0.02b4 0.832 0.0393 2.08 + 0.022 2.70 + 0.121 
{6 hs feeding) 

21.00 hs 0.26 + 0.024 0.34 + 0.0204 2.61 + 0.131 
(5h food 
deprivation) 

Results are expressed as means + SEM; n=6 rats. Values within a column with different ‘etter 

superscripts (a>b>c} and values within a row with differtent numbers (1>2>3>4) are significantly 
different (p<0.05). Statisticat analysis was done by two-way ANOVA with % of casein and time 
of day as independent variables. When a significant interaction was found, differences between 

groups were determined by Scheffe’s test.
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Measurement of kinetic constants. The results in Fig. 2 showed a hyperbolic 

response with an apparent Km of 5.9 + 1.9, 5.94 1.1 and 6.6 + 1.4 mmol/L for the 

rats fed 6,18 and 50% casein respectively, which were not significantly different. 

Vmax values were 0.43+ 0.04, 0.84 + 0.05 and 2.5 + 0.2 nmol of urocanic acid/(min- 

mg of protein) for the groups fed 6, 18, and 50% of casein respectively. Apparent 

Vmax values were 0.95 and 4.7 fold higher (p<0.01) in the 18% and 50% protein 

groups than in the restricted group . 
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Figure 2. Effect of histidine concentration on histidase activity in liver supernatants of 

rats fed 6, 18 and 50% casein diet. Values are means + SEM, n=3. The curve is 

described by a Michaelis-Menten equation. Kinetic parameters are: Vmax = 

0.4340.04 , 0.8440.05, 2.5 + 0.2, and Km= 5.9 +1.9, 5.9 +1.1, 6.641.4 for rats fed 

with 6, 18 and 50% casein diet respectively. Km values among the three groups were 

not significantly different; Vmax values were significantly different (p<0.05), 

50% >18%>6%.
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Effect of dietary protein on Hal activity. Liver Hal activity after 6 hours of feeding 

increased significantly with increasing dietary protein (r=0.986, p<0.01). However, 

there was a biphasic response; when protein intake was between 18% and 50% 

was 0.49+0.04 nmol/(min-mg protein) the increment in Hal activity in rats fed 0- 

18% casein in the diet was 0.49 nmol/(min- mg protein), whereas in those fed 

between 18 and 50% was 1.87 nmol/(min- mg protein). Hal activity in rats fed 50% 

casein diet was 6.9 fold higher than the group of rats fed 0% casein diet. After 6h 

of feeding, skin Hal was not affected by dietary protein, and the mean skin Hal 

activity was 78% lower than hepatic Hal of rats fed 18% casein diet (Fig. 3A). 

Effect of dietary protein on Hal concentration. The amount of histidase was 8.0- 

fold greater in rats fed 50% casein than in those fed a 6% casein diet (Fig. 3B). 

However, the increment in the amount of Hal was not proportional to the 

concentration of protein in the diet. Supernatants of rats fed 0% casein diet had 

very low concentration of Hal. The concentration of histidase in rats fed 18% 

casein diet was 1.2 fold higher than in rats fed 6% casein diet; Hal concentration 

was 2.4 fold greater in livers of rats fed 35% casein compared with the group fed 

18% casein diet, and the increase in Hal concentration was only 20% in the group 

of rats fed 50% casein diet compared with the group fed 35% casein diet. A 

significant correlation (r = 0.99) between Hal activity and Hal concentration was 

found. 

Effect of dietary protein on histidase mRNA concentrations (Hal mRNA). As 

shown in Fig. 3C, the Hal mRNA concentrations increased with increasing 

dietary protein. The concentrations of Hal mRNA were 1.0, 2.8, 7.2, and 7.5 fold 

higher for the groups fed with 6 %, 18%, 35% and 50% than for the group fed a 0%
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casein diet. The concentration of the Hal mRNA measured by electronic 

autoradiography correlated significantly with Hal activity ( r= 0.97). There was no 

effect of dietary protein on Hal mRNA expression in skin (not shown).
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Figure 3. Histidase activity, concentration of enzyme and Hal mRNA levels 

in liver of rats fed 0, 6, 18, 35 or 50% casein diet. A) Histidase activity was 

measured in liver and skin high speed supernatants of rats fed for 6 h. Hal 

activity at diferent percent of casein in the diet with different letters are 
significantly different (p<0.05). B) Purified rat liver histidase (Hal) and 
samples (100 yg of protein) of liver supernatants were electrophoresed in 
a 7.5% SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes and probed 

with histidase antiserum. C) 20 wg of total RNA from livers of rats fed 

different concentrations of protein were analyzed by northern blot, D) 

Ethidium bromide stained gels.
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Disappearance of histidase activity and mRNA. Fig.4 shows the decay of Hal 

activity and mRNA after a change of an 80% casein diet to a protein-free diet. On 

day 1 after the diet change, the mRNA had decrease dramatically, and barely 

detectable mRNA remained on day 4. A semilogarithmic plot of the 

concentrations of Hal mRNA expressed as radioactivity from day 0 to day 4 vs 

time yielded a half life of 174 1.6 h. In contrast, Hal activity was_ relatively 

constant for one day and then decreased slowly over the next 3 days, resulting in a 

half life of 2.8 + 0.28 d.
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Fig 4.1 Estimacion de la vida media de la actividad enzimatica de la histidasa 
(panel A) y del RNAm para la Hal (panel B)
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Figure 4. Disappearance of hepatic histidase mRNA and activity as a 

function of time in rats fed a protein-free diet. Rats that had been 

maintained on 80% casein diet for 7 d were subjected to feeding with a 

protein free diet and killed after the period of time indicated. Hal mRNA 

was analyzed by northern blot and quantified by using electronic 

autoradiography, each line represents one different rat. Hal activity was 

measured in high speed liver supernatants, the values are means + SEM, 

the numbers of rats in parentheses. Values of histidase activity with 

different letter superscripts were significantly different (p<0.05).
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Effect of a high histidine diet on histidase activity and mRNA concentrations. 

Rats fed a 12% casein diet supplemented with 1.25% histidine showed the same 

histidase activity and mRNA concentration that rats fed 12% casein diet, 

indicating that histidine was not able to modify Hal activity and expression of 

Hal-mRNA, Table 3 and Fig. 5. 

TABLE 3 

Histidase activity in liver supernatants of rats fed a high histidine 

diet or treated with glucagon. 

  

Treatment Hal activity 

nmol(min: mg protein) 

High histidine diet 

12% casein 0.56 £0.06 

12% casein + 1.25% histidine 0.50 + 0.05 

Effect of glucagon 

10% casein 0.44 + 0.05 

10% casein + glucagon (3h) 1.56 + 0.134 

10% casein + glucagon (6 h) 1.76 + 0.154 

10% casein + glucagon (12 h) 14.474 0.134 

  

  
Values are means + SEM from 4-6 rats. Rats fed a high histidine diet were fed a 12% casein 

diet supplemented with 1.25% histidine or fed 12% casein diet (controls). Rats injected with 

glucagon (3, 6 or 12 h after the last injection) were fed 10% casein diet or injected with saline 

and fed 10% casein diet (controls), Values with different letter superscripts are significantly 

different (p < 0.05).



  

Effect of glucagon on histidase activity and mRNA concentration. After 3, 6, and 

12h of the last glucagon injection, Hal activity was stimulated by 2.5, 3.0 and 2.3 

fold, respectively, compared with the control group, and there were no significant 

differences among them (Table3). The increment in Hal activity after 6 h of the 

last glucagon injection was accompanied by a 5-fold increment in Hal mRNA 

concentration (Fig. 5). 

DISCUSSION 

Histidase is one of the liver amino acid degrading enzymes controlled by dietary 

protein. When an animal has consumed a low protein diet, the amino acids are 

preferentially channeled to protein synthesis as an important mechanism for 

regulation of amino acid concentrations in body fluids, rather than in reactions 

that shunt them into degradative pathways. After the ingestion of a high protein 

diet, the excess of amino acids must be degraded for preventing amino acids to 

accumulate in the body in amounts that might be toxic to the organism due to 

the lack of a reservoir to store amino acids. 

Amino acid degrading enzymes, including histidase, function at their maximum 

rate when amino acid concentrations are high; however, after adapting rats to a 

high protein diet, we observed an increment in Vmax. This increased capacity of 

the rats to degrade a excess of amino acids. We also found that the stimulation of 

histidase activity was associated with an increase in the amount and mRNA



    

  

Figure 5. Northern blot analysis of histidase mRNA expression from rats 

with free access to a high histidine diet and injected with glucagon. 

The upper panel shows a representative autoradiogram of a northern blot 

from 4 independent experiments is shown. A sample of total RNA( 20 

ug/lane) was isolated from livers of rats with free access to a 10% casein 

diet (1), 10% casein diet supplemented with 1.25% histidine (2), 12% casein 

diet (3), and 12% casein diet injected with glucagon (0.6 mg - 100 g body 

weight! d-1) in 3 equally spaced doses over a 4 day period. Panel B shows 

ethidium bromide stained gels of RNA samples as a control for RNA 

integrity.



  

levels of histidase with increasing protein content in the diet, indicating that the 

nutritional regulation of histidase occurs at pretranslational level. The activity, 

amount of enzyme and mRNA levels of histidase were low when the dietary 

protein was below 18%. When ingestion of protein was above 18%, Hal activity 

increased rapidly , and it was accompanied by an increase in the amount and 

mRNA levels for histidase. The increased expression of Hal allows to cataboliza 

and eliminate the exces of histidine in the body to maintain adequate plasma 

levels of this amino acid.These results suggest that induction of histidase occurs 

after the rat's protein requirement is met. Interestingly, the ingestion of a diet 

supplemented with 4 times the rats' requirement for histidine did not induce the 

Hal activity or mRNA, indicating that the nutritional regulation of histidase gene 

expression is by the dietary protein and not by its substrate. Previous studies in 

rats[56] have shown that the ingestion of diets supplemented with histidine 

above its requirement increased histidine oxidation without changing histidase 

activity. The results in the present and previous studies illustrate that there are 

two possible mechanisms for regulating histidine catabolism 1) low protein-high 

histidine diets increase the rate of histidine oxidation without changes in 

histidase activity and expression since the high Km of histidase ensures the 

oxidation of histidine over a wide range of histidine concentrations in the liver, 

and 2) high protein diets induce histidase expression, as observed in this study, 

by increasing the amounts of histidase and its mRNA. The latter mechanism 

might be affected by hormonal changes. 

It has been shown that after the ingestion of a high protein diet [57, 58] or 

administration of an amino acid mixture [59], plasma amino acid concentrations 

increase and stimulate de secretion of glucagon by the pancreas. Recently it has
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been proposed that a-cells of pancreas regulate glucagon in part by an amino acid- 

dependent mechanism {60]. It has also been demonstrated that the injection of 

glucagon or dibutyryl cyclic AMP stimulates Hal activity (22, 24]. In the present 

study, glucagon not only increased Hal activity, but also produced an increase in 

Hal mRNA, indicating that this hormone is probably a regulator in the control of 

the transcription of the Hal gene. Recently, the promoter sequence of the human 

Hal gene was reported, and it has several cAMP responsive cis-acting elements 

which include consensus sequences for transcriptional factors AP-1 (activator 

protein-1) and ATF (activating transcription factor) [19]. Even though the cloning 

of the rat histidase gene has not yet been accomplished, the homology of human 

histidase cDNA with rat histidase is 87% [11], suggesting that the regulatory 

elements in the promoter do not differ considerably. Further studies are 

necessary to establish the complete set of transcriptional factors that modulate 

- 
the rate of transcription of the Hal gene. 

Interestingly, the nutritional regulation of histidase by dietary protein was only 

seen in liver. Epidermal histidase activity was 80% lower than liver histidase, 

and no changes in the activity and expression of epidermal histidase occurred in 

rats fed different concentrations of dietary protein, indicating that the 

transcriptional control of the Hal gene is liver specific. We have demonstrated 

that Hal activity and Hal-mRNA is absent in muscle, kidney, heart, brain, 

intestine, stomach, lung and lactating mammary tissue (unpublished results). 

The difference in the pattern of Hal expression in liver and skin can be explained 

by the differences in the catabolism of histidine in both tissues. In the liver, Hal 

is the first enzyme in the several steps of histidine degradation. However the 

metabolism of histidine in the epidermis is different. Urocanase, the second 

enzyme in the metabolism of histidine is not naturally present in the skin, and
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consequently, urocanic acid accumulates in the epidermis. Urocanic acid protects 

DNA from photomutagenesis, since the absorption spectra of both cis and trans 

isomers overlap with the absorption spectrum of DNA [13], a function that 

requires to remain constant, and not be affected by the diet. 

The effect of dietary protein on Hal concentration and mRNA levels in the 

liver depends upon both the rate of synthesis and the rate of degradation, but the 

time required to approach a new steady state is determined by the rate of 

degradation, but the time required to approach a new steady state is determined 

by the rate of degradation. The apparent half-life of hepatic histidase was 2.8 d, 

comparable to that reported previously [42,49]. The half life of Hal mRNA 

estimated in the present work was 17.7 h, 74% shorter than the half life of the 

enzyme. This may explain why during the first day after the diet change, Hal 

activity determined at 0900, 1500 and 2100 was relatively constant, while Hal 

mRNA concentration decayed rapidly. Thus, Hal activity did not show diurnal 

variation independently of the dietary protein concentration (Table 1). However, 

rats starved for 17 h showed Hal activities higher than after refeeding. This can 

be associated that during starvation there is a gradual fall in serum insulin 

accompanied by a rise in serum glucagon and glucocorticoids, increasing the 

activity of gluconeogenic enzymes. 

The results of the present work clearly establish that Hal expression is controlled 

by the dietary protein concentration, and presumably is partially regulated by 

glucagon. Additional studies are required to establish the nature of the 

transcriptional control of the Hal gene. Such studies are currently under Way in 

our laboratory. In the future, the establishment of the common regulators of the 

expression of the amino acid degrading enzymes will give information at the 

molecular level of the basic mechanisms that control body nitrogen.
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FIGURE LEGENDS. 

Figure 2. Histidase activity, concentration of enzyme and Hal mRNA levels 

in liver of rats fed 0, 6, 18, 35 or 50% casein diet. A) Histidase activity was 

measured in liver and skin high speed supernatants of rats fed for 6 h. Hal 

activity at diferent percent of casein in the diet with different letters are 

significantly different (p<0.05). B) Purified rat liver histidase (Hal) and 

samples (100 yg of protein) of liver supernatants were electrophoresed in 

a 7.5% SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes and probed 

with histidase antiserum. C) 20 yg of total RNA from livers of rats fed 

different concentrations of protein were analyzed by northern blot, D) 

Ethidium bromide stained gels. 

Figure 4. Disappearance of hepatic histidase mRNA and activity as a 

function of time in rats fed a protein-free diet. Rats that had been 

maintained on 80% casein diet for 7 d were subjected to feeding with a 

protein free diet and killed after the period of time indicated. Hal mRNA 

was analyzed by northern blot and quantified by using electronic
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autoradiography, each line represents one different rat. Hal activity was 

measured in high speed liver supernatants, the values are means + SEM, 

the numbers of rats in parentheses. Values of histidase activity with 

different letter superscripts were significantly different (p<0.05). 

Figure 5. Northern blot analysis of histidase mRNA expression from rats 

with free access to a high histidine diet and injected with glucagon. 

The upper panel shows a representative autoradiogram of a northern blot 

from 4 independent experiments is shown. A sample of total RNA( 20 

ug/lane) was isolated from livers of rats with free access to a 10% casein 

diet (1), 10% casein diet supplemented with 1.25% histidine (2), 12% casein 

diet (3), and 12% casein diet injected with glucagon (0.6 mg - 100 g body 

weight. d-1) in 3 equally spaced doses over a 4 day period. Panel B shows 

ethidium bromide stained gels of RNA samples as a control for RNA 

integrity.
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La regulacién de !as concentraciones de aminodcidos en el plasma es 

muy precisa. Se ha demostrado que después del consumo de dietas con un 

alto contenido de proteina, las concentraciones de aminodcidos aumentan 

para luego regresar a sus valores normales en unas cuantas horas. Por otro 

lado durante periodos cortos de ayuno las concentraciones de aminodcidos 

permanecen relativamente constantes y atin en inanicién prolongada, ‘a 

concentracién de aminodcidos disminuye en un 25-30% de los niveles 

normales manteniendose constante por un periodo considerable. Estas 

observaciones indican que existe un mecanismo de reguiacién para mantener 

ja homeostasis de las concentraciones de aminodcidos. 

Los sitios potenciales de regulacién para mantener las concentraciones 

de aminodcidos dentro de los limites normales son 1) a nivel del transporte 
, 

de aminodcidos hacia los tejidos [61], 2) por medio de enzimas que controlan 

la sintesis de proteinas y de enzimas degradadoras de aminodcidos y 3) por 

medio de neurotransmisores que controlan la ingestién de alimentos. 

_ Desde el punto de vista metabdlico, los puntos de regulaci6n mas 

importantes son a nivel de las enzimas que controlan el flujo en las rutas del 

catabolismo de aminodcidos. El mecanismo por el cual se sintetiza mas 

enzima degradadora no se conoce totalmente, pero existe evidencia de que 

algunos nutrimentos inducen o reprimen genes a diferentes niveles en una
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OTROS RESULTADOS 

Distribucién del RNAm-Hal en diferentes tejidos, Para determinar la 

expresién del RNAm-Hal en los diferentes tejidos, el RNA total fue extraido 

de higado y piel de rata macho y hembra, de tejido mamario de rata lactante, 

de rifion, corazén, cerebro, intestino, estémago, pulmén y musculo. Se 

realizaron Northern blots con 20 #g de RNA total de cada uno de los tejidos y 

se hibridaron con ta sonda preparada por PCR. La presencia de una sola banda 

de 2.5 kb correspondiente al RNAm-Hal se detecté exclusivamente en higado 

y piel y estuv6 ausente en el resto de los tejidos. La abundancia del RNAm- 

Hal fue 2 veces mayor en el higado que en la piel. Taylor [18] reporté que la 

abundancia del RNAm para Hal era 10 veces mas alta para el higado que para 

la piel, estas diferencias pueden ser debido al método de cuantificaci6n. 

Cornell y Villie sugirieron [16} que existia una diferencia en la actividad 

de la histidasa dependiendo del sexo de 1a rata siendo més alta para ratas 

hembra. Posteriormente Okamura y col. [14] pensaron que los esteroides 

femeninos estimulaban la actividad de la Hal mientras que los masculinos 

podrian inhibirla; sin embargo, la adicién de esteroides in vitro como el 

estradiol, progesterona y testosterona no afectaron la actividad de la histidasa 

demostrando que estas hormonas no eran inhibidores de la histidasa. En el 

presente trabajo se midié la concentracién RNAm-Hal en higado de rata 
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macho y hembra de aproximadamente 80 gs (joven) y result6 similar, 602.62 

cpm para rata macho y 534 cpm para higado de rata hembra y de 321 cpm para 

piel de rata macho y de 415 cpm para piel de hembra lo cual indica que la 

expresién del gen de la histidasa en ratas de este peso no cambia con el sexo. 

Se ha sugerido que la actividad de la histidasa después del nacimiento 

aumenta dependiendo del sexo, siendo més alta en ratas hembras adultas que 

en machos adultos y que esto puede ser debido a la acci6n de hormonas como 

el estradiol, glucagon y cortisol que regulan la actividad de la Hal en etapas 

postnatales especfficas antes de que la rata alcance su madurez [22]. Por otra 

parte, las diferencias en el nivel de expresién del gen de la histidasa en higado 

y en piel pueden ser debido a diferencias entre los programas de desarrollo de 

la histidasa en hfgado y en piel lo cual refleja diferencias en el metabolismo 

del dcido urocdnico en estos dos tejidos. En el higado, el dcido urocdnico es un 

intermediario en la conversién de histidina a Acido glutdmico, mientras que 

en la epidermis, éste se acumula y puede ser protector de la luz ultravioleta e 

inmunoregulador. Existe evidencia que la histidasa se expresa en el mismo 

gen para la enzima del higado que para el de la piel [31] y que el RNAm en 

ambos tejidos es de 2.5 kb como se ha visto en este estudio y en otros [18]. 

Produccién de histidasa recombinante 

Paralelamente a la purificacién bioquimica de la histidasa hepdtica se 

procedié a la produccién de la histidasa recombinanate como una proteina de 

fusion utilizando el vector pRSET. La proteina de fusién tiene un segmento 

de polihistidina lo que permite su purificacién a través de una columna que 

contiene niquel.



  

65 

Para iniciar la expresién de la histidasa recombinante se requirieron de 

varios elementos: 

L ELcDNA de la histidasa subclonado en un vector (plasmido). 

Il. Oligonuclestidos que reconocen la regién inicial y final de la 

secuencia codificante de ta histidasa con !a insercién de secuencias que sean 

reconocidas por enzimas de restriccién especificas y secuencias GC para 

permitir el anclamiento de las enzimas de restriccion. 

Ill. El producto de la regién codificante del DNAc de la histidasa 

amplificado por PCR que serd clonado en el vector de expresién pRSET. 

IV. El vector de expresién pRSET que contiene una regién promotora 

que es reconocida por la RNA polimerasa T/ para expresar el producto del gen 

de interés como una proteina de fusién. 

V. El bacteriofago M13 que contiene el gen para la RNA polimerasa T7 y 

se introduce e infecta a la célula al tiempo de Ja induccién y de esta manera 

activa la regién promotora del vector de expresi6n pRSET que contiene el 

inserto de la Hal estimulando su transcripci6n y la sintesis de la proteina. 

  
VI. La cepa de E. coli JM109 como medio para producir grandes 

cantidades de proteina. 

Procedimientos Experimentales 

L_ El plasmido de Histidasa (pHAL) tiene como inserto el DNAc de 

histidasa de rata que contiene la secuencia codificante completa y poly A (2,179 

bp), clonada de una biblioteca de DNAc de higado de rata en el bacteridfago A 

gtll y subclonada en el sitio Eco RI del sitio de clonamiento multiple de 

Bluescript, con una orientacién de manera tal que el final de la region 5' del 

cDNA este adyacente a el promotor T7 del Bluescript. Este plasmido fue 
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donado por el Dr. McInnes, R.R.[18]. El plasmido fue amplificado 

introduciendo el pHAL en células E. coli XL1 azul competentes tratadas con 

CaClz [54]. A partir de las colonias blancas positivas (que insertaron el pHAL) 

se aislé el pHAL utilizando tratamiento por isis alcalina (miniprep) 

I. Disetio y sintesis de oligonucleotidos. Para amplificar por PCR el 

inserto de Hal que se pueda unir al vector de pRSET, se disefiaron un par de 

oligonucleétidos que reconocieran la secuencia inicial y final codificante del 

DNAc de la Hal. A esta secuencia de nucleotidos se le adicionaron nucleotidos 

adicionales al final de la regién 5' que permiten la creacién de dos sitios 

tnicos de restricci6n para la unién del inserto al vector pRSET y de esta 

manera poder crear una proteina de fusi6n en marco de lectura abierto. 

Finalmente se afiadié una secuencia GCG al final de la regién 5' que ayuda a 

que la enzima de restricci6n se asiente correctamente y rompa 

adecuadamente. 

De la secuencia de DNA completa de la histidasa de rata descrita por Mc 

Innes [18] se localizaron la regién de inicio y la regi6n terminal de la 

secuencia codificante. 

Region de inicio ATG CCT AGG TAC ACG GTG C 

Region terminal CAG AGT CTG ACG ATC TIT AA 

Posteriormente, se buscaron las enzimas que cortan en sitios unicos de 

la secuencia del sitio de clonamiento multiple (MCS) del vector pRSET 

donde se inserté la secuencia codificante de Hal, sin cortar esta secuencia. 

Estas enzimas fueron Hind III, Pst 1, BgL Il y Bam H I. Se eligieron 2 enzimas 

la Bam HI y Hind III. La Bam HI corta entre G*GATCC y Hind III corta entre 

A*AGCTT. Al introducir la secuencia Hal en la correcta direccién y en et 

correcto marco de lectura en el vector pRSET, el codén inicial ATG de fa
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secuencia de Hal estaba adyacente a la secuencia que codifica para el sitio de 

rompimiento por la enterocinasa en el vector pRSET. 

De los dos sitios de restricci6n que se eligieron en el MCS, el sitio BamH I 

se encuentra mds cercano a la regién de rompimiento de enterocinasa. Por lo 

que se determiné afadir al oligonuclestido de la regién inicial un sitio de 

restricci6n Bam HI, quedando la secuencia de la siguiente manera: 

5' GGATCC ATG CCT AGG TAC ACG GTG C 

Posteriormente se afiadio la terminaci6n GCG para el correcto 

posicionamiento de las enzimas de restriccién, ya que después de la 

amplificacién del producto por PCR y su posterior tratamiento con las 

enzimas Bam HI y Hind III se producen terminaciones cohesivas para que se 

una correctamente al vector pRSET, quedando de la siguiente manera: 

5' GCG-GGATCC-ATG CCT AGG TAC ACG GTG C 

(oligonucleotido 1) 

De la secuencia de la region 3' terminal se obtiene su secuencia 

complementaria y de esta se obtiene la secuencia antiparalela para la 

realizacién del PCR 

3° CAG AGT CTG ACG ATC TIT AA 

GTC TCA GAC TGC TAG AAA TT 

TTA AAG ATC GTC AGA CTC TG 

Se le afiadieron las siguientes bases para ser reconocida por la enzima 

Hind Il 

AAG CTT- TTA AAG ATC GTC AGA CTC TG 

y se le afiadieron igualmente que al oligonucleotido 1, la terminacién 

GCG 

GCG -AAG CTT- TTA AAG ATC GTC AGA CTC TG (oligonucleotido 

2).
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Estos oligonuclestidos fueron sintetizados en un sintetizador de 

oligonucleotidos Oligo 1000, Beckman. 

La concentracién del oligonucleétido 1 fue de 137.13 #M y la del 

oligonucleétido 2 de 66.16 uM. 

IIL Construccién de Histidasa recombinante por medio de la reaccion de 

la polimerasa en cadena (PCR). Con los oligonucleotidos sintetizadoss se 

procedi6é a amplificar la regién codificante del Hal utilizando como templado 

el plasmido PHal. Las condiciones 6ptimas para la realizacién del PCR se 

obtuvieron por medio del programa OLIGO 5.0 [65] y fueron las siguientes: 

94°C, 1 min, 52.5°C, 1 min y 72°C, Imin 10 sec. por 25 ciclos. Al final se 

permitié extender todas las hebras a 72°C, 7min. La concentracién final de los 

oligonucleétidos para el PCR fue de 0.5 4M y la concentraci6n del plasmido 

Hal fue de 0.5yg. La reaccién de PCR se Ilev6 a cabo utilizando el estuche de 

GeneAmp PCR reagent con AmpliTaq DNA polymerase (Perkin Elmer 

Cetus). El producto de PCR mostré una sola banda en un gel de agarosa y su 

tamafio aproximado fue 1.95 kb que indica el tamafio correcto del producto de 

PCR. El! producto de PCR se purificé con gene clean II, Bio 101 (La Jolla, CA) 

siguiendo Jas instrucciones del fabricante con las modificaciones descritas en 

(66). 

IV. El vector de expresidn pRSET. El vector pRSET esta diseftado para 

una elevada expresién de proteinas de genes que son clonados en E. coli. 

Estos niveles de expresién son posibles debido a la presencia del promotor T7 

en el vector. El inserto de DNA de Hal se cloné en la direccién 5'a 3‘ en 

marco de lectura abierto junto con la secuencia que codifica para el segmento 

de fusién amino terminal. La secuencia de este segmento incluye un codén de
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iniciacién de fa traduccién ATG, una serie de 6 residuos de histidina que 

funciona como un dominio que une metales en la protefna traducida, una 

secuencia estabilizadora del transcrito proveniente del gene 10 del fago T7, y 

una secuencia de reconocimiento para el rompimiento por la enterocinasa. El 

vector pRSET asf como el producto de PCR de Hal se digirieron con las 

enzimas de restriccién Bam HI y Hind III. El vector digerido fue defosforilado 

con fosfatasa alcalina para evitar su recircularizacién. El producto de PCR de 

la Hal se ligé al vector PRSET utilizando la T4 DNA ligasa. Para confirmar la 

correcta construccién del plasmido pRSET A-Hal se llevé a cabo un anilisis 

con diferentes enzimas de restricci6n y un secuenciamiento nucleotidico del 

vector construido. 

V.Transformacion de las células de E.coli con el vector pRSET A-Hal. Se 

transformaron células E. coli JMi09 competentes con e] vector pRSET-Hal 

utilizando choque térmico. 

Expresion de la Histidasa recombinante. El vector con el DNA insertado 

se propaga en una cepa de E. coli la cual no contiene la T7 RNA _polimerasa 

que es necesaria para la expresién de la proteina codificada por el vector. En el 

momento de la expresién, la E. coli se infecta con el fago M13 que contiene el 

gen de la RNA polimerasa T7 cuya expresi6n esta regulada por el promotor 

lac. La infecci6n se lleva a cabo en la presencia de IPTG (isopropyl-B-D- 

thiogalactopyranoside) el cual induce el promotor lac y por lo tanto induce la 

expresién de la RNA polimerasa T7 del fago M13/T7. En la presencia de IPTG 

y el fago M13/T7, las células contienen altos niveles de RNA polimerasa T7 y 

por lo tanto permite la transcripcién del vector pRSET lo que a su vez permite 

fa expresion de la proteina recombinante que esta dirigida por el promotor 

T7. 
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Cinética de induccién de la expresion de la histidasa, Con el objeto de 

obtener el tiempo éptimo de induccién para la maxima expresién de la 

histidasa se llevé a cabo una cinética de induccién. Primero se crecié una 

colonia de E. coli recombinante (que contienen el pRSET A-Hal) en 2 ml de 

SOB + ampicilina (50 zg/ml) a 37°C por toda la noche y después se tomaron 

0.2 ml de este cultivo y se inocularon en 50 ml de SOB + ampicilina (50 

ug/ml). Este cultivo se incubé a 37°C con agitacién vigorosa hasta alcanzar 

una OD600 = 0.3. Se toma una alicuota de células antes de la induccién con 

IPTG y se centrifuga, el boton se congela a -20°C (tiempo cero). Se afiadié IPTG 

a una concentracién final de 1mM y se dej6 crecer el cultivo en presencia de 

IPTG por una hora adicional determinando la ODg¢00. Posteriormente, las 

células se infectaron con el fago M13/T7 a una relacién de Spfu/célula basado 

en el titulo del fago determinado anteriormente. Se tomaron muestras de 1 

ml a intervalos de 1 hora por 5 horas. Se centrifugé cada muestra y se guardé 

tanto el sobrenadante como el botén a 4°C. Después cada botén se resuspendié 

en 100 zl de amortiguador de fosfatos 20 mM a pH neutro y se congelé en 

metanol/hielo seco para posteriormente descongelarlo a 42°C. Se repitié este 

procedimiento por tres veces mds. Las muestras se centrifugaron por 10 

minutos a la maxima velocidad en una microcentrifuga. Los botones se 

resuspendieron en 100 yl de amortiguador de Laemmli y a 100 yl de los 

sobrenadantes se le afiade el mismo volumen de amortiguador de Laemmli 

para determinar fa cinética de expresién y la solubilidad de la proteina 

recombinante. Se corrié una electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 

10%. Se tifié el gel con azul Coomassie y se observé si aumentaba la 

intensidad en una banda que correspondiera al peso molecular de la histidasa. 

Al realizar la electroforesis se encontré que habia una baja concentracién de
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proteinas presentes en los sobrenadantes pero era elevada en el precipitado. 

En la electroforesis de las proteinas insolubles a diferentes tiempos después de 

la induccién con IPTG se observé un aumento en la concentracién de una 

proteina con el tiempo siendo maxima a las 5 horas de induccién. Esta 

proteina presenté un peso molecular de 49.5 kDa que es muy diferente al de la 

histidasa que es de 71.7 kDa. Con el objeto de ver si esta proteina era 

reconocida por el anticuerpo anti-Hal, se realizé una electroforesis de las 

proteinas insolubles a los diferentes tiempos de induccién, incluyendo tanto 

albumina e histidasa puras y después se Ilevé a cabo una transferencia en una 

membrana de nitrocelulosa como se describié anteriormente. Para verificar 

que la transferencia fuera completa se tifié el gel con azul coomasie después 

de la transferencia. El anticuerpo anti-Hal no reconoce ninguna proteina del 

peso molecular de la histidasa en Igs diferentes tiempos de induccién y 

tampoco reconoce a la proteina que aumenté su concentracién ninguno de 

los tiempos de induccién, sin embargo si reconoce a la histidasa nativa de 

higado pura como a sus productos de degradacién y ademds a una proteina de 

62.5 kDa correspondiente a la histidasa recombinante, nueve kilodaltons 

menor que el peso molecular esperado de la histidasa. Estos resultados nos 

indican que probablemente la proteina histidasa sea t6xica para la E.coli y por 

lo tanto no la pueda expresar completamente ya que el anticuerpo anti-Hal si 

la reconoce. Ademés, ésta protefna mostré actividad biolégica de histidasa, lo 

que indica que la sintesis de la histidasa recombinante incluye el residuo de 

dehidroalanina en su sitio catalitico ya que este residuo es esencial para la 

actividad de histidasa [27]. 

Purificacién de la Histidasa recombinante. Para la purificacién de la 

histidasa se utilizé una resina Probond (Invitrogen, Co) que contiene niquel
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al cual se le unen los residuos de histidina de la proteina de fusién en un 

amortiguador de fosfatos 20 mM, 500 mM NaCl, 8 M Urea pH 7.8, mientras 

que !a mayoria de las otras proteinas de la célula no se unen a esta resina. A 

continuacién, las proteinas celulares se remueven con amortiguadores 

conteniendo urea 8 M, Na2PO4 20 mM y NaCl 500 mM un pH de 6.0 a 5.5 

mientras que la proteina recombinante se recupera por elucién con el mismo 

amortiguador a pH 4.0. 

En sintesis estos resultados sugieren que la proteina recombinante sufrié 

proteolisis endégena. El andlisis de la electroforesis después del tratamiento 

de la regién codificante de histidasa del pRSETA-Hal con enzimas de 

restriccién y el secuenciamiento de esta regié6n verificé la presencia de la 

secuencia correcta y tambien que el producto de PCR fue clonado en el marco 

de lectura abierto correcto. 

A pesar de la carencia de un fragmento de 9.2 kDa de la regién C- 

terminal, la proteina obtenida presenté actividad enzimatica. La proteina 

recombinante perdié aproximadamente los ultimos 83 aminodcidos los cuales 

representan 249 pb de Ja secuencia codificante. Estos resultados nos indican 

que esta porcién de la protefna no es esencial para la actividad de la histidasa. 

Se ha reportado que la presencia de un residuo de dehidroalanina derivado 

de una serina localizada en la posicién 254 de 1a secuencia de aminodcidos de 

Ja histidasa es esencial para la actividad de esta enzima [27], sin embargo, este 

residuo no se perdié en la histidasa recombinante truncada ya que esta serina 

se encuentra 321 aminodcidos arriba del sitio de rompimiento. La arginina 208 

ha sido tambien potencialmente implicada como esencial para la actividad de 

histidasa y tampoco se perdio en esta proteina recombinante. En conclusién, 

la histidasa sobrexpresada truncada con un peso molecular de 62.5 kDa fue 

reconocida por un anticuerpo especifico contra la histidasa nativa pura,
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manteniendo su actividad bioldgica a pesar de que pierde aproximadamente 

12.6% de los aminodcidos en la regién C-terminal indicando que esta porcién 

de la protefna no es aparentemente esencial para su actividad enzimatica.
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