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DIFERENCIACIÜN VEGETATIUA Y DIMÜRFISMÜ

Se denomina dimorfismo a la habilidad que poseen ciertos hon

gos de crecer de dos modos: en forma de micelio fílamentoso, o como cÉ

lulas esféricas semejantes a las de las levaduras, que se reproducen

por brotación. Este fenomenono está sólo circunscripto a algunos orga

nismos comunmente conocidos como levaduras, tales como Endomycopsis y

Sporobolomyces, sino que también se lo puede observar en algunos otros

ascomycetes, phycomycetes y basidiomycetes. Muchos hongos patógenos pa

ra el hombrey para otras especies animales son dimorficos, y curiosa

mente sólo la fase levaduriforme se encuentra en el tejido infectado.

Diferentes factores ambientales controlan el dímorfismo de

estos hongos. Así, el anhídrido carbonico en el caso de Sporotrichum

schenkii (l), la temperatura en Blastomyces dermatitidis (2) y

Paracoccídioides brasiliensis (3) y los factores nutricionales en

Candida albícans (h) se sabe que son inductores de la fase infecciosa.

DIMÜRFIÉMÜ EN MUCÜR

Desde hace mas de un siglo este género de hongos (clase: zy

gomycetes, orden Mucorales) ha atraído la atención de los científicos

debido a su habilidad de crecer bajo dos formas segun la atmosfera en

la cual se hallen.



En presencia de aire, ya sea en medios sólidos o líquidos,

desarrollan un micelio tipico. El extremo de los Filamentos muyFre

cuentemente se Fragmenta para producir celulas redondas conocidas como

artrosporas. En la punta de las hiFas aéreas se desarrollan esporangios

que contienen innumerables esporas asexuales llamadas esporangiosporas

o simplemente esporas. Dentro del género Mucor existen especies homota

licas y heterotálicas que se reproducen sexualmente a traves de la For

mación de zigosporas.

Hace más de un siglo el botánico aleman Bail (5) observo que

en las partes mas profundas de cultivos líquidos aeróbicos de Mucor

racemosus, un hongo típicamente Filamentoso, aparecían células esféri

cas o hífas cortas muyengrosadas que se reproducían por brotación.

Posteriormente, Pasteur (6) demostró que la aparición de es

tas células levaduriformes no era mas que el resultado de la adaptación

de Mucor a una atmósfera pobre en oxígeno y demostró que esta fase leya

duriforme desaparecía con aereacion suficiente.

Desde estos primeros experimentos de Pasteur, la adaptacion

morfogenética de ciertas especies de Mucor a una atmósfera aeróbica o

anaeróbica ha sido objeto de innumerables estudios que continuan hasta

el presente.

Mucorresultó ser así un excelente sistema para el estudio de

las bases bioquímicas de la diferenciación morfológica. Diversos Factores

están involucrados en el proceso de diferenciación.

Dimorfismo y pared celular

La morfología de los hongos depende de manera Fundamental de
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la Formade la pared celular, estructura rigida que esta determinada

por la disposicion espacial y la estructura molecular de sus diversos

componentes. Bartnicki-García y Nickerson (7) hallaron que la composi

ción química de la pared celular de la Forma Filamentosa y de las celu

las levaduriformes de Mucorrouxií eran diferentes.

El mayor contenido en mananos de la forma levaduriForme esté

en correspondencia con el mayor espesor de su pared celular y la exis

tencia de diversas capas del polímero.

Modificaciones de la pared celular asociadas a cambios de mor

Fología se han observado en otros hongos tales comoNeurospora crassa

(8), Paracoccídioides brasiliensis (9), Schizophyllum commune(lÜ).

Bartnicki-Garcia propuso en 1963 (ll) que el dímorfísmo en

Mucorrouxií podia resultar de dos modosdiferentes de construcción de

la pared celular: l) Formaciónde la pared a partir del extremo de la

hiFa, es decir, de crecimiento polarizado; 2) síntesis de la pared celu

lar uniforme, sin dirección definida. Esta hipótesis esta avalada por

la observación directa de las zonas de formación de la pared por medio

de tecnicas autoradiograficas (12). Se pudo observar que en las hiFas,

la incorporación de precursores radiactivos de 1a pared celular, ocurre

en la región apical, mientras que en las células levaduriformes, la ri

diactividad aparece uniformementedistribuida en la superficie celular.

Factores ambientales y metabolismo celular

Tal como se dijo anteriormente, Pasteur demostró que la morfig

logia levaduriforme de algunas especies de Mucoraparecia cuando la at

mósfera del cultivo se hacía anaerobica.



Muyposteriormente, Bartnicki-Garcia y Níckerson (13) estu

diaron el papel que podian tener los distintos factores ambientales

asociados al crecimiento anaeróbico comoeventuales agentes morfogeog

ticos. Así demostraron que la presencia de anhídrido carbóníco era ng

cesaria para el desarrollo de la fase levaduriforme. A bajas presiones

de anhídrido carbónico o en su ausencia (atmósfera de nitrógeno puro)

obtenían crecimiento puramente fílamentoso. De estos estudias concluye

ron que el anhídrido carbóníco participa directamente en el mantenímíql

to del crecimiento levaduriforme.

Haidle y Storck, (1h) trabajando con la misma especie de

M2522, obtuvieron crecimiento levaduriforme en atmósfera de nitrógeno

puro a condición de que este gas estuviera libre de trazas de oxigeno

y concluyeron que otros factores distintos del anhídrido carbóníco es

tán involucrados en el control del dimorfismo.

Sin embargo, muy recientemente, Mooney y Sypherd (15), demos

traron que en Mucorracemosus, es posible obtener crecimiento levaduri

forme o filamentoso en atmósfera de nitrógeno puro (o cualquier otro

gas inerte) dependiendo la morfología del cultivo de la velocidad de

flujo del gas. Asi, a alto flujo obtuvieron crecimiento levaduriforme,

mientras que a bajo flujo de nitrógeno el crecimiento era puramente fí

lamentoso. Para explicar estos resultados los autores postularon la

de una sustancia volátil (factor filamentoso), aun no identíexistencia

ficada, la cual sería la desencadenante del crecimiento apical. Conun

alto flujo de gas, dicha sustancia hipotética, seria arrastrada de los

cultivos permitiendo entonces el crecimiento levaduriforme. En atmósfg

ra de anhídrido carbóníco, a alto o bajo flujo de gas, el crecimiento

era siempre de tipo levaduriforme. Surge inmediatamente de estos resul
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tados que la acción morfogenética de la sustancia volátil seria anula

da por el anhídrido carbúnico.

Influencia de los hidratos de carbono

Bartnickí-Garcia (16) y Friedenthal, Epstein y Passeron (17)

estudiaron la influencia de la concentración de hexosas sobre la morfo

logía de Mucor rouxii en condiciones anaerbbicas. Se requiere una con

centración minima de glucosa para obtener una población netamente leva

duriforme; por debajo de ella y a medida que la concentración disminuye,

los cultivos tienden a hacerse mas Filamentosos. Este efecto de la con

centracion de glucosa no puede ser atribuido al incremento de la produg

ción de anhídrido carbónico, ya que la máximaliberación de este gas se

logra con solo Ü,l %de glucosa. Bartnicki-García interpreta la acción

de la glucosa comoel resultado de la represión catabolica ejercida por

metabolitos de este azúcar sobre los procesos de morfogénesis de la

hiFa.

Acción de inhibidores

Algunas sustancias químicas alteran los caminos morfogenéti

cos normales, y del estudio de su modo de acción han surgido nuevas hi

pótesis sobre las causas del dimorfismo. Terenzi y Storck (18) encon

traron que el alcohol Fenetilico, inhibidor del crecimiento celular en

bacterias, hongos y células animales, induce la Formación de células

levaduriformes en cultivos aeróbicos de Mucorrouxii, siempre y cuando

la Fuente de hidrato de carbono sea un azúcar fermentable en concentra

ción superior al 2 %. El alcohol fenetílico estimula la producción de

anhídrido carbonico y etanol e inhibe la fosforilación oxidatíva.
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Posteriormente, Friedenthal, Epstein y Passeron (17) encog

traron que el cianuro de potasio, inhibidor clásico de la respiración,

agregado a cultivos aeróbicos produce efectos similares a1 alcohol fe

netilico, o sea, induce el crecimiento levaduriforme. En presencia de

diferentes concentraciones de cianuro de potasio, es posible observar

la transición entre la morfología filamentosa y levaduriforme, pasando

por formas intermedias, es decir celulas con hifas cortas y engrosadas.

En base a estos resultados se concluyó que el metabolismo ox;

dativo seria un determinante importante en el desarrollo filamentosa de

Mucor.

Cambiosrespiratorios durante la diferenciación levadura-micelio

Pese a las conclusiones enunciadas en el parrafo anterior,

trabajos posteriores de Rogers, Clark-Walker y Stewart (19) y de Pazng

kas y Sypherd (20) demostraron que el metabolismo respiratorio en Mucor

no estaba correlacionado con la morfología.

Rogers y colaboradores cultivaron Mucorgenevensis en condi

ciones de exceso de glucosa o con glucosa limitante a distintas concql

traciones de oxígeno disuelto. Encontraron que el desarrollo filamean

so y el metabolismo oxidativo son inhibidos por exceso de glucosa, sin

mayoresefectos sobre el desarrollo mitocondrial. Por el contrario, la

adición de cloranfenicol a cultivos filamentosos aeróbicos, en condicyg

nes de glucosa limitante, inhibe el desarrollo mitocondrial sin inducir

la transformación a células levaduriformes. Los autores concluyen que

el metabolismo oxidativo no es esencial para el desarrollo filamentoso.

Paznokas y Sypherd estudiaron algunos aspectos del metabolis

mo respiratorio en Mucor racemosus que es esencialmente comparable a



Mucorrouxii. Lograron obtener cultivos Filamentosos en condiciones

estrictamente anaeróbicas, en atmósfera de nitrógeno o argón y a bajo

Flujo de gas. Por otra parte, obtuvieron cultivos levaduriformes en

condiciones aeróbicas, por el agregado de dibutiril AMPcíclico al me

dio de cultivo. Midieron el metabolismorespiratorio de estas células

y lo compararon con el de cultivos levaduriformes y filamentosos obte

nidos en las condiciones habituales.

Hallaron que el micelio obtenido en atmósfera de nitrogeno

posee un metabolismo netamente Fermentativo, análogo al de las celulas

levaduriformes obtenidas en atmosfera de anhídrido carbónico. Este mi

celio carece de mitocondrias y el sistema de citocromos no se ha de

sarrollado.

Por el contrario, las células levaduriFormes obtenidas en a3

mósfera de oxigeno con dibutiril cAMP,poseen un metabolismo oxidativo

enteramente similar al del micelio que se obtiene normalmente.

Por los resultados reseñados anteriormente parece evidente

que la capacidad oxidativa y el desarrollo mitocondrial de la célula no

son factores importantes en el proceso de diferenciación.

Accion del cAMP

Quizá el avance mas importante en cuanto al conocimiento de

las bases bioquímicas del dimorfismo en gucci se debe a los experimen

tos de Larsen y Sypherd (21) sobre la accion del cAMPen Mucor racemosus.

Los autores encontraron que la adición de dibutiril cAMPa cultivos ae

robicos del hongo, produce la represión del crecimiento apical y promug

ve el crecimiento levaduriforme. Para que estos cambios ocurran es nece

saria la presencia en el medio de cultivo de un azúcar Fermentable; en
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su ausencia, no hay acción morfogenética del nucleótido. Tambienpudie

ron establecer que existe una buena correlación entre los niveles ín

tracelulares de cAMPy la morfología. Las células levaduriformes con

tienen mayores niveles de CAMPque el micelio.

Posteriormente, Paveto, Epstein y Passeron (22) encontraron

en Mucor rouxii resultados completamente similares a los de Paznokas y

Sypherd.

Ya ha sido establecido en varios laboratorios que el cAMP

participa en la morfogénesis de numerosos microorganismos, incluyendo

hongos (23-26), algas (27) y bacterias (28,29).

Asi por ejemplo, Cohen (3D) estableció que el cAMPestá invg

lucrado en la respuesta fototrófica de los esporangiosporos de Phycony

ces blakesleanus, proceso íntimamente relacionado a la respuesta zigo

trófica durante la diferenciación sexual.

Schualb (31) encontró que una mutante del basidiomvcete

Schízoghyllum communeque produce cuerpos de Fructificacion defectuosos,

tiene alterado el metabolismo de cAMP.

También el cAMPparticipa en la morfogénesis de Neurospora

crassa.Torres y colaboradores (32,33), encontraron que ciertas mutantes

morfológicas del hongo están asociadas con muybajos niveles de adeni

lato ciclasa. La adición de dibutiril cAMPa los cultivos de las cepas

mutantes restaura algunas propiedades morfológicas características de

la cepa salvaje.



ACCION DEL CAMP EN ORGANISMOS SUPERIORES

En 1957, Rall, Berthet y Sutherland (3h) descubrieron que la

acción activadora de la epinefrina y del glucagón sobre la fosforilasa

de higado, una de las enzimas responsables de la degradación del glucÉ

geno, estaba mediada por un compuesto termoestable, que resultó ser el

CAMP.A partir de entonces se han ido describiendo numerosos efectos

del nucleótido cíclico sobre todos los niveles de organización celular;

desde un órgano aislado hasta una enzima purificada. Algunos ejemplos

de estos efectos son: activación de la fosforilasa en varios tejidos

(35), inactivacion de la glucógeno sintetasa de higado (36), aumento

de la lipólisis en tejido adiposo (37), aumentode la esteroidogenesis

(38), aumento de la velocidad de contracción del músculo cardíaco (39)

y del potencial de membranadel músculo liso (AD), regulacion del cre

cimiento y de la inhibición por contacto de células de mamíferos

(hl,b2).

Este grupo de investigadores le asignó al CAMPel papel de

segundo mensajero (A3). El primer mensajero serian las diferentes hor

monas, encargadas de llevar la información desde el tejido donde se

producen hasta la célula receptora y el segundomensajero transferiría

esa información a la maquinaria celular. La mayoría de las hormonas

peptídicas, las catecolaminas y las prostaglandinas producen una modi

ficación de los niveles intracelulares de cAMPen las células recepto

ras. El primer paso en este proceso es la unión de la hormona a un re

ceptor especifico en la superficie externa de la membranaplasmática.
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Comoconsecuencia de esta union, se produce la activacion de la enzima

adenilato ciclasa, que cataliza la sintesis de cAMPa partir de ATP,

y por cansiguiente un aumento en los niveles intracelulares de cAMPen

respuesta a la hormonaespecifica.

El mecanismo intimo por el cual la hormonaproduce la actiqg

ción de la adenilato ciclasa aún no está completamente aclarado.

Ahora bien, cuál es el mecanismo por el cual el cAMPproduce

efectos tan diversos en los diferentes tejidos en respuesta a los está
mulos hormonales?

En 1966, se describió (bh-QB) un grupo de enzimas llamadas

proteinas quinasas, que catalizan la fosforilacion de diversos sustra

tos proteicos tales comoprotamina, caseina, histona, etc. y cuya acti

vidad es dependiente de la presencia de cAMP.Pronto se vió que estas

enzimas estaban ampliamente distribuidas en los organismos eucariontes.

Precisamente le universalidad de su distribución llevó a Huoy Greengard

en 1969 (A9) a proponer que ellas serian las medíadoras de las diversas

acciones del cAMPen los distintos tejidos. Esta hipótesis lleva implí

cita la idea de que las proteinas quinasas de todos los sistemas pueden

actuar sobre múltiples sustratos.

La distribución de las proteinas quinasas en los distintos te

jidos se determinó utilizando histona, caseina, o protamina comosustra

tos proteicos exogenos. Estos sustratos resultaron ser una herramienta

muyútil para el estudio de las proteinas quinaeas, sin entrar a inves

tigar la importancia Fisiológica de la Fosforilecion de los mismos.

Krebs propuso en 1973 (SD), un conjunto de criterios que de

bian ser satisfechos para poder decidir si un efecto particular del
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cAMPera mediado por Fosforilación proteica o no. Estos criterios son

en cierto modoanálogos a los propuestos por Robinson, Butcher y Suther

land para decidir si un cierto efecto hormonal está mediado por el

cAMP.Los criterios de Hreos son los siguientes:

l- El tipo de célula involucrado en el efecto del cAMPcontiene

una proteina Quinasa dependiente de CAMP.

2- Existe un sustrato proteico que tiene una relación funcional

al proceso mediado por CAMP.

3- La fosforilacion del sustrato altera su función in vitro.

h- El sustrato proteico se modifica in vivo en respuesta al cAMP.

5- Existe una Fosfoproteína Fosfatasa para revertir el proceso.

El primer criterio parece ser universalmente satisfecho en

celulas animales. Hay tres efectos del cAMPque hoy ya son clasicos, pg

ra los cuales se cumplentodos estos criterios: 1) aceleracion de la

glucogenolisis, proceso en el cual ya se ha demostrado la cadena de fos

forilaciones que llevan a la activacion de la glucógenofosforilasa

(51,52); 2) reduccion de la sintesis de glucogeno, por inactivacion de

la glucógeno sintetasa (53-55); y 3) aumentode la lipolisis en tejido

adiposo por activacion de la lipasa (56-58).

Se ha demostrado que estos efectos primarios del cAMPson mas

complejos. Por ejemplo, el aumento de la lipólisis en tejido adiposo no

esta mediado unicamente por fosforileción de la lipasa, sino que tam

bién son capaces de ser reguladas de la misma manera otras enzimas que

intervienen en este proceso, tales comola acetil-CoA carboxilasa (59),

la glicerofosfato aciltransferasa (60), colesterol ester hidrolasa (Sl),

hidrolasas de di y monoglicéridos (61).



Año tras año se han ido encontrando nuevas enzimas cuya

actividad está regulada por Fosforilacion dependiente de cAMPy san

en última instancia las responsables de los efectos (hormonales o no)

del cAMPdescriptos desde hace años.

Caracteristicas de la fosforilación y especificidad de sustrato

Las proteinas quinasas dependientes de CAMP(EC 2.7.1.37,

ATP:proteina Fosfotransferasa) catalizan la siguiente reacción:

proteina + ATP ———_—_—9proteina-P + ADP

La fosforilación ocurre principalmente sobre el grupo hidrcxi

lo de la serína y, en muchomenor grado, sobre el hidroxilo de la treo

nína. Este tipo de unión se demostró por primera vez en la fosvitina,

Fosfoproteina del vitelo, y en la caseina (62). Este fosfato esterifi

cado a residuos serína y treonína es alcali lábil a través de una reag

ción de B-eliminación del Fosfato que ocurre cuando los aminoácidos

estan formando parte de una union peptidica (63). En HÜNa1 N la union

se rompe completamente después de 1 hora a 3798, mientras que es comple

tamente resistente a la hidrólisis ácida en ClH 1 N, 1 hora a lÜÜQC.o

Mecanismode activacion de las proteinas guinasas dependientes de CAMP

En 1970 se dilucidó independientemente en varios laboratorios,

el mecanismo de activación de las proteinas quinasas por el cAMP(Bb-67),

luego de descubrir que este tipo de enzimas estaba Formadopor dos ti

pos de subunidades: subunidades cataliticas (B ), que catalizan la trans

ferencia del Fosfato Y del ATPa ciertas proteinas, y subunidades regg

latorias (R ) que, en ausencia de cAMP,inhiben la actividad de las su

bunidades cataliticas° El cAMPactiva estas proteinas quinasas provocag
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do la disociación de la holoenzima intacta en subunidades catalíticas

libres activas y un complejo de CAMP-subunidadregulatoria. Se ha esta

olecido para las enzimas de músculo esquelético (68) y corazon bovino

(69,70) que el mecanismode activacion puede esquematizarse asi:

R C + 2 CAMP —‘ R CAMP + 2 C2 2 v--- 2 2
holoenzimainactiva subunidad catalítica

activa

Haymuchosfactores que pueden afectar el equilibrio de esta

reaccion y por lo tanto influir sobre la activación de las proteinas

quinasas por CAMPin vivo. Algunos de los Factores estudiados son: a)

union de ATPMga las proteinas quinasas tipo I y su efecto sobre la r5

combinación de suounidades (68,70); o) autofosforilación de la suhuni

dad regulatoria de proteinas quinasas tipo II y su efecto en la unión

de CAMPy disociación de la enzima (69,70); C) disociación y activación

de las proteinas quinasas por sustratos proteicos básicos (71,72); d)

presencia de una proteina inhibitoria, diferente a R, que es capaz de

unirse a C (73).

Analogias y diferencias de las proteinas guinasas dependientes de CAMP

Las numerosas proteinas quinasas dependientes de CAMPque han

sido caracterizadas, independientemente de su origen, muestran gran si

militud con respecto a propiedades que se relacionan aparentemente con

la función biológica, tales comoafinidad por el CAMPy especificidad

de sustrato. Hay numerosos ejemplos en 1a literatura que muestran la

semejanza de diferentes proteínas quinasas (7h,75). En apoyo de esta

analogía estan los experimentos en los que se demuestra la actividad

de la enzima de un tejido sobre sustratos de otros tejidos y otros en

los que se reconstituyen proteinas quinasas dependientes de CAMPutil;
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zando subunidades cataliticas y regulatorias de diferente origen

(56,57,75,76). Estas analogías se hacen extensivas aún a las proteinas

quinasas dependientes de CAMPfirmemente unidas a componentes subcelu

lares (77-79).

Se podria suponer que hay multiples proteinas quinasas depeg

dientes de cAMP,cada una con especificidad para un solo sustrato pro

teico y con respuesta probablemente diferencial respecto a las concen

traciones de CAMP.Sin embargo, la experiencia indica que no hay dife

rencias con significado funcional evidente entre las proteinas quinasas

aisladas de varias Fuentes.

La mayoria de las proteinas quinasas estudiadas tienen un pe

so molecular que oscila entre lhÜ.ÜÜÜ-160.ÜÜÜdaltones y un coeficien

te de sedimentación de 6,8-7 S (71,76,BÜ,81). Los pesos moleculares de

la subunidad catalitica (C ) y del dimero de la subunidad regulatorio

(R2 ) son similares a los determinados para la proteína guinasa de co

razon bovino (38.000 y 98.000 respectivamente) (82).

Todas las proteinas quinasas unen 2 moles de cAMPpor mol de

holoenzima y se disocian en dos subunidades cataliticas libres y un dí

mero de subunidad regulatoria que contiene dos moles de cAMPunido.

Las subunidades aisladas de las proteinas quinasas se recombinan este

quiométricamente para formar una holoenzima dependiente de cAMPcon

una constante de sedimentación igual a la de la enzima original (7D).

Las diversas proteinas quinasas dependientes de cAMPse dis

tinguen por cromatografía de intercambio anionico y cada tejido tiene

una distribucion caracteristica de las mismas(70,83). Algunostejidos

como el corazon bovino, poseen una forma predominante de la enzima,
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mientras que en otros, comoel musculo esquelético porcino y el cere

bro bovino, aparecen dos formas enzimáticas (8h).

Se puede agrupar a casi todas las proteinas quinasas depen

dientes de CAMPen dos categorias principales; tipos I y II, según el

orden de elución de estas enzimas de una resina de intercambio anióni

co (70,53).

Las proteinas quinasas de tipo I eluyen de una columna de

DEAE-celulosa con 0,08 - 0,10 Mde ClNa, mientras que las de tipo II

lo hacen con concentraciones mayores de sal (0,15-Ü,20 M).

Las diferentes propiedades de los dos tipos de isoenzimas son

atribuibles a diferencias en el componente receptor de cAMP,ya que la

subunidad catalitica de ambasparece ser idéntica (70,81).

Las diferencias mas notables entre ambostipos de proteinas

quinasas pueden resumirse de la siguiente manera:

a) Las proteinas quinasas tipo II sólo se disocian por cAMP,

mientras que las de tipo I lo hacen por CAMP,histona o alta

concentración salina (85).

b V Las proteínas quinasas tipo II son de muyfácil reasociacion.

Apenas disminuye la concentración del agente disociante (CAMP)

se produce la inmediata recombinación de las subunidades, a

no ser que haya en el medio ClNa 0,5 M. Las subunidades de las

proteinas quinasas tipo I pueden mantenerse disociadas aún en

ausencia de cAMPy de ClNa (85).

Vc Las proteinas quinasas tipo I y II se diferencian por las pra

piedades de sus subunidades regulatorias, las cuales pueden

ser distinguidas inmunológicamente(86). Las proteinas quina



sas de corazon bovino y porcino, prototipo de las enzimas de

tipo II, se autofosforilan (B7). Se ha demostrado que la fos

forilación ocurre en la subunidadregulatoria. Esta fosfori

lación aumentala sensibilidad de la holoenzima a la disocia

ción por cAMP.Hasta el momento, no se ha demostrado fosfori

lación de las proteínas quinasas de tipo I.

Proteínas guinasas dependientes de cGMP

Existe un grupo de proteinas quinasas muysimilares a las a2

teriormente descriptas con la diferencia que se activan por cGMP.Este

tipo de enzimas se encuentra principalmente en tejidos de artrópodos

(88-91) y en unos pocos tejidos de mamíferos tales comopulmón, cerebro,

corazon e intestino (92-9h). Hasta el momentose han demostrado muy po

cas fosforilaciones catalizadas específicamente por proteinas quinasas

dependientes de cGMP;por consiguiente, su importancia fisiológica aún

no esta clara.

A diferencia de las enzimas dependientes de CAMP,las proteí

nas quinasas dependientes de cGMPno se disocian luego de la activa

ción por cGMP(91,92,95,96).

Se ha demostrado en dos laboratorios (95,96) que la holoenai

ma está formada por dos subunidades idénticas, ambas con capacidad re

ceptora del nucleótido cíclico y actividad catalítica.

Proteínas guinasas dependientes de CAMPen sistemas eucariontes inferio

I'ES

En comparación con la amplia información que existe sobre la

estructura y funcion de las proteínas quinasas dependientes de cAMPen
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mamíferos, es poco lo realizado en organismos eucariontes inferiores

(97-100).

Takai, Yamamuray Nishizuka (101) aislaron y caracterizaron

una proteína quinasa dependiente de cAMPde levadura de panaderia. La

enzima posee una estructura polimérica similar a la de las enzimas de

tejidos superiores, aunque su peso molecular es considerablemente menor.

La subunidad catalitica aislada es capaz de interactuar con la subuni

dad regulatoria purificada de higado de rata para Formar una holoenzi

ma híbrida.

En 1977, Sampson (102) señalo la existencia de dos tipos de

proteinas quinasas dependientes de cAMPen Dictyostelium discoideum.

Sus propiedades cromatográficas son semejantes a las de las proteínas

quinasas I y II de mamíferos.

Recientemente, Silverman por un lado (103) y Juliani y Da

Costa Maia por otro (10h) encontraron una actividad de proteina quina

sa dependiente de CAMPen extractos solubles del hongo acuático Elasto

cladiella emersonii, pero no llevaron a cabo ninguna caracterización

de la estructura de la enzima.

OBJETIVOS

Dada la importancia del cAMPen Mucor como responsable de cam

bios morfogenéticos, el presente estudio está orientado a esclarecer

el mecanismo de acción del nucleótido.

La hipótesis de trabajo toma comobase el hecho experimental

conocido y ampliamente aceptado de que en tejidos superiores muchas



_ 15 

sino todas las acciones del cAMPestán mediadas por las proteinas doi

nasas dependientes de CAMPsegún el mecanismo que se discutió amplia

mente en las secciones anteriores.

Si en fuggr_el cAMPactuara por un mecanismo similar, enton

ces comoprimer premisa, el hongo deberia poseer este tipo de enzimas.

Comohasta el presente no habían sido descriptas en ninguna especie de

Edgar, la primera parte de este estudio se dedicó a la búsqueda de di

cha actividad enzimática. Confirmadasu existencia se la caracterizó

cinéticamente y se estudió posteriormente su naturaleza poliméríca, pg

niendo especial énfasis en la acción del CAMPsobre la misma.



MATERIALES Y METÜDÜS
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PREPARACION DE MATERIAL BIÜLÜGICÜ

Ürganismo

Mucor rouxii (NRRL189h), cepa original del Dr. C. U. Hessel

tine (Northern Utilization Research and DevelopmentDivision,Peoria,

111.), cedida gentilmente por el Dr. Roger Storck (Rice University,

Houston, Texas).

Obtención y cosecha de esporas

Se hizo esporular el hongo en un medio conteniendo agar 5% y

jugo de tomate (Noel, Valle de Dro, etc) en partes iguales. El agar y

el jugo de tomate se autoclavaron por separado para evitar que la aci

dez del jugo hidrolizara el agar en caliente, impidiendo su posterior

gelificación. El medio caliente se trasvasó en alicuotas de 50 ml a bg

tellas de Roux que se dejaron 2h hs a 25°C antes de la inoculación, qa

mo prueba de esterilidad. Al cabo de las 2h hs, se sembró en cada bo

tella 2 ml de una suspensión de esporas (lÜÜ esporas/ml). Se dejaron

las botellas 2h hs acostadas boca arriba y luego se invirtieron. Las

esporas se cosecharon asépticamente luego de h-B dias de crecimiento a

25-3DQC.Para la cosecha se procedio de la siguiente manera. Se agrega

ron a cada botella 20 ml de agua destilada estéril, se rasparon suave

mente los esporangios con ansa de vidrio y se filtro la suspensión de

esporas a traves de una malla de nylon para remover hifas y trozos de

agar. Las esporas fueron lavadas varias veces con agua destilada por

centrifugacion a 3.000 x g (15 min) y resuspensión. Finalmente las es

poras se suspendieron en agua destilada estéril, se contó una dilución



de la suspension en camara cuentaglóbulos de tipo Neubauer, se trasva

saron a viales de vidrio estériles, los cuales Fueron sellados, rotula

dos y guardados en heladera. La concentración de esporas osciló siempre

entre 3.10B - 3.1|]9 esporas/ml. Bajo estas condiciones de almacenamien
to, las esporas permanecen viables cerca de h meses.

Para el mantenimiento de la cepa se inocularon dos tubos en

pico de Flauta con agar - jugo de tomate y una vez esporulado el mide

lio se guardaron en heladera.

Medio de Cultivo

(YPG) (13) Extracto de levadura (Difco) Ü,3 %, Peptona

(Inorp Tipo MC3) 1 %, glucosa (Roux-Ucefa) 3 %. El pH del medio se

ajustó a h,5 con SÜhH25 N. Se autoclavaron separadamente la glucosa

por un lado y el extracto de levadura y la peptona por otro (105).

Crecimiento aeróbico

Se realizó en erlenmeyers de 2 l conteniendo 600 ml de medio

YPG.Se inocularon 5.105 esporas/ml y se dejaron crecer 16-18 horas a

30°C en un agitador rotatorio New-Brunswick. Se cosechó el micelío por

filtración al vacio a través de papel MhatmanN01. Se lavo el micelío

con abundante agua destilada fria. Se escurrió bien entre dos hojas de

papel de filtro. El micelío cortado en trozos se molio en mortero con

N2 liquido; el polvo obtenido se guardó a -BÜDC.Se obtuvieron de 7-10

g de micelío a partir de 600 m1 de medio. (ver Foto A)

Crecimiento anaeróbico

En el escuema l se muestra el sistema que se utilizó para

los cultivos anaeróbicos. Se prepararon cultivos de 5,8 l en erlenmeyers

de 6 l.



Foto A - Micelio de Mucor rouxíi después de 17 hs de crecimiento

aeróbico. Aumento de AUDx.

Foto B - Células levaduriformes de Mucor rouxii obtenidas en atmósfera

de 802 después de ADhs de crecimiento. Aumento de hÜD x.



Esquema1 - Descripción del sistema utilizado para el crecimiento

anaeróbico

A- Tanque de 002

B- Manómetro

C- Tubo con lana de vidrio

D- Burbujeador que termina en una placa de vidrio porose

E- Barra magnética

F- Agitaoor magnético

G- Tubuladura de salida de gas terminada en pipeta Pasteur

(El burbujeo en agua da una medida del flujo de gas).
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Se conectó el sistema de gaseo 2 horas antes de la inocula

ción para desplazar el 02 disuelto. Al cabo de ese tiempo, se inoculg

ron 5.105 esporas/ml y se continuó con gaseo muy lento durante unas 15

horas mas hasta que las células comenzaron a fermentar. Al cabo de AD

hs a 3090, se cosecharon las células levaduriformes en fase logaritmi

ca tardía (13). El crecimiento se interrumpió enfriando el erlenmeyer

con hielo por fuera y por dentro. Las células se filtraron a través de

papel Uhatman NQl. Se lavaron con abundante agua destilada helada, se

pesaron y guardaron en congeladora a - BBDD.De un cultivo de 5,8 l de

medio YPGse obtuvieron aproximadamente 25 g de células (peso húmedo).

(ver Foto B)

PREPARACIQE DE LQÉÍEXTRACTQÉ

Todas las preparaciones fueron realizadas a hQC.Las técnicas

de homogenizacióndifirieron según se tratara de células levaduriformes

o de mioelio. El polvo de micelio se homogenizo en un homogenizador de

vidrio (tipo Ten- Broeck) con 2 volúmenes de buffer Tris-ClH 20 mMpH

7,5, 012Mg5mM, 2-mercaptoetanol 2 mM(buffer A). A partir de este si

tracto total se prepararon diferentes fracciones suocelulares. El homo

genizado total se centrifugo a 2.000 x g durante lÜ min, en una centri

fuga refrigerada Sorvall RC-2. Se guardó la fracción precipitada (P2)

y el sobrenadante se centrifugó 60 min a 100.000 x g en una ultracen

trifuga Spinco L. Este sobrenadante, dializado contra lDÜvolúmenes de

buffer fosfato de potasio 5 mM,pH 7,0, EDTAl mMy 2-mercaptoetanol 2

mM(buffer B) constituyó la fracción 5100. Los precipitados de 2.000 x

9 (P2) y de 100.000 x g (P100) fueron resuspendidos en el volumen origi
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nal de homogenización (con buffer B) y lavados dos veces antes de la

resuspensión final.

Las células levaduriformes se molieron en frio en mortero con

3 volúmenes de arena de mar (BDH, lavada con ácido). La molienda se reg

lizó hasta obtener más del BD% de células rotas. El grado de ruptura

se observó a1 microscopio con un aumento de ADDveces. El homogenizado

se tomó con dos volúmenes de buffer A y se centrifugó lÜ min a 2.000 x

g. El precipitado se lavo con un volumen de buffer A, y se volvió a cen

triFugar a 2.000 x g. Se juntaron ambos sobrenadantes y se centrífuga

ron EDmin a 100.000 x g. El 8100 fue dializado en la misma forma que

li fracción 5100 de micelio.

DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAÉ

Todas las medidas de actividades enzimáticas Fueron llevadas

a cabo en condiciones donde la velocidad era lineal con el tiempo y

respecto a la cantidad de enzima.

Proteina guinasa

Las proteinas quinasas son capaces de transferir el FosFato

terminal del ATPa residuos serina o treonina de sustratos proteicos

(106,107). Por lo tanto, se usó ATP [ 'Y—32P] para seguir la reaccion.

El sustrato proteico fosforilado se aislo por precipitación con acioo

tricloroacético.

Se incubó en una mezcla que contenía, en un volumen final de

0,1 m1: buffer glicerofosfato de sodio 50 mM,pH 6,5; EGTAl mM, aceta

to de magnesio lD mM, ATP [ Y PZP] 0,1 mM (ZDD-lDÜD cpm/pmol),
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1,5 mg/ml de histona o 3 mg/ml de caseina y CAMPentre l-lÜ iM cuando

se indica.

En todos los ensayos se preparó una mezcla del buffer, aceta

to de magnesio y EGTAde modo de pipetear lÜ pl de esta solución para

cada ensayo.

Los sustratos proteicos mas usados Fueron histona (tipo II-S

de Sigma) y caseína (libre de vitaminas, Mann). Ücasionalmente se ensa

yaron: protamina, fosvitina, albúmina (todas marca Sigma). La prepara

ción de una solución de caseina de 3G mg/ml se hizo de acuerdo con

Reimann et al (81). La caseina se suspendió en agua, se calentó a lÜÜQC

durante lÜ min manteniendo el pH en 9,5, se enfrió, se ajustó la concefl

tración de proteína a 3D mg/ml y el pH a 6.

Este tratamiento aumenta la capacidad de la caseína comosus

trato Fosforilable.

Los demássustratos proteicos se disolvieron directamente en

agua destilada.

Por simplicidad operativa numerosas veces se preparó una meg

cla de incubación con todos sus componentes de la cual se agregaron SU

‘yl a cada tubo; el resto del volumen se completó con preparación enzi

mática y/o agua.

Las incubaciones se realizaron a 30°C durante lÜ minutos. La

reaccion se comenzó con el agregado de enzima y se detuvo agregando 20

pl de albúmina (50 mg/ml), seguidos de l ml de ácido tricloroacético

lÜ %. La albúmina se agrega para facilitar la precipitación de proteí

na en los pasos subsiguientes. Los tubos se centrifugaron 5 min a 3000



r.p.m. en centrífuga clínica y se decantó el sobrenadante. El precipi

tado de proteina se resuspendiú en 0,2 ml de PÜQHNaNHhl M y la protei

na se reprecipitó con l ml de acido tricloroacetico lÜ %. El procedi

miento de centrifugación, resuspensión y reprecipitacion se repitió dos

veces más. La resuspension final se realizó en 0,1 ml de HÜH1 N. Se

sembró el total de cada muestra en un cuadrado de papel Uhatman 3 de

2 x 2 cm, que se secó bajo lámpara infra-roja. Los papeles secos se con

taron en solucion centelladora en un contador de centelleo líquido (ver

contaje de radiactividad).

En los casos en los que hubo que medir actividad de proteina

quinasa en Fracciones particuladas, las muestras ya lavadas se procesa

ron de mododiferente debido a la incompleta solubilización del precipi

tado final de proteina fosforilada en HÜHl N. Se digirieron los preci

pitados proteicos con hÜÜlpl de Protosol (NewEngland Nuclear), que es

una solucion 0,5 Mde hidróxido de amonio cuaternario, dejando los tu

bos toda la noche a temperatura ambiente y media hora a SDQC.Se agrega

ron luego 3 ml de solución centelladora a cada tubo y se trasvaso su

contenido a viales para el oontaje de radiactividad.

La técnica de aislamiento de la proteina fosForilada por cen

triFugación detallada anteriormente fue una modificacion de la descrip

ta por Huoy Greengard para ensayar la actividad de otras proteinas qui

nasas (Q7).

Los blancos del ensayo se realizaron agregando la enzima des

pués del acido tricloroacético. Los valores de los blancos oscilaron en

tre AUD-2000cpm dependiendo de la actividad especifica del ATP[ Y P2P]

usado. Las incorporaciones minimas Fueron de por lo menos cuatro veces
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el valor del blanco.

Los resultados se expresaron en nanomoles o picomoles de Fos
32

fato incorporado a la proteina a partir del ATP [ 'Y- P] en lU mino
tos de incubación a 3008.

Proteína receptora del CAMP

Las proteinas quinasas dependientes de CAMPunen CAMPcon al

ta afinidad y especificidad. La actividad receptora de CAMPpuede me

dirse utilizando el nucleótido marcado con BH, aprovechando la propie

dad del complejo proteina receptora-CAMP de ser retenido en membranas

de nitrocelulosa, mientras que el CAMPlibre no lo hace (108).

Las condiciones de incubación fueron las siguientes: buffer

FosFato de potasio 50 mMpH 7,0; CAMP-BH(New England Nuclear Corpora

tion, 38,h Ci/mmol) entre 0,15 y l‘pM, en un volumen final de SÜ‘pl.

Los tiempos de incubación Fueron: 5 minutos a 3098 o 60 min a DQC. Ter

minada la incubación se agregó a cada tubo l ml de buffer FosFato de so

dio 20 mMpH 6,0 y el contenido se Filtró por membranas del tipo "Mill;

pore" (Millípore, HA, ó Schleicher 8 Schüll BA-BS.Se lavaron los Fil

tros con lÜ ml del mismo buffer, se secaron las membranas y se contó su

radiactividad (ver contaje de radiactividad). En todos los experimentos,

las condiciones de incubación Fueron tales que el CAMPincorporado no

superó el 3D % del CAMPtotal.

La actividad receptora de CAMPse expresó como picomoles o

Femtomoles de CAMPunidos en las condiciones del ensayo.

Otros ensayos enzimáticos

Catalasa (de higado bovino, Peso Molecular 2hD.ÜÜD,Sigma).
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La catalasa cataliza la siguiente reacción:

2 HZÜ2 ——) 2 HZÜ+ 02

La actividad enzimática se ensayó incubando la enzima en pre

sencia de un exceso de HZÜ2y midiendo el H202 remanente con solución

de IH (109). La mezcla de incubación contenía en un volumen final de

0,15 m1, buffer Fosfato de potasio 50 mM, pH 7,0, HZÜ2ADmM(Superoxol,

Merck 30 % p/v)y enzima. Después de 5 min a 30°C se detuvo la reacción

con 2 ml de IK 10% (p/v). Se leyó la absorbancia a #25 nm.

Peroxidasa (de rebano picante, Peso Molecular AÜ.ÜÜÜ,tipo I de Sigma)

peroxidasa + H202 _____—;> compuesto

compuesto + AH2 (dador) ——————5>peroxidasa + HZÜ + A

La actividad enzimática se ensayo utilizando comodador Ü-dia

nisidina (BDH), cuya Forma oxidada desarrolla color (Catálogo de Mor

thington, 1969) (llÜ).

En la reacción se mezclaron 3 m1 de H202 Ü,ÜÜ3%(preparada

fresca a partir de una solución madre de H202 0,3%) con 20,ul de o-dya

nisidina l %en metanol (preparada Fresca) y la alicuota enzimática.

Luego de 15 min a 309€ se leyó la absorbancia a ASDnm.

Ureasa (de soja, Peso Molecular #83.ÜÜÜ, tipo IX, Sigma).

La ureasa catalíza la hidrólisis de la urea

(NH2)2CÜ + 3 HZÜ -—-—€> CÜZ + 2 NHAÜH

El método de dosaje se basó en la medición del hidróxido de

amonio Formado por reacción con Fenol e hipocloríto de sodio en medio

alcalino dando azul de indofenol que se midió espectrofotometricamente

(lll). La reacción se realizó en dos etapas: en la primera etapa se
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incubó ZÜ‘pl de solución de urea (15 mg/ml) con #0 pl de la Fracción

enzimática; luego de 7 min a 3090 se agregaron 0,2 ml del reactivo de

fenol (fenol 50 g - nitroprusiato de sodio 0,25 g en 1 l de agua des

tilada) y 0,2 ml del hipoclorito alcalino (25 g de 0HNa, 2g de 010Na

en 1 l de agua destilada); se dejó otros 7 min a 3000 y se leyó la ao

sorbancia a 5h0nm.

Fosfatasa alcalina (de E.coli, Peso Molecular 80.000, tipo III, Sigma).

Esta enzima, cuya actividad óptima es a pH alcalino, catalí
za la siguiente reacción:

Monoéster ortofosfórico + H20 -——————;>alcohol + PUL‘H3

Para dosarla se utilizó la técnica de Garen y Levinthal (112),

en la cual se mide la liberación de p-nitrofenol a partir de p-nitrofie

nilfosfato. La mezcla de incubación contenía, en un volumen final de

2 ml, 1 ml de p-nitrofenílFosFato en buffer Tris-ClH 0,1 MpH 8,0 y una

alícuota de la enzima. Luego de incubar 15 mín a 3000 se midió la ab

sorbancia a hlÜnm.

Valoración de marcadores de peso molecular

Estos marcadores Fueron valorados midiendo su absorbancia a

la longitud de onda óptima de cada compuesto.

Azul-dextrano 25h y 630 nm (P.M. 2.000.000)

Vitamina 012 #00 nm (P.M. 1200)

Citocromo c #20 nm (P.M. 12.h00)(Sigma, tipo UI)

Albümina bovina 230 nm (P.M. 60.000)(Sigma,Fracción V)
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GRADIENTES DE SACARÜSA

Los gradientes de sacarosa fueron preparados según los linea

mientos generales de Martin y Ames(113).

Los gradientes entre 5-20 % de sacarosa (p/v) fueron Forma

dos varias horas antes de ser usados con 7 capas, de 0,65 m1 cada una,

de soluciones de concentración decreciente de sacarosa. La solución de

sacarosa fué preparada en buffer B o en buffer B conteniendo ClNa 0,5 M.

Los diversos agregados que se hicieron a cada gradiente se indican en

cada experimento.

La muestra se sembró en un volumen de 200 ul que incluyó siql

pre una mezcla de marcadores de peso molecular. Los marcadores usados

fueron catalasa, Fosfatasa alcalina, peroxidasa y citocromo c (11h).

La centrifugación de las gradientes se realizó en un rotor su

39 de la ultracentrifuga Spinco modelo L, a 97.000 x g durante 16 ó AD

horas a hQB. Se recogieron 2h fracciones de 0,2 ml cada una, haciendo

sifón con un catéter, del Fondo del tubo a la superficie. El peso mole

cular aproximadode la especie incógnita se calculó utilizando la si

guiente fórmula:
3/2

PM

p
x "x

MStand xstand

dondex es la distancia, en unidades arbitrarias, recorrida por el mar

cador o por la muestra incógnita desde la superficie del tubo. Esta Fóï

mula es sólo aproximada, porque implica suponer que las proteínas son es

Féricas.
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TECNICAS CRÜMATÜGRAFICAS

Cromatografía en DEAE-celulosa

Se utilizó DEAE-celulosa Serva DEAE-SS,capacidad 0,71

mEq/mg, tratada con ClH e HÜNa,como lo indican Peterson y Sorber (115).

Comolas cromatografias se hicieron siempre en presencia de

buffer Fosfato de potasio, se cambió el contraión de la resina ponien

dola en contacto con una solucion de fosfato de potasio lÜD mM;luego

se filtro y se lavo la resina con el buffer de equilibrio.

Las columnas se sembraron manteniendo una relación de AUmg

de proteina / lÜ m1 de resina empaquetada. Cuando la elucibn fué dis

continua, se eluyo con dos volúmenes de cada buffer y las Fracciones

recogidas Fueron de l/lÜ del volumen de la columna. Cuando la elucion

Fué con un gradiente continuo, los volúmenes usados se indican en cada

CESÜ.

Filtración en gel

A lo largo del trabajo se utilizaron diversas filtraciones en

gel: Sepharosa GB, Sephadex G-ZÜÜ—Sephadex G-lÜÜ y Sephadex 8-25

(Pharmacia, Uppsala).

El volumen muerto de las columnas de Sepharosa 6 B, Sephadex

5-200 y G-lÜÜ se determinó utilizando Azul Dextrano y el de las colum

nas de Sephadex 5-25 utilizando hemoglobina o azul dextrano.

Para calibrar las columnas(116) se utilizaron los siguientes
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marcadores: ureasa, catalasa, Fosfatasa alcalina, albúmina bovina, de

roxidasa y vitamina 812. Este último es un marcador de inclusión total,

para los geles de Sephadex 6-200 y G-lÜÜ.

Haciendo 1a misma suposición que se hizo para los gradientes

de sacarosa, se puede determinar el peso molecular aproximado de una

proteína desconocida de la gráfica de calibración de la columna de
V - U

Sephadex. Se grafica H versus log peso molecular H = —E—-——E—av av V -V ’gel o

donde UEes el volumen de elución de la proteina incógnita o del marca

dor, V0 es el volumen muerto y V es el volumen de la columna empaquegel
tada.

SINTESIS DE ATP [ ‘Y-32P]

Para la sintesis de este nucleótído radiactivo se siguió, en

lineas generales, la técnica de Glynn y Chappell (117) con las modifi

caciones introducidas por Changet al (118).

El 3ZPi, en solución clorhidrica, fue provisto por la Comisión
Nacional de Energia Atómica o donado por el Dr. H. Torres (1.1.8.). La

sintesis se realizó en un tubo de ensayo en el que se llevaron a seque

dad 5-10 mci de 32Pi. La composición de la mezcla de incubación fue la

siguiente: buffer Tris-ClH 5ÜrM4pH 8,0, ATPl mM, acido 3-fosfoglíceri

co 0,5 mM, Cl Mg 2 mM, EDTA 0,5 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM, NAD+50,uM2

en un volumen Final de 200 ul. Luego de ajustar el pH a 8 con HÜNase

agregaron h_pl de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa de músculo de

conejo (Sigma) y 2,ul de 3-Fosfoglicerat0quinasa de levadura, tipo IU

(Sigma). Se incubó 3D-h5 min a 30°C.
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Para el aislamiento del ATPradiactivo, se diluyó la mezcla

de incubación con agua hasta h ml, y se sembró en una columna de DEAE

HNHcelulosa (Forma HCÜ3-) de 0,3 x h cm, equilibrada con CD 20 mM;3 h

el fosfato inorgánico se eluyó con lÜ ml de CDSHNHABD mMy el ATP con

10 ml de CÜBHNHA300 mM. El eluido de ATP se llevó a sequedad en un eva

porador rotatorio, luego del agregado de 1,5 ml de tríetilamina y 3 ml

de etanol. Para asegurar la evaporación de la tríetilamina y del picar

bonato de trietilamonio se lavó el tubo dos veces con 3 m1 de etanol y

se llevó nuevamente a sequedad. El ATP[ -;2P] se disolvió Finalmeg

te en etanol-EDTA 0,2 mM(1:1) y se guardó a -ZDQC(119). La actividad
3 3

especifica del ATP [ Y -}2P] osciló entre 5x10 —30x10 cpm/pmol.

BÜNTAJE DE RADIACTIVIDAD

Para el contaje de las muestras radiactivas se utilizó un

contador de centelleo liquido Packard.

Las muestras resultantes del ensayo de proteína quinasa se

contaron en viales de plastico chicos con 3 ml de solución centelladora,

apoyados sobre los viales standard del aparato.

Concualquier otra muestra radiactiva a contar, (sintesis del

ATP, por ejemplo) se procedió de la misma manera, previo sembrado y se

cado del material sobre papel Uhatman ND3.

Los filtros de nitrocelulosa que se usaron para el ensayo de

actividad receptora de cAMPFueron secados bajo lampara infra-roja y

contados como se explicó más arriba.
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Composiciónde la solución centelladora: 0,1 g de dimetil

POPOP(l,h-bis [ 2 (h-metil-S-Fenil oxazulil] benceno), h g de PPO
(2,5- difenildxazgl) (ambosmarca Sigma) por litro de toluend (Atandr).

Comolas muestras insolubilizadas en el papel de Filtro d en

el filtro de nitroceluldsa nd se solubilizan en la mezcla centelladdra,

ésta pudo ser reusada muchas veces.

La radiactividad de 32Pi se midió a 25 % de ganancia y con

una ventana de 50-CK3, durante 1/2 minuto. La radiactividad de H3 se

midió a 60 % de ganancia y con una ventana de 50-1000, durante l min.

OTRAS TECNICAS

La proteina fue valorada por el metodo de Ldury y col. (120),

utilizando albúmina bovina comopatrón. En todos los casos la proteina

de la muestra Fue precipitada con acido triclaroacético en una concen

tración final de 10 % y luego resuspendida en HONal N.

El Fósfatd inorgánico se dosó por el método de Fiske y

SubbaRdu (121).



RESULTADOS
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DISTRIBUCION SUBCELULAR DE ACTIVIDADES DE PRDTEINA QUINASA ENSAYADAS

SIN SUSTRATÜ EXÜGENU Y CDN CASEINA

Se comenzó el estudio de las proteinas quinasas de Mucor

rouxii analizando su distribución subcelular en extractos de micelio

preparados como se indica en Materiales y Métodos.

En cada fracción (P2, P153 y 5100) se midió la actividad es

pecifica y total de proteina quinasa en presencia de caseina (3 mg/ml)

y en ausencia de sustrato exógeno. El ensayo sin agregado de sustrato

da una medida de la actividad endógena de proteina quinasa, con las li

mitaciones que puede tener un ensayo en el que varian simultáneamente

la cantidad de enzima y de sustrato.

La Tabla I resume las actividades específicas y totales de

proteina quinasa que se obtuvieron cuando se sometieron 2 g de polvo de

micelio al Fraccionamiento subcelular anteriormente descripto. Los re

sultados son el promedio de cuatro experimentos.

La distribución de las actividades ensayadas con caseína o

con sustrato endógeno es muy similar. Más del 7D % de la actividad de

proteina Guinasa está asociada a la Fracción particulada que sedimenta

a bajas revoluciones, o sea a membranasy/o pared celular. Se comprobó

que la actividad especifica de esta Fracción permanecía constante luego

de sucesivos lavados y centrifugaciones. Esto significa que esa activi

dad es propia de la fracción y no es debida a una contaminación del so

brenadante. El hecho de que el 70 % de la actividad endógena sea también



TABLAl

DISTRIBUCIONSUBCELULARDEACTIVIDADESDEPRÜTEINAQUINASAENEXTRACTÜSDEMICELIÜ

ActividadendógenaActividadconCaseinaa

FraCCIÓ“actividadactividadtotalactividadactividadtotal

bb nmoles/lÜ'%C

subcelularespecificanmoles/ld%Cespecifica Extracto0,80AS6,2350 crudo P1,o531,572,2:2,58,023972,1:i,3

2
P0,552,66,0:2,14,219,86,o:i,9

lÜÜ
s0,379,521,8:y,u2,872,621,939.3

lÜÜ
aA1aactividadconcaseinaleFuerestadalaactividadendógena.bExpresadaennmolespormgdeproteinapor10min. CSetomócomoIÜÜ%deactividadalasumadelasactividadesdelasFraccionesdeP2,

PlÜDy5100.Ladistribuciónporcentualestádadacomoelvalormedio:_ladesviación standard.

36 
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particulada indicaria que por lo menosen dicha fracción hay sustrato

(s) para la proteina Quinasa.

Para los cálculos de actividad enzimática se utilizó la zona

lineal de la curva de actividad versus la concentración de enzima. Pa

. . 1 +
ra las act1v1dades del 8100 (+case1na), P2 (._ caseina) y PlÜU ( + ca

seina) la linealidad se mantuvohasta los 20.pg de proteina, mientras

que para la actividad endógena del SlÜÜy del PlÜÜ se observó lineali

dad hasta los lÜD‘pg.

En 1a Tabla II se puede observar 1a distribución subcelular

de las actividades de proteina quinasa medidas en extractos de células

levaduriFormes. Esta distribución es aparentemente diferente a la de

micelio. Mientras que en éste, el 70%de la actividad sedimenta a

2.000 x g, en las células levaduriformes hay más actividad asociada a

la Fracción P100. Sin caseina, no se pudo detectar actividad en la frag

ción P2. Muyprobablemente estas diferencias en la distribución subce

lular de las caseinas quinasas surja del diferente grado de asociación

de la membrana a la pared celular en ambas Formas del hongo.

Las actividades especificas son muysimilares en ambostipos

de extractos. Las actividades totales no pueden compararse por varios

motivos: primero, los datos de la Tabla II son el resultado de un único

experimento; segundo, la rotura de las células levaduriformes, si bien

alta, no fué total y tercero, la igualdad de pesos húmedosde micelio y

células levaduriformes no implica igualdad de pesos secos. Lo que llama

la atención de estos resultados es que, a diferencia de lo que ocurre en

micelio, en células levaduriformes la sumade las actividades totales

de las Fracciones es sólo el 50 %de la actividad total del extracto.



TABLAII

DISTRIBUCIONSUBCELULARDEACTIVIDADESDEPRDTEINAQUINASAENEXTRACTDSDELEUADURAa

ActividadendógenaActividadconcaseína

FrHCCló”actividadactividadtotalactividadactividadtotal

bb nmoles/10'%C

subcelularespecíficanmoles/10'%c específica ExtractoD,b6182,7106 crudo P2NDNDÜ,h16,635 P1000,722,7325,019,03o 5100D,hD6,h681,317,835 aEsteexperimentofuérealizadocon2gdecélulaslevaduriformes(pesohúmedo).En

MaterialesyMétodosestáexplicadocomosepreparóelextractoylasfraccionessubcelulares.Estosdatosprovienendeunúnicoexperimento.Alaactividadconca seinalefuerestadalaactividadendógena.

bExpresadaennmolespormgdeproteinaporIDmin. c...
Lasumadelasact1v1dadesdeP2,PlÜÜy510ÜsetomocomolÜÜ%.

ND:nosedetectóactividad.

33 
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Esto probablemente indique que la expresión de la actividad total es el

resultado complejo de varios Factores que necesitan estar juntos para

interactuar.

DISTRIBUCION SUBCELULAR DE LA ACTIVIDAD DE PRÜTEINA QUINASA DEPENDIENTE

DE CAMP

Los experimentos de distribución subcelular resumidos en las

Tablas I y II se realizaron en todos los casos en ausencia de sustrato

exógeno o con caseina, en presencia o en ausencia de cAMP0,1 mM.Si

bien en la actividad endógena de la fracción SlÜÜse notó una ligera es

timulación por cAMP(1,5 veces), la actividad con caseina no mostró va

riaciones. Cuandose ensayo la actividad de proteina quinasa en las di

Ferentes Fracciones subcelulares utilizando comosustrato histona se

obtuvieron resultados muydiferentes. El ensayo de actividad de las

fracciones particuladas P2 y PlÜÜmostró que la actividad en presencia

de histona no superaba la actividad endógena y no habia estimulación

por cAMP.Esto indicaria que no hay actividad de proteina quinasa depen

diente de cAMPasociada a estas Fracciones.

Cuando se ensayo actividad de histona quinasa de la Fracción

SlÜÜde micelio o de células levaduriformes, se encontró una actividad

especifica que osciló alrededor de los 500 pmoles de ATPincorporados

por mg de proteina en lÜ minutos en presencia de cAMPy de unos 150

pmoles/mg proteina/10 minutos en ausencia de CAMP.Tanto la actividad

de histona quinasa comola actividad endógena reflejan la presencia de

proteínas quinasas solubles dependientes de cAMP.Estos resultados es
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tán de acuerdo con datos de la literatura (h5,h9) según los cuales la

histona es utilizada preferentemente por las proteinas quinasas depen

dientes de CAMP.

En la figura 1 se ve un ejemplo clásico de la forma que pre

sentan las curvas de actividad enzimática de la Fracción 510Üde mice

lio con y sin agregado de histona como sustrato exógeno. De estos datos

surge que es muydificil calcular actividades especificas pues las cua

vas casi no presentan zona de linealidad. Esta Falta de linealidad pos;

blemente refleje la presencia en el extracto de moduladores de la act;

vidad enzimática (55). Por otra parte, no se sabe cuan lícito es restar

le la actividad endógena a la actividad de histona quinasa pues al agrg

gar un sustrato exógeno puede dejarse o no de utilizar el sustrato en

dógeno. De todos modos, de los datos de las Tablas I y II, surge clara

mente que sólo hay actividad de proteina quinasa dependiente de cAMP

en la fracción soluble. Estos resultados están de acuerdo con los encon

trados en el laboratorio sobre la distribución subcelular de la activi

dad receptora de CAMP.Este estudio (122) mostró que el 92 % de dicha

actividad es soluble, sugiriendo que la actividad receptora de cAMPy

la de proteina quinasa dependiente de CAMPpudieran estar relacionadas.

CRÜMATÜGRAFIA EN DEAE — CELULÜSA DE LA FRACCION SlÜÜ DE

CELULAS LEVADURIFÜRMES

En la Figura 2 se muestra el perfil de proteinas quinasas ob

tenido al cromatografiar una alícuota de la fracción SlÜÜde células lg
vaduriformes por una columna de DEAE-celulosa y eluir la proteina con



Figura l - Curva de actividad de proteína quinasa de la Fracción SlÜÜ

de micelíc (16 mg/ml de proteína), en presencia y en ausencia de CAMP.

a) sin agregado de sustrato exúgeno, b) con el agregado de histcna

(1,5 mg/ml). Actividad específica del ATP: 300 cpm/pmnl.
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Figura 2 - Cromatografía en DEAE-celulosa de una alícuota de 1a fracción

5100 proveniente de células levaduriformes. Se sembraron 35 rngde pro

teína en una columna de DEAE-celulosa ( 1 x 11 cm) equilibrada con bu

f‘f‘er B. Se recogieron fracciones de 1 ml y se ensayo en alícuotas de

50 ul: actividad receptora de cAMP(--0—); actividad de caseína

Oquínasa en ausencia de cAMF’( ); actividad de histona quínasa

en presencia de cAMP0,1 rnM(-—CI-—) y en ausencia de CAMP

("—A—). El fosfato de potasio fue valorado según la técnica de

Fiske y SubbaRow(121). El perf‘il de proteínas se determinó según la

0.El. a 7ÜÜnm de una alícuota valorada por la técnica de Loury et al

(120) <------- -->.
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un gradiente continuo de fosfato de potasio de D-Ü,h M. Se obtuvieron

dos picos con actividad de caseina quinasa, independientes de cAMP.El

pico I eluyó junto con el percolado, o sea que no se retuvo en la co

lumna. El pico II eluyó apenas comenzadoel gradiente. A una concentra

ción de fosfato de potasio de aproximadamente 0,17 Meluyó el único pi

co de actividad de histona quinasa dependiente de CAMP(pico III). Jun

to con esta actividad eluyó la actividad receptora de cAMP,indicando

una vez más una probable asociación entre ambas.

Este perfil se reprodujo cada vez que se procesó un extracto

de células levaduriformes. En cambio, los perfiles obtenidos con la

Fracción SlÜÜde micelio fueron variables en cuanto a la histona quina

sa y proteina receptora de CAMP.Los perfiles extremos que se obtuvie

ron fueron: uno comoel obtenido a partir de células levaduriformes en

que ambas actividades eluyeron a la concentración más alta de fosfato

de potasio y otro en el que eluyeron a baja fuerza iónica (figura 3).

En algunos casos se obtuvieron perfiles mixtos, es decir, se evidencia

ba la presencia de ambospicos.

Debido a que los perfiles obtenidos con extractos de micelio

no fueron reproducibles y a que la histona quinasa dependiente de cAMP

que eluye a D,D7Mde Fosfato era muy inestable, se utilizaron extrac

tos de células levaduriformes para la caracterización de esta proteina

quinasa.

ALGUNAS PROPIEDADES DE LÜS PICDS I Y II DE CASEINA QUINASA

Se trabajó con un pico I proveniente de la Fracción 5100 de

micelio, concentrado por precipitación con sulfato de amonio hasta BU%



Figura 3 - Cromatografía en DEAE-celulosa con elución discontinua

de alicuotas de la fracción SlÜÜproveniente de células levaduri
formes (a) y de micelío (o). En ambos casos se sembraron 36 mg de

proteina en una columna de DEAE-celulosa de 1D ml (1 x 11 cm). La

proteína se eluyó sucesivamente con 20 ml de buffer B, 20 ml de fos

fato de potasio 1DGmMen buffer B y 20 ml de fosfato de potasio

300 mMen buffer B. En cada panel se recogieron 20 Fracciones de

1 ml. Se ensayo actividad de histona quinasa en alicuotas de 50,u1

0 ) y de proteina receptora de CAMPEn presencia de CAMP(

)o0en alicuotas de hÜ_ul (
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de saturación, previo agregado de albúmina hasta 2 mg/ml, disolución

en buffer B y diálisis contra el mismobuffer.

Por recromatografia en DEAE-celulosaesta actividad de pro

teina quinasa siguió eluyendo con el percolado, descartándose asi que

pudiera corresponder a sobrecarga de la primera columna de DEAE-Celuyo

sa. Esto indicaria que a pH 7-7,2 esta enzima está negativamente carga

da.

Esta actividad de proteina quinasa fosforila con la mismaeii

ciencia caseina o fosvitina y no Fosforila histona. Con ninguno de es

tos sustratos se observó estimulación cuando la actividad se ensayo en

presencia de CAMPo de cGMP 0,1 mM.

Con esta preparación de caseína quinasa se hicieron algunas

medidas cinéticas. En la Figura h-a se ve que la concentración óptima

de caseina está por encima de los h mg/ml. En la figura h-b se ve que

la actividad es máxima y constante entre 5-15 mMMg++(como acetato) y

en la h-C que la Kmpara el ATP es del orden de BÜ-hÜ‘pM.

El pico II de proteina quinasa, también utiliza caseina o

Fosvitina comosustrato exógeno y tampoco presenta estimulación por

CAMP o cGMP.

PURIFICACIÜN DE LA PRÜTEINA QUINASA DEPENDIENTE DE CAMP

El Esquemade purificación Fué diseñado en base a las propie

dades diferenciales que en este sistema presentan las proteinas quina

sas independientes de CAMPy la dependiente de CAMP.En la tabla III se

presentan los datos de purificación obtenidos a partir de 20 g (peso



Figura 1+- Dependencia de la actividad del pico I de proteina quinasa

con la concentración de: a) caseína, b) Mg++y c) ATP. Para todos los

ensayos se utilizaron 3‘pl del concentrado del pico I. Las condiciones

standard de los ensayos fueron: 300.pg de caseina, acetato de magnesio

1D mMy ATP 0,1 mM.La actividad especifica del ATP utilizado fue de

100 cpm/pmol.
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húmedo) de células levaduriformes. La fracción SlÜÜFué preparada como

se describió en Materiales y Métodos. Esta fracción se tomó comoetapa

primera de la purificación. Para calcular la actividad específica de la

Fracción SlÜÜFue necesario trabajar a alta dilución del extracto (200
veces) a Fin de obtener linealidad en la curva de enzima. El ATPcon el

que se hicieron estos ensayos fué de muyalta actividad especifica

( nu lÜÜÜ cpm/pmol).

Para el segundo paso de la purificación, se ensayó un fraccng

namiento con sulfato de amonio sólido. La tabla IU resume los resultados

obtenidos. Entre 20-h5 % de saturación precipita mas del 9G % de la act;

vidad de proteina quínasa dependiente de cAMPy de la actividad recepQg

ra de CAMP.Debido a que entre Ü-ZÜ% de saturación precipita muy poca

proteina, se resolvió hacer un Fraccionamiento entre Ü-h5 %. El precioi

tado, obtenido luego de 20 min. de centrifugación a 12.000 x g se guar

dó a - 209Gdurante una noche sin apreciable pérdida de actividad enzi

mática. El precipitado se resuspendió en el minimo volumen de buffer 3

(2-h ml), se clarificó por centrifugación a 12.000 x g 20 min y se de

saló por pasaje a través de una columna de Sephadex 8-25 (volumen de la

columna, aproximadamente 10 veces el de la muestra a desalar), calibra

da con Azul Dextrano. Este paso purifica bastante. La proteina total dis

minuye unas 9 veces y se pierde un 35 % de actividad enzimática.

El siguiente paso Fué diseñado para separar la proteina quina

sa dependiente de cAMPde las independientes de CAMP.En base a la co

lumna de DEAE-celulosa de la figura 2 se diseñó una columna de DEAE-ce

lulosa de elución discontinua. Las dimensiones de la columna se ajusta

ron a las descriptas en Materiales y Métodos. Se sembró 1a Fracción 2,



TABLAIII

PURIFICACIÜNDEPRÜTEINAQUINASADEPENDIENTEDECAMPa

FracciónProteinaActividadActividadPurificaciónRendimiento

totaltotalespecifica(mg)(pmclesxlÜ'3)(pmoles/mg)(-veces)%

1'S100550una6901,0100 Z'SÜA(NHh)2V74,728237825,553

Sephadex 8-25

3-DEAE-celu

losayconcentracibn15'01077176lÜ,hzu

h-Sephadex

G-ZÜÜh,37h1726025,016,5

aLaactividaddeproteinaquinasadependientedeCAMPfuépurificadacomosedescribe

eneltexte.Encadapasodelapurificacibnsedeterminóactividadtctalyactividad especifica.Lapurificaciónfuéhechaapartirde20g(pesohúmedo)decélulasleva durifdrmes.

AB 
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TABLA IU

FRACCIONAMIENTO PUR SÜL’(NHh)2

Fracción Distribución de la actividad C
%

Experimento 1a

0-20 % 0,7

20-60 % 93,2

sobrenadante de 60 % 6,0

Experimento 2b

20-h5 % 9h,5

us-sa se 5,5

aEn el experimento 1 se sometió una alícuota de la Fracción

510Üde células levadurifcrmes a precipitación con 80h (NHA)2sólido

hasta 20 % de saturación. Luego de 20 min. a 12000 x g, se precipitó

el sobrenadante ccn 50h(NH,+)2hasta 60 %. Se centrifugó nuevamente y

se ensayü actividad de proteina quinasa en los precipitadcs redisueltcs

en buffer B y en el schrenadante.

bEn el experimento 2 se refraccicnó el precipitado de 20-60 %

redisueltc en buffer B entre 20-h5 % y entre #5-60 %de sal. Se disol

viercn los precipitadcs en buffer B y se ensayó actividad de proteina

quinasa.

CSe tomó como 100 % la suma de las actividades de las Fraccig

DES.
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se lavó la columna con dos volúmenes de buffer B, luego con dos volume

nes de Fosfato de potasio lÜÜ mMen buffer B y por último con dos volg

menes de Fosfato de potasio 300 mMen el mismo buffer. En este último

lavado eluyó la proteína quinasa dependiente de cAMP,mientras que las

independientes lo hicieran en el primero y segundo lavados. Se junta

ron las fracciones activas y se concentraron en un saco de diálisis con

tra Polietilenglicol 6000 (Carbouax). El concentrado fué dializado ex

haustivamente contra buffer B, constituyendo la etapa 3 de purificación.

Si bien en este paso, el rendimiento es bajo y la purificación es de

sólo dos veces, se logra eliminar la interferencia producida por las

otras proteínas quinasas.

A partir de esta etapa se pierde la actividad endógena, o sea

la capacidad de fosforilar sustrato (s) presentes en el extracto. Esta

actividad endógena, buena parte de la cual es independiente de CAMP,

interfiere bastante en las determinaciones de actividad de histona qui

nasa, sobre todo en las etapas 1 y 2 de purificación. Para eliminar

esta interferencia hay que realizar los ensayos de actividad enzimática

a alta dilución del extracto.

En el último paso de purificación, se filtro la Fracción 3,

disuelta en un volumen Final de 1 ml, por una columna de Sephadex B-ZÜÜ

(1,7x 63 cm) equilibrada con buffer Fosfato de potasio 20 mM,EDTAl mM,

mercaptoetanol 2 mM.La holoenzima, o sea, la proteína quinasa sin disg

ciar, eluyó muy poco después del marcador de exclusión total (Azul Dex

trano) (figura 5). Este paso separa eficazmente a la holoenzima de sub

unidades disociadas preexistentes.

En todo el proceso de purificación se siguieron siempre las



Figura 5 - Filtración de la proteina quinasa parcialmente purificada

por columna de Sephadex G-ZÜÜ. 1 m1 de la preparación enzimática

(etapa 3 de purificación) conteniendo 12 mgde proteína, se filtro a

través de una columna de Sephadex G-ZÜÜ(1,7 x 63 cm) equilibrada

con buffer fosfato de potasio 30 mM,pH 7,2, EDTAl mM,mercaptoeta

nol 2 mM.Se recogieron fracciones de 1 ml. Se ensayaron las actiqi

dades de histona quinasa en presencia de cAMP( ) y de pro

6teína receptora de CAMP( ) en alícuotas de 50¡ul. El perfil

de proteínas se determinó según la 0.0. a 7DGnm de una alícuota va

lorada por la técnica de Lomryet al (120) (- ' - ‘ - - - 9.
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dos actividades asociadas a la proteina quinasa dependiente de CAMP:

la actividad catalitica y la actividad receptora de CAMP.Si bien en

la tabla III sólo se expresa la actividad catalitica, la actividad re

ceptora siguió el mismoeSquemade purificación, con una actividad es

pecifica inicial de 3,2 pmoles de CAMPunidos/mg de proteína. Ü sea que

ambasactividades siguieron estando asociadas entre si a través de estas

cuatro etapas.

CARACTERIZACION DE LA PRÜTEIEA QUINAEA DEPEfiPIENTE DE CAMP

Activación por CAMP

En la Figura 6 se muestra la aCtivaCión de la proteina Quina

sa (fracción A de purificación) por concentraciones crecientes de CAMP.

La mitad de 1a estimulación máxima se logra con una concentración de

CAMPde aproximadamente 30 nM y la maxima estimulación con ZÜDnM. Se

necesita una concentración de CGMPlÜÜ veces mayor para obtener la mis

ma estimulación máxima.

Resultados previos indican que la capacidad receptora de nu

cleótido cíclico asociada a la proteina quinasa también es altamente

especifica para el CAMP(122).

Por otro lado, la AÜ5 para el CAMP(figura 6) y la Hd de 20
1

nMpara la proteina receptora (122) son del mismoorden de magnitud.

Todos estos resultados indican que la proteina quinasa de

Mucor es una enzima dependiente de CAMP.



Figura 6 - Curva de activación de la proteina quinasa por cAMP.Se

utilizaron Slug de proteina (Fracción A de purificación)para cada

ensayo. La incubación se realizó en las condiciones standard des

criptas en Materiales y Métodos.
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Comomedida del grado de dependencia de la proteina quinasa

por el CAMPse define un parámetro "r" que es el cociente de 1a activa

dad medida en ausencia de cAMPrespecto de la actividad medida en pre

sencia de cAMP.Una proteina quinasa muy dependiente de cAMPda en ge

neral un "r" del orden de 0,1, mientras que una proteina quinasa inde

pendiente da un "r" de 1. En todas nuestras preparaciones, en las eta

pas 3 6 h de purificación, la proteina quinasa presentó un "r" entre

0,1y 0,20

Curva de tigpo, histong, ATP1 Mg“

En la Figura 7 (a-d) se ven los gráficos de actividad de pro

teína quinasa en Función del tiempo, de 1a concentración de histona,

de la concentración de ATPy de la de Mg++, respectivamente. Todas ¿EL

tas determinaciones se hicieron con la Fracción h de purificación.,"'

De la curva de tiempo (figura 7-a) se ve que la reacción'ms

casi lineal por lo menos hasta los 30 min. y que el "r" no varía 8:10

largo del tiempo. .H

De las curvas de histona (Figura 7-o), ATP(figura 7-c) y

Mg++(Figura 7-d) se calcularon Kmaproximadas de 0,2 mg/ml, 15 pM y

5 mMrespectivamente. Estos valores, junto con el de la AU,5 para el
cAMPse asemejan a los descriptos en la literatura para proteinas qui

nasas dependientes de cAMPde otras especies (101, 123-127).

Especificidad de sustrato

En la tabla U se muestra la actividad de proteina quinasa uti

lizando diferentes sustratos proteicos. En Formasimilar a lo que ocurre

con otras proteinas quinasas dependientes de cAMP(125,128,129), los



++ de la proteina quinaFígura 7 - Curvas de tiempo, histona, ATP y Mg

sa dependiente de CAMP.En todos los casos se utilizaron 8-10 pg de

preparación enzimática (Fracción b de purificación) para cada ensayo.

Excepto el parametro variable en cada caso, las condiciones del ensg

yo Fueron: lÜ mín de incubación, cAMPllpM, ATP 0,1 mM, histona 1,5

7“. mg/ml y acetato de magnesio 1D mM.
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TABLA V

ESPECIFICIDAD DE SUSTRATÜa

Sustrato pmoles de 32P incorporados/10'

(1'5 mg/ml) -cAMP +1)JM CAMP

histona 8,7 h9,l

caseína 1,3 5,7

protamina 9,8 50,7

albúmina 1,3 1,9

Fosvitina Ü Ü

aLos ensayos fueron realizados con lB pg de proteína quinasa,

en la etapa 3 de purificación. A cada valor se le restó el valor correg

pendiente a la incorporación endógena.
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sustratos preferenciales son las dos proteínas básicas, histona y pro

tamina. Las proteinas quinasas independientes de cAMPprefieren en ge

neral los sustratos ácidos, caseina y Fosvitina.

El Fosfato incorporado a la histona es totalmente hidroliza

do en condiciones alcalinas suaves ( 1 hora a 37GBen HÜK1 N) indican

do que el Fosfato está unido a la proteina por una unión éster, como

corresponde a la incorporación mediada por proteínas quinasas.

Inactivación térmica

Se sometieron varias alicuotas de proteina quinasa (fracción

3) a distintas temperaturas: 20 - 30 - AU- 5D y 6098 durante un tiem

po Fijo de b minutos. Las muestras Fueron pasadas inmediatamente a un

baño de hielo y se ensayaron las actividades de proteina quinasa y de

capacidad receptora de CAMP.Un control fue mantenido a UDCtodo el

tiempo. Se observó que hasta hÜQCambas actividades se mantenían en un

valor igual al del control y que a los 50°C se ha perdido el 90%de

ambas.

Retención en Filtros de Míllipore

Se Filtró una alícuota de una preparación de proteína quina

sa (Fracción 3) a través de un filtro de Míllipore (HA) y en el perca

lado se ensayaron las actividades de proteina quinasa y de capacidad

receptora de CAMP.Comoresultado de experimentos realizados con varias

preparaciones se observó que entre el 85-95 % de ambas actividades que

daba retenida en el Filtro. Es conocida la propiedad que tiene la pro

teina receptora de cAMPde Escherichia coli de quedar retenida en fil

tros de Míllipore aún en ausencia del nucleótido cíclico (130).
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Inhibición por sales

El ClNatiene un notable efecto inhibitorio sobre la activi

dad de proteina quinasa. Comose ve en la Figura 8 el efecto inhibito

rio sólo se manifiesta sobre la actividad ensayada en presencia de cAMP.

Comoconsecuencia de esta inhibición diferencial, el valor de "r"

(- cAMP/+CAMP)aumenta a medida que aumenta la concentración de ClNa.

Hay algunos trabajos en la literatura que mencionanla inhibición de la

actividad de proteína quinasa por alta sal (ha, 76, Bl). Para saber si

el efecto era propio del ClNa o era debido exclusivamente al aumento de

la fuerza iónica, se ensayó el poder inhibitorio de otras sales: cloru

ro de potasio y Fosfato de potasio. Si se grafica la inhibición en Fun

ción de la fuerza iónica (datos que no se muestran) se ve que la inhibi

ción por estas dos sale es igual a la producida por el ClNa.

Determinación del Peso Molecular

La determinación del peso molecular aparente de la proteina

quinasa dependiente de CAMPse realizó utilizando la técnica de Filtra

ción por gel y de sedimentación en gradientes de sacarosa. Para la fil

tración por gel se utilizó una columna de Sepharosa EB (1,7 x 65 cm).

El perfil de elución de proteina quinasa dependiente de cAMPse muestra

en la figura 9-a. Se utilizaron comomarcadores ureasa y catalasa. Se

calcularon los Hav de los marcadores con los cuales se construyó una

curva de calibración como se indica en Materiales y Métodos. En esta

curva se interpoló el dato del Havpara la proteina quinasa, obteniendo
se un peso molecular aproximado de 220.000 daltones.

El perfil de sedimentación en gradientes de sacarosa se mues

tra en la figura 9-bo Tanto en este caso comoen el de la Filtración



Figura B - Inhibición por ClNa de la actividad de proteina quinasa.

En todos los ensayos se utilizaron Bh‘yg de la preparación enzimáti

ca (Fracción 3 de purificación). Se ensayo la actividad enzimática

o >ÜBCAMP1}JMV) y en ausencia (en presencia (

de concentraciones variables de ClNa. r (--—ZS———-)representa el

cociente de actividades -cAMP/+cAMP.
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Figura 9 - Cromatografía en Sepharosa 6B y centrifugación en gradien

tes de sacarosa de la proteina quinasa. a) Se filtraron B mg de protei

na (fracción 3 de purificación) por una columna de Sepharosa 68

(1,7 x 65 cm) equilibrada con buffer Fosfato de potasio lÜÜ mM,EDTA

l mM,mercaptoetanol 2 mM.Se recogieron Fracciones de l ml y se en

sayo actividad de proteina quinasa en presencia de CAMPen alícuotas

O-—-—)y de capacidad receptora de CAMPen alicuotas dede 50 pl (

hD¡pl ( 0 ). o) Se sembraron 17Ü'pg de proteina (Fracción h de

purificación) sobre un gradiente lineal de sacarosa 5-20%, que fue

centrifugado y procesado como se indica en Materiales y Métodos. Se

ensayo actividad de proteina quinasa en presencia de CAMPen alícuo

tas de SÜípl G--0 ) y de capacidad receptora de cAMPen alícuo

tas de ¿+0¡.11(—o—).
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por gel se ve que la capacidad receptora de CAMPcocromatografia y

cosedimentacon la actividad catalitica de proteina quinasa.

De la comparación de la velocidad de sedimentación de la prg

teina ouinasa con la del marcador catalasa (Ver Materiales y Métodos)

surge un peso molecular aparente de 200.000 daltones.

Este peso molecular aproximado está en el orden de los pesos

moleculares descriptos para proteinas quinasas de otras especies

(69,70,83,131).

Envejecimiento de la proteina guinasa

Se observó que al dejar la preparación enzimática (fracción

3) a DDCpor varios dias se iba alterando paulatinamente el perfil de

sedimentación en gradientes de sacarosa, haciéndose primero polidispeï

so, y tendiendo luego a una Forma de coeficiente de sedimentación defi

nido, como se ve en las Figuras lÜ-a y b. La Forma de menor coeficien

te de sedimentación, sedimenta en una zona del gradiente intermedia en

tre la peroxidasa y la Fosfatasa alcalina. Esta Formade la enzima si

gue teniendo actividad receptora de CAMPy actividad catalitica, y aún

sigue manteniendo la dependencia de la actividad con.el CAMP,encontrag

dose con esta preparación valores de "r" entre Ü,1-Ü,2. Es probable que

lo holoenzima se haya disociado a una forma que pudiera ser RB. Los da

tos de disociación en subunidades de la enzima envejecida, que se verán

más adelante, dan un poco más de solidez a esta suposición.

ESTRUCTURA PULIMERICA DE LA PRÜTEINA gUINASA DEPENDIENTE DE cAMP

Efecto de CAMP

Tal comose dijo en la introducción, las proteinas quinasas



Figura 10 - Envejecimiento de la proteina quínasa. 200¡.Ig de preparación

enzimática (fracción 3 de purificación) con distinto grado de envejeci

miento ( a-15 dias y [3-30 días) se sembraron en gradientes de sacarosa

5-20%. Luego de 16 hs de centrif‘ugación, los gradientes fueron procesa

dos como se indica en Materiales y Métodos. La actividad enzimática Fue

ensayada en presencia de cAMF’en alícuotas de 50 ¡Jl ( ) y la

)ocapacidad receptora de CAMPen alicuotas de ¿40pl ( o
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se disocian por acción del CAMPsegún el siguiente esquema (69,70,83,

131)

R C + 2 CAMP —-—‘R CAMP + 2 C2 2 *-_-—’ 2 2

holoenzima inactiva subunidad catalitica activa
R: subunidad regulatoria; 0: subunidad catalitica

El estado disociado se puede visualizar en un gradiente de

sacarosa que separa la holoenzima de la proteina receptora unida al

CAMPy de la subunidad catalitica.

En la figura 11-a se ve el perfil de actividad de proteína

quinasa y proteina receptora de CAMPen un gradiente de sacarosa de

5-20 % en el cual se sembró una alícuota de la holoenzima preincubada

con CAMP-(3H) l‘pM 10 min a 30°C. La concentración de CAMP-(BH) se man

tuvo en 0,13 pM en todo el gradiente. Se ve que la holoenzima sedimenta

en la mismaposición a la que lo hace una alícuota no preincubada (fi

gura 9-b).

La recuperación de actividad receptora de CAMPen el gradien

te ll-a es mayor que en el de la figura 9-b. Las condiciones de incubg

ción son bastante diferentes. Mientras que las fracciones del gradien

te 9-b se incubaron durante 5 minutos a 3000 en presencia de 200 nMde

CAMP-(3H),las fracciones del gradiente ll-a provienen de una prepara

ción incubada durante 5 minutos a 3000 con l FM de CAMP-(3H)y luego

centrifugadas 16 horas en un gradiente que contenía 0,12‘pM CAMP-(3H).

(Es probable que en las condiciones clásicas del ensayo no se haya lle

gado al equilibrio).

Se realizó otro gradiente en las mismas condiciones que el

ll-a pero omitiendo el CAMP-(3H)del gradiente. El perfil de proteina



Figura 11 - Centrifugación en gradientes de sacarosa de la proteina

quínasa preincubada con CAMP.En los dos gradientes de sacarosa de

5-20 96se sembraron 17D¡Ig de proteina (Fracción lo de purificación)

preincubados en un volumen Final de ZÜÜ¡Jl durante 5 min a 3000. Los

gradientes fueron centrifugados y procesados comose indica en Mate

riales y Métodos. a) CAMP-(3H)ljJM en la preíncubacíón y CAMP-(3H)

0,12 ¡JM en el gradiente; b) CAMP0,1 mMen la preincubación y en el

gradiente. La actividad enzimática fue ensayada en presencia de CAMP

en alicuotas de 50).]1 ( ). En el gradiente a) la actividad

receptora de CAMPfue ensayada por Filtración directa de una alícuota

de ¿oÜpl( ).O
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quinasa (que no se muestra) es exactamente igual al de la figura ll-a.

La única diferencia importante reside en que si se Filtra directamente

una alícuota de cada Fracción del gradiente, ya no se encuentra cAMP

(3H) asociado a la proteina quinasa. Si en cambio, a una alícuota de

cada Fracción se le ensaya actividad receptora de CAMPse encuentra un

pico que reproduce el perfil del control 9-b, demostrando que aún se

conserva la capacidad receptora.

De estos gradientes surgen tres conclusiones muyimportantes:

l) La proteína quinasa de Mucor no es capaz de ser disociada por

concentraciones de cAMPmás que suficientes para disocíar las

proteínas quinasas de tejidos superiores (83,131), a pesar que

cAMPl‘uM produce la máxima estimulación en el ensayo de fosfg

rilación.

2) La holoenzima es capaz de unir cAMPsin necesidad de disocíarse.

3) El CAMPse une a la holoenzima muy débilmente pues se separa de

ella cuando en el gradiente no se mantiene 0,121pM de cAMP-(jH).

Sería interesante poder saber si la holoenzima con el CAMP

(3H) unido ya esta totalmente activada, pero comosurge de los resulta

dos anteriores es prácticamente imposible separar esta especie del ex

ceso de cAMPlibre. Con cualquiera de los métodos clásicos que se integ

tara separarlos (diálisis, filtración por Sephadex)también se perdería

el cAMPunido.

En la Figura ll-b se observa el perfil obtenido cuando se in

cubó una alícuota de la preparación enzimática durante 5 minutos a 30°C

con cAMP0,1 mMy se mantuvo esta concentración de cAMPen todo el gra

diente. Se observa un 25 % de disociación, con una recuperación de la
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actividad de proteína quinasa de 60 %. Si esta baja recuperación se de

be a la inactivación de la suhunidad catalítica, entonces el porcenta

je real de disociación seria un poco mayor. En aquellos casos en los que

no hubo disociación (fig. 9-b y ll-a) la recuperación de actividad cata

litica fué prácticamentetotal.

En un experimento similar al mostrado en la Figura ll-b pero

en el cual la concentración de CAMPse elevó a 0,3 mM,el perfil de ac

tividad obtenido mostró que aún en estas condiciones, la disociación no

fué total.

Acción qgl ATP-ngj

Se ha descripto para la proteína quinasa tipo II de corazón

bovino que el complejo ATP-Mg++facilita la disociación de la enzima

por el cAMP(132). Debido a ello, y a que en nuestro sistema el cAMP,

aún a concentraciones muyaltas, no era capaz de producir disociación,
++se ensayó el efecto del ATP-Mg como agente disociante sobre nuestro

sistema enzimático.

Se preincubó una alícuota de la enzima durante 10 minutos a

30°C en presencia de ATP 0,1 mM, acetato de magnesio lÜ mMy CAMP-(BH)

ljflh Se analizó la estructura polimérica de la enzima preincubada en

un gradiente de sacarosa con CAMP-(3H)Ü,l¡uM. El resultado obtenido

(no se muestra) indicó que la enzima no se disoció en estas condiciones.

Influencia de la histong y/o del ClNasobre la disociación de la protei

na quinasa por el cAMP

Ya que concentraciones fisiológicas de cAMPproducen la máxi

ma estimulación pero no disociación de la proteína quinasa, se quiso
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probar si algún otro componente de la mezcla de incubación participaba

en la disociación.

Está descripto por varios autores que las proteinas básicas

y el ClNa producen disociación de las proteinas quinasas de tipo I aún

en ausencia de cAMP(71,72,81,83). Se ensayo en nuestro sistema qué

efecto tenian estos compuestos sobre el estado polímérico de la enzima,

el cual se evidenciaria en un cambio en el valor de "r". Los resultados

están resumidos en la Tabla VI. De los experimentos l, 2 y 3 surge que

la preincubación de la proteina quinasa con histona o con ClNa no afec

ta el valor de "r". Por lo tanto, la proteina quinasa no se activó por

la preincubación en esas condiciones.

En el experimento 5 se incubó una alícuota de proteina quina

sa en las condiciones del ensayo standard con cAMP0,2 pM y ATP no ra

diactivo 0,1 mM.En estas condiciones, se produce máxima activación de

la enzima. Sin embargo, al tomar una alícuota de este preincubado y eg

sayarle su actividad en ausencia y presencia de cAMPen la mezcla stan

dard, no se obtuvo un "r" de 1 sino de 0,55. Este valor de "r" hay que

compararlo con el del experimento h en el cual se tuvo en cuenta la ag

tivación producida en el ensayo por 10 nMde cAMP,que es la concentra

ción de arrastre del cAMPen las condiciones del experimento 5.

Este valor de "r" de 0,55 evidentemente indica que apenas se

diluyó la enzima en una solución en la que la concentración de CAMP

estaba muydisminuida se produjo una desactivación (reasociación?) de

la proteina quinasa.

La incubación de la preparación de proteina quinasa con 0,7

mg/ml de histona, ya sea en presencia o en ausencia de CAMP,trae apa



- 55 _

TABLA v1

EFECTÜ DE DIFERENTES CONDICIONES SOBRE LA DISÜCIACIÜN DE LA

PRÜTEINA DUINASAa

Exp. Agregados a la Actividad de

preincubación proteina quinasab r
-cAMP +cAMP

l - 7,6 63,6 0,12
2 0,5 M ClNa 8,1 62,1 0,13

3 0,7 mg/ml histona 7,9 62,6 0,12
A - 14,1C 6h,l 0,22
5 condiciones simila- 32,7 59,h 0,55

res a las del ensa
yo standard (0,2,pM
cAMP)

aEn cada experimento se preincubó una alícuota de BSDpg de
proteina (Fracción 3 de purificación) en un volumen Final de 100 pl con
los agregados que se indican en cada caso. Luego de 5 min a 3098 se en
sayó, en alicuotas de 5 yl, actividad de proteina quinasa en las condi
ciones standard (-/+ cAMP).En el experimento 5, los agregados Fueron
los mismos que los de la mezcla de incubación standard, excepción hecha
de la concentración de cAMPque fué de 0,2 pM y del ATP que no era ra
diactivo. Los valores son los promedios hechos con triplicados del mis
mo experimento.

32P incorporados en lÜ min. En elbExpresado como pmoles de
experimento 5 la actividad se corrigió por 1a dilución de la actividad
especifica del ATPintroducida por el ATPno radiactivo de la preincu
cación.

CEste ensayo se realizó en presencia de lÜnMcAMPpara que
sirviera comocontrol del experimento 5.
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rejada la formación de un precipitado. En este precipitado resuspendido

se pudo medir capacidad receptora de cAMPy actividad de proteina quina

sa. Cuando la incubación se hizo en ausencia de cAMP,el precipitado

llevaba el 7D % de ambas actividades. Por agregado de más histona, es

mayor la actividad asociada al precipitado. En cambio, cuando la incu

bación con histona se hizo en presencia de cAMP,el sobrenadante lleva

ba el AD% de la actividad de proteina quinasa y lÜ % de la actividad

receptora de cAMP.La precipitación en este caso parece ser diferencial,

pues no se acompañanambas actividades, lo cual indicaria que hubo cie;

to grado de disociación.

Cuando se analizó en un gradiente de sacarosa, el sobrenadan

te obtenido después de preinoubar la preparación enzimática con histona

0,7 mg/ml y cAMPl‘pM y separar el precipitado, se obtuvo el perfil de

la Figura 12-a. La actividad receptora de cAMPno se pudo detectar pues

era muy poca la actividad que quedó soluble y el método de ensayo de

unión de cAMPno permite mayor sensibilización. En cambio si se pudo me

dir la actividad catalitica, pues a la vez que quedó más actividad en

el sobrenadante se pudo sensibilizar el ensayo aumentandola actividad

especifica del ATP [ Y-32P] y el tiempo de incubación. El perïil

que se obtuvo, comose ve en la Figura, indica disociación total. Hay

que hacer la salvedad que esta conclusión es válida sólo para la acti

vidad soluble; no se puede decir nada sobre la actividad precipitada.

Evidentemente, si el cAMPestá presente junto con el sustrato de la pro

teina quinasa hay disociación, al menosparcial.

Cuando la preinoubación de proteina quinasa con histona y

cAMPse realizó en presencia de ClNa 0,5 M no se Formó precipitado. La



Figura 12 - Centrifugación en gradientes de sacaroaa de la proteina

quinasa preincubada en diversas condiciones. En los cuatro gradientes

se sembraron 17Ü‘pg de preparación enzimática (Fracción h de purifica

ción) preincubados en un volumen final de 200‘p1 durante 5 min a 30°C

en las condiciones indicadas en cada caso. a) 0,75 mg/ml de histona y

CAMP-(3H)1,uM en la preincubaciún y CAMP-(SH)0,12íuM en el gradiente;

n) CAMP-(BH) 1¡pM y ClNa 0,5 M en la preincubacion y cAMP (3H) 0,12luM

y ClNa 0,5 M en el gradiente; c) CAMP-(BH)1 yM, ClNa 0,5 M en la pre

incubacíón, BlNa 0,5 M en el gradiente; d) CAMP-(3H) 1.uM, ClNa 0,5 M

en la preincubación, CAMP-(BH)0,12,uM en el gradiente. La actividad

enzimática fue ensayada en presencia de cAMPen alicuotas de 50,u1

( 0 ) en todos los gradientes. La actividad receptora de CAMP

fue ensayada en alicuotas de #0 pl por filtración directa en el caso de

los gradientes a,b y d y por incubación en el caso del gradiente c

O( ).
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Figura 12-b muestra el perfil obtenido cuando se corrió una alícuota

de la enzima preincubada en estas condiciones en un gradiente de saca

rosa en el cual se mantuvo la concentración de ClNa en 0,5 M, la de

histona en 0,7 mg/ml y la de cAMP-(BH)en 0,12 pM. Se obtuvo exactamen

te el mismoperfil si se omitia la histona en la preíncubación y en el

gradiente. De estos resultados se deduce que basta la presencia de ClNa

junto con cAMPpara producir disociación total.

La comparación del gradiente 12-b con el ll-a ponen de mani

Fiesto el papel del ClNa en la disociación por cAMP.En ambos gradien

tes se sembró la misma cantidad de actividad enzimática preincubada con

CAMP-(3H)l pM. Mientras que en el gradiente de la figura ll-a no se de

tecta disociación, en el de la figura 12-b la disociación es total.

Para poder medir la independencia de cAMPde la subunidad ca

talitica activa se centrifugó una alícuota de la enzima en un gradiente

similar al de 1a Figura 12-b (sin histona) durante hÜ horas a 97.000 x

g, de modoque la separación entre las subunidades regulatorias y cata

litica Fuera total. Se juntaron las Fracciones con actividad enzimática,

se dializaron exhaustivamente contra ClNa 0,5 Men buffer B, y en el

dializado se midió el coeficiente "r" de actividad, obteniéndose un va

lor próximo a l. Este valor refleja la independencia de cAMP.Si la dyá

lisis se hace en ausencia de ClNa, la actividad catalitica se pierde

completamente. En los experimentos que se muestran más adelante y en la

Tabla VII, se demuestra 1a Función protectora del ClNa.

De los gradientes que se muestran en las figuras 12-c y 12—d

se deducen cuáles son los requisitos minimos para mantener la enzima en

su estado disociado. En todos los casos se sembró en los gradientes la



- 72

holoenzima preincubada con CAMPl‘pM y ClNa 0,5 M. Ü sea que se estaban

sembrandolas especies disociadas, según lo refleja 1a Figura 12-b. En

el experimento que se muestra en la Figura 12-c, se omitió el CAMPdel

gradiente. El perfil resultante es de reasociación parcial. De la compa

ración de los gradientes de las Figuras 12-b y 12-c se hace evidente la

necesidad del CAMPpara mantener las subunidades disociadas.

Cuando en el gradiente se sembró la enzima disociada, pero se

disminuyó la concentración de ClNa a 0,15 M y la de CAMPse mantuvo en

0,1‘pM, el perfil obtenido es idéntico al de la figura 12-c, o sea que

es un perfil de reasociación parcial. De estos resultados surge que coa

centraciones bajas de CAMP(0,1.yM) son suficientes para mantener las

subunidades disociadas, siempre y cuando haya ClNa a altas concentracig

nes (0,5 M).

En el gradiente de la Figura lZ-d se sembró nuevamente una ati

cuota de la enzima disociada, con la diferencia que se omitió el ClNa

a lo largo del gradiente. El perfil obtenido de proteina receptora de

CAMPindica que la posición a la que sedimenta corresponde a la de la

subunidad regulatoria disociada (R2) . No se pudo detectar actividad

catalítica en ninguna de las Fracciones del gradiente. Evidentemente,
en ausencia de ClNa, la subunídad catalítica se inactiva. La Falta de

reasociación puede deberse a que, a la par que la subunidad catalitica

se va inactivando, se va separando de 1a subunidad regulatoria por la

centrifugación. Del perfil de este gradiente surge que la actividad de
la subunidad catalitica es inestable en ausencia de ClNa.

Este efecto protector del ClNa fué confirmado directamente

por los experimentos que se muestran en la Tabla VII, en los cuales se
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TABLA VII

EFEETÜ PROTECTOR DEL BlNa SOBRE LA ACTIVIDAD CATALITICAa

Tiempode Actividad catalitica

preincubación preincubada preíncubada

(min) con ClNa sin ClNa

(%) (%)

Ü lÜU lÜÜ

3D 110 86

60 91 55

120 lÜD 33

aSe sometieron a condiciones disociantes 50 pg de preparación

enzimática (Fracción 3 de purificación), incubándola durante 5 min a

30°C en presencia de cAMPl pM y ClNa 0,5 M en un volumen final de 20

pl. Una alícuota de lÜ pl se diluyó diez veces en buffer B con CAMP

l pM. Ütra alícuota igual se díluyó a lÜÜ,ul con buffer B conteniendo

CAMPl pM y BlNa 0,5 M. Se dejaron las diluciones a DQCdurante los

tiempos indicados en la Tabla. Al Finalizar cada periodo de preíncuba

ción se tomaron alicuotas de 20 pl en las que se ensayó actividad de

proteina quinasa en presencia de CAMP.El lÜÜ % de actividad correspon

dió a 25 pmoles de 32Pi incorporado en lÜ min. La inhibición del C1Na

en el ensayo fue de 30 %.
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mantuvo la subunidad catalítica hasta un maximo de 2 horas a ÜQCen

buffer B o en buffer B con ClNa 0,5 M. Se ve que luego de 2 horas a ÜQC

más del 60 % de la actividad catalítica mantenida en buffer B se perció,

mientras que se conservó totalmente en el buffer con ClNa 0,5 M. Este

efecto protector por la alta fuerza iónica ya ha sido descripto por

Peters et al (133) para la enzima de corazón bovino.

Reasociación de las subunidadescatalíticas y regulatorias

El experimento de la figura 13 fué diseñado para poder demds

trar claramente que el proceso de disociación es fácilmente reversible.

Para ello, se dísoció la proteína quinasa por incubación con cAMPy

ClNa. El incubado se dividió en dos alícuotas. Una alícuota se mantuvo

a UDC,mientras que la otra se dializó contra buffer B para eliminar

los agentes disociantes y permitir la reasociación. Se analizó el esta

do polimérico de la enzima en ambas alícuotas por centrífugación en cos

gradientes. El que se muestra en la figura 13-a contiene cAMP-(BH)0,1

pM y ClNa 0,5 M y en él se sembró la alícuota de la enzima disociada.

El gradiente que se muestra en la figura 13-b está Formado en buffer B

sin adiciones y en él se sembró una alícuota de la enzima dializada. En

la figura l3-a se ve el perfil clásico de la enzima completamente diso

ciada, y en la Figura 13-b se ve un pico ancho con un máximo de la act;

vidad catalítica coincidente con la posición de sedimentación de la ho

loenzima, indicando que la reasociación Fué casi total.

Los experimentos que se muestran en la Figura 12-0 sugieren

que el ClNa es incapaz de evitar la reasociación de las subunidades ca

talítica y regulatoria. Para poder comprobareste hecho más fehaciente



Figura 13 - Análisis en gradientes de sacarosa del estado de disocia

ción y reasociación de la proteina quinasa. Se incubó una alícuota de

31+0¡Ig de la preparación enzimática (Fracción h de purificación) dura_n_

te 5 min a 3000 en presencia de ClNa 0,5 M y CAMP-(3H)lyM en un volg

men Final de 0,h ml. Después de la preincubación, se sembró una alicug

ta de 0,2 ml sobre un gradiente de sacarosa de 5-20 % en buffer B con

teniendo ClNa 0,5 M y CAMP-(3H)0,1‘pM (a). La otra alícuota de 0,2 ml

se dializó l hora contra tres cambios de buffer B y se sembró luego so

bre un gradiente de sacarosa en buffer B (b). Los gradientes fueron sql

trif‘ugados y procesados como se indica en Materiales y Métodos. Se en

sayó actividad de proteina quinasa en presencia de cAMF’‘en alicuotas

de 50 }J1( o ) y de capacidad receptora de cAMPen alícuotas de

1+0)Jl(-—0 —).
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mente, se sometió 1a preparación enzimática a condiciones disociantes

(cAMPl‘pM, ClNa 0,5 M). Se filtró una alícuota de la preparación pr_

incubada, por una pequeña columna de Sephadex G-25 equilibrada cun

ClNa 0,5 M en buffer B, de modo de eliminar el cAMP.Ütra alícuota igual

Fué filtrada a través de una columna idéntica equilibrada con buffer B

sin adiciones de modo de eliminar tanto el CAMPcomo el ClNa. En los pi

cos de exclusión de ambas columnas se siguió la variación del valor de

"r" en Función del tiempo después oe la cromatografía. Comose ve en la

Figura 1h, luego de eliminar el cAMP(ya sea en presencia o en ausencia

de ClNa) hay una reasociación muy rápida de subunidades a UOC,que se

evidencia por un valor de "r" muy similar al de la preparación enzima

tica antes de ser sometida a condiciones disociantes. Para asegurarse

que los valores de "r" del pico de exclusión de la columna equilibrada

con ClNarepresentaran la reasociación ocurrida en la etapa de la cro

matografía y no durante el ensayo enzimático, se mantuvo ex-Erofeso la

concentración de ClNa en el ensayo en 0,25 M.

Los valores de "r" de la Figura lb indican que la reasociación

es casi total. Sin embargoel perfil de la figura 12—cindica reasocia

ción parcial. Esta discrepancia puede explicarse por diferencias en las

tecnicas de análisis. En la filtración por Sephadex 8-25 el cAMPes el;

minado del sistema casi inmediatamente, mientras que en las capas supe

riores del gradiente la concentración de cAMPes quizas lo suficiente

mente alta de modo de mantener un pequeño grado de disociación.

De los resultados de las figuras 13 y lb surge que la enzima

de Mucorrouxii se asemeja a las proteinas quinasas de tipo II descryg

tas en varios tejidos (83,13A) en cuanto a la Facilidad y rapidez de



Figura 1h - Efecto del ClNa en la reasociación de las subunidades de

la proteina quinasa. 150_pg de preparación enzimática (fracción 3 de

purificación) se disociaron por incubación durante 5 min a 30°C en

presencia de cAMP5.uM y ClNa 0,5 M, en un volumen final de 200,ul.

Dos alicuotas de lÜÜ.pl se filtraron a través de dos columnas de

Sephadex 8-25 (0,6 x 19 cm), una equilibrada con buffer B y otra con

ClNa 0,5 Men buffer B. El proceso de filtración duró 3 min. A distin

tos tiempos a UDCluego de la cromatografía se ensayó actividad de

proteina quinasa en SÜlpl del pico de exclusión de las columnas en

presencia y en ausencia de cAMPl,uM. Los simbolos llenos y vacios

indican actividad enzimática ensayada en los picos de exclusión de

las columnas equilibradas con buffer B y buffer B con ClNa 0,5 Mres

pectivamente.

Las actividades totales no cambiaronsignificativamente durante la in

cubación. El valor de r del origen, tomado como 1, es teórico. Los

valores con ClNa Fueron corregidos por la inhibición producida por la

sal. La linea punteada indica el valor r antes de la disociación.
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reasociación de sus subunidades. Sin embargo, se diferencia de este

tipo de enzimas en cuanto al comportamiento Frente al ElNa. Mientras

que en Mucorrouxii la alta concentración de sal no mantiene las espe

cies disociadas (Fig 12-c y lb), en tejidos superiores el ClNaprevie

ne completamente la reasocíación (83,13h).

Disociación de la proteína quingsa envejecida

Tal como se mencionó anteriormente, cuando una preparación de

proteina quinasa (fracción 3 de purificación) se deja envejecer en la

heladera, su coeficiente de sedimentación cambia indicando una disming

ción del peso molecular (Figura lÜ-a). Al preincubar una alícuota de

esta preparación con cAMPl.pM y analizar su comportamiento en gradieg

te de sacarosa (datos que no se muestran), se observó un corrimiento de

la actividad receptora de CAMPa una posición intermedia entre la de

los marcadores peroxidasa y citocromo C; lo cual indicaria que se trata

del monómeroR. No se pudo detectar actividad catalitica en ninguna de

las fracciones del gradiente, tal comoseria de esperar si se tiene en

cuenta la inestabilidad de la suhunidad catalitica en ausencia de ClNa.

Estos datos, junto con los de la figura lÜ-a sugieren que 1a

holoenzíma tetramérica pasa por envejecimiento a una Forma dimérica RC,

dependiente de CAMP,la cual se disocia en las subunidades R y C por Q1

cubación con el nucleótido ciclico. En este aspecto, el comportamiento

del dimero es semejante al de las proteinas quinasas de tejidos superya

I‘ES.



DISCUSION Y CONCLUSIONES
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Se diseñó este estudio con el objeto de dilucidar, al menos

parcialmente, el mecanismo de acción del CAMPsobre la morfogénesis del

hongo Mucor rouxii.

Las actividades enzimáticas caracterizadas en este trabajo

no habian sido descriptas anteriormente en ninguna especie de Mucor.

Se encontraron dos tipos de proteinas quinasas: independien

tes y dependientes de CAMP.Comose puede observar en la Tabla I, en

la Forma filamentosa del hongo, el 7D % de la actividad de proteina

quinasa esta asociada a 1a fracción particulada que sedimenta a 2.000

x g. En la forma levaduriforme (Table II), este mismo valor de 7D % se

reparte en las dos fracciones particuladas: la que sedimenta a 2.050 x

g y la que lo hace a 100.000 x g (35% en cada fracción). Esta diferen

cia se debe muy probablemente a que en la Forma levaduriforme hay una

buena proporción de membranasque se separan de la pared celular y se

dimentan a 100.000 x g. Estas proteinas quinasas utilizan preferencial

mente caseina como sustrato exógeno.

El 30 % de la actividad restante de proteina quinasa indepeg

diente de CAMPes soluble.

Sólo se encontro actividad de proteina quinasa dependiente de

CAMPen la fracción soluble de ambas formas del hongo. Estas proteinas

quinasas utilizan preferentemente proteinas básicas comosustrato exó

geno: protamina o histona (Tabla V).

Las preparaciones solubles (5100) sin purificar contienen su
Ficiente sustrato (s) endógenocomopara detectar actividad enzimática

sin el agregado de proteina. Sin embargo, la adición de protamina o his
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tona es capaz de estimular varias veces esta actividad endógena. La

activación de la proteina quinasa por el agregado de cAMPse observa en

presencia o en ausencia de sustrato exógeno, por lo cual se piensa que

se trata de la mismaactividad enzimática.

Trabajos previos sobre la distribución subcelular de la pro

teina receptora de cAMP(122) indican que alrededor del 9D % de esta

actividad es soluble. Estos datos están de acuerdo con que sólo se en

contró actividad de proteina quinasa dependiente de cAMPen la Fracción

5100, ya que la dependencia por el nucleótido cíclico es justamente a

través de su proteina receptora. Por lo tanto, todos los estudios rea

lizados para caracterizar esta enzimafueron realizados a partir de es
ta fracción.

El análisis cromatográfico en columnas de DEAE-celulosa de la

Fracción soluble obtenida a partir de células levaduriformes muestra la

existencia de dos picos de actividad de caseina quinasa; uno que eluye

con el lavado y otro que lo hace a baja fuerza iónica, ambos indepen

dientes de cAMP;y un pico de histona quinasa, que eluye a 0,17 M de

sal, dependiente de cAMPy cuya posición coincide con la de la activi

dad receptora de este nucleótido (fíg. 2).

Noera la finalidad principal de este trabajo estudiar las

proteinas quinasas independientes de cAMP.Interesó ver cuántas habia

y que propiedades tenian con el solo fin de separarlas de la proteina

quinasa dependiente de cAMP,objeto de este estudio.

Coneste fin se realizó una caracterización parcial de los

dos picos de caseína quinasa. Se piensa que son dos especies diferentes,

puesto que después de recromatografia en DEAE-celulosa cada uno eluye



un!"

- a; 

en su posición original. La caseina quinasa I (Fig. 2) es similar en

sus propiedades cinéticas a la proteina quinasa independiente de CAMP

aislada de levadura de panadería (135).

Un perfil como el mostrado en la figura 2, sumamente reprodu

cible, es típico de un extracto de células levaduriformes. En cambio,

los perfiles obtenidos con extractos miceliares son variables en cuan

to a la actividad de histona quinasa. A veces se obtienen perfiles si

milares a los de la Figura 2 y otras, perfiles en los cuales toda la

actividad de histona quinasa eluye a fuerza iónica considerablemente

menor (fig. 3). El orígen de esta actividad de proteina quinasa que

eluye a baja Fuerza iónica y es sumamenteinestable, no se siguió in

vestigando. Por lo tanto no se sabe si se origina de 1a actividad que

eluye a alta fuerza iónica. Sin embargo, hay que recalcar que esta es

pecie inestable nunca apareció en extractos de células levaduriformes,

ya sea que se trabajara con células recién cosechadas o guardadas a

-7ÜDC.

Cuandoa partir de los extractos de micelio se obtiene la es

pecie de proteina quinasa que eluye a alta Fuerza iónica, ésta se compoï

ta, en cuanto a todas las propiedades estudiadas, igual a la especie

obtenida de células levaduriformes.

De aqui en mas se decidió utilizar la forma levaduriforme del

hongo comofuente de enzima para el estudio y la caracterización de la

proteina quinasa dependiente de CAMP.

En la tabla III se resume el esquemade purificación parcial

de esta enzima. Si bien la purificación no es grande (25 veces) y el

rendimiento es bajo (16 %), esta preparación está libre de otras activi
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dades de proteina quinasa asi comode subunídades regulatoría y catali

tica libres.

Los parametros cinéticos estudiados con la proteina quinasa

asi purificada son muysimilares a los descriptos para otras proteinas

quinasas (101, 123-127).: AU5 para CAMP3D nM, Kmpara histona 0,2
J

mg/ml, Hmpara ATP 15 pM., Kmpara Mg” 5 mM. (f'ig. 6 y 7).

Luegode la caracterización cinética de la enzima,se centró el

estudio en el análisis de la estructura polimérica de la misma, y en el

hallazgo de las condiciones necesarias para su disociación, pues esta ql

zima solo es activa cuando la subunidad catalitica se separa de la suou

nidad regulatoría.

Este analisis resultó bastante arduo debido a que, comose

discutirá más adelante, el modode disociación de la proteína quinasa de

E2223no se ajusta al esquemade disociación descripto en la literatura

para las proteinas quinasas de tipo I ó II (69,7Ü,83,131). Por otra par
te la inestabilidad de la subunidadcatalitica también dificultó este

estudio.

Los intentos de disociación de la proteina quinasa de Muga;

rouxíi, siguiendo los lineamientos clásicos descriptos en la literatura

para la disociación de las proteinas quinasas dependientes de CAMP(71),

mostraron que 1a preincubación de la enzima de 5222; con una concentra

ción de cAMPl,pM, más que suficiente para la disociación de las enzi

mas de tejidos superiores, no afecta el estado polimérico de la misma

(Fig. ll-a). Es de hacer notar que esta concentración de CAMPestá muy

por encima de la necesaria para producir máximaactivación en el ensa

yo enzimático. Concentraciones de cAMPmuy superiores, 0,1 mMo mayores,
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sólo producendisociación parcial (fig. ll-b).

De estos resultados se puede concluir o bien que el cAMPact;

va a la proteina quinasa sin producir disociación, comoocurre con las.

proteínas quinasas dependientes de cAMP(95,96), o bien que la enzima

necesita disociarse para activarse y que esta disociación la produce,

junto con el cAMP,algún otro componente de la mezcla de reacción.

Ütro resultado importante y bastante novedoso que surge de la

Figura ll-a es la existencia de la especie holoenzima-CAMPunido, inter

mediario que nunca habia sido detectado en ningún otro sistema, pero cg

ya existencia habia sido postulada para explicar el comportamientocinÉ

tico de algunas proteinas quinasas frente al cAMP(136-138).

Ütros componentes de la mezcla de reacción que se ensayaron
+ e histona, no mostraroncomo agentes disociantes, tales como ATP-Mg+

efecto per se. Contrariamente a lo que ocurre con la proteina quinasa de

tipo II de corazón bovino (132), el ATP-Mg'Htampoco estimula la diso

ciación de la holoenzima en presencia de cAMP.

La acción de la histona junto con el cAMPsobre la proteina

quinasa, mostró ser más compleja. Produce un precipitado muydifícil

de redisolver, que lleva consigo gran parte de la actividad enzimática.

Sin embargo, el análisis por gradientes del estado polimérico de la en

zima soluble remanente, mostró que ésta está disociada (fig. lZ-a).

Los resultados más esclarecedores en cuanto al mecanismo de

disociación y reasociación de la proteina quinasa de Mucorrouxii se

obtuvieron de los experimentos de incubación de la enzima con BlNa y

cAMP.Las conclusiones más importantes que se deducen de estos experi

mentos y que se muestran en las Figuras 12 b-d, 13 y 1h se pueden resg
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mir de la siguiente manera.

a) BlNa 0,5 M, cAMPl‘uM producen disociación total de la enzima

en sus subunidades catalitica (C) y regulatoria (R2) (Fig.12-b).
b) BlNa 0,5 M, CAMP0,1‘yM mantienen las especies disociadas a lo

largo de su separación en un gradiente de sacarosa (fig. 12-b).

c) BlNa 0,5 M en ausencia de cAMPes incapaz de mantener las sub

unidades disociadas (fig. lZ-c).

d) ClNa 0,15 M, aún en presencia de cAMP0,1,pM ya no es suficieg

te para mantener las especies disociadas.

Una vez disociada la holoenzima con ClNa 0,5 M y cAMP1 uM,

la posterior eliminación del ClNa trae comoconsecuencia la pérdida

total de la actividad catalitica, tal comose ve en la fig. 12-d. La

posición de la subunidad regulatoria en este gradiente indica que está

separada de la subunidad catalitica.

La ausencia de holoenzima en estas condiciones se deberia a

la rápida inactivación de 1a subunidad catalitica al mismotiempo que

se está separando de la subunidad regulatoria por la centrifugación en

el gradiente.

Si en cambio, una vez producida la disociación de la enzima

con ClNa y cAMP,se eliminan los agentes disociantes por diálisis, es

posible observar reasociación casi total, lo cual indicaria que en es

tas condiciones, en que están juntas las subunidades regulatoria y cata

litica, es más rápida la reasociación que la inactivación de la subuni

dad catalitica (Fig. 13).

El ClNatiene dos efectos sobre la subunidad catalitica: es

U“ PÜtentE inhibidor (Fígo 8) a la vez que la protege de la inactivación
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(Tabla VII). Cada uno de estos efectos por separado ya había sido des

cripto para otras proteinas quinasas (AB,76,81,133).

Los pesos moleculares aparentes de la holoenzima (fig. 9-a y

b) y de sus subunidades (Fig. lZ-b) hacen pensar en un esquema de dísg

ciación similar al clásico (69,7Ü,83,l31) en cuanto al tamaño de las

especies que intervienen:

CAMP cAMP + ClNa (o histona)_____; _
R282v____ R282cAMF’x‘__—__ RZCAMPX2+ 2 C
inactiva activa (7) activa

x y x2 : moles de cAMPunidos/mol de enzima, se desconoce su valor.1

El resultado más novedoso es la evidencia directa de un inter

mediario holoenzima-cAMP.

Algunos de los experimentos detallados y comentados amplía

mente en la sección Resultados y resumidas aquí, permiten extraer algg

nas conclusiones sobre las similitudes y diferencias de la proteina qui

nasa dependiente de cAMPde Mucor rouxii con respecto a otras proteínas

quinasas de organismos eucariontes.

Es sumamentedifícil ubicar inequivocamente la proteína quina

sa de Mucorrouxii dentro de uno de los dos tipos I y II de la clasifi

cación general propuesta por Corbin y colaboradores (76,83).

Las proteinas quinasas de tipo I eluyen de columnas de DEAE

celulosa a baja fuerza iónica (80-100 mMde sal), se disocian completa

mente por cAMPl pM, pero también lo hacen por histona o BlNa en ausen

cia del nucleótido ciclíco. Este tipo de enzimas, una vez disociadas en

sus subunidades, son de dificil reasociación.



- 55 _

Las proteinas quinasas de tipo II eluyen a mayor fuerza

iónica (0,15 - 0,20 Mde sal), no se disocian por ClNa o histona y si

lo hacen por cAMPl‘pM o menos. La remoción del nucleótido cíclico pro

duce la inmediata reasociación de las subunidades, mientras que la inclg
sión de ClNa 0,5 Men los buffers impide esta reasociación.

Por la fuerza iónica a la cual eluye de una columna de DEAE

celulosa (0,17 Mde fosfato de potasio, pH 7,2), la proteina quínasa

de Mucorrouxii se asemeja a las de tipo II. Por la dificultad de diso

ciación y facilidad de reasociación también se parece a las quinasas de

tipo II. Sin embargo se diferencia de estas últimas en que el cAMP

per se, no es un agente disocíante, sólo produce disociación parcial a

muy altas concentraciones. Tampocolo son la histona o el ClNa. La com

bínación de ClNa con CAMPo de histona con cAMPsi diaocian 1a holoen

zima. Se diferencia de las proteinas quínasas I y II por la facilidad

de reasocíación aún en presencia de ClNa o bajas concentraciones de

CAMP.

Comoya ha sido señalado por Corbin y colaboradores (83), el

conocimiento previo de la modalidad de disociación y reasociación ce

las proteinas quinasas dependientes de cAMPde un sistema determinado

es indispensable para cualquier estudio que tenga por finalidad conocer

el estado real de la proteina quínasa dentro de la célula. Un estuoio

de este tipo en el hongo Mucorrouxii seria muydificultoso, debido a

las características peculiares de la proteina quínasa que se mencionaron

anteriormente. Por ejemplo, si la preparación del extracto enzimático

se realizase con buffer de baja fuerza iónica, comose hizo a lo largo

de este trabajo, no se esperaría encontrar más que la proteina quínasa

bajo su forma de holoenzima, ya que las subunidades cataliticas que pu
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diesen existir en la célula se habrian inactivado en estas condiciones

o se habrian reasociado con subunidades regulatorias disponibles. De

hecho, a lo largo de todo el estudio realizado, no se pudo detectar la

presencia de subunidadescataliticas libres.

Si en cambio, la extracción de la enzima se hiciese con un

buffer de alta fuerza iónica (con ClNa0,5 M), las subunidades catali

ticas libres que pudiesen existir preservarian su actividad. Sin embar

go, el ClNa no impediria su reasociación con las subunidades regulato

rias disponibles. De hecho, cuando los extractos se realizaron en condi

ciones de alta Fuerza iónica, tampoco se pudo detectar subunídad cata

litica libre (datos que no se muestran).

Habria que encontrar condiciones muyparticulares de concen

tración de ClNa y de cAMP,capaces de prevenir la reasociación de subo

nídades preexistentes sin producir disociación de la holoenzima.

Los resultados presentados en este trabajo pueden relacionar

se con otros hechos conocidos sobre la morfogénesis en Mucor. Se ha de

mostrado en Mucor rouxií (139) y en Mucor racemosus (20) que los nive

les de cAMPcambian drásticamente durante la morfogénesis aeróbica. Du

rante las primeras horas de la germinación se observa un nivel de cAMP

intracelular constante (el mismoque el de las esporas sin germinar)

seguido de una caida brusca justo antes de la aparición de los tubos

germinativos. Estos resultados, junto con la observación de que una con

centración exogena elevada de cAMPreprime el crecimiento apical y pro

mueveel desarrollo levaduriforme, sugieren que el cAMPestá involucra

do en la morfogénesis de Mucor.
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Ya ha sido fehacientemente documentado que, en tejidos de

especies superiores, los efectos de muchashormonas(proteicas, catecg

laminas, prostaglandinas) se ejercen a través de la elevación transieg

te en los niveles intracelulares de cAMP.Este aumento produce la disg

ciación y por consiguiente la activación de las proteinas quinasas de

pendientes de cAMP.Estas enzimas así activadas fosforilan enzimas cla

ves de diferentes caminos metabólicos, según el tejido y le hormonade

que se trate. El tejido estimulado por la hormonavuelve a su condición

inicial cuando los niveles de cAMPdescienden a los valores basales por

acción de la cAMPfosfodiesterasa. La disminución de la concentración

de cAMPproduce la reasociación de las subunidades catalítica y regula

toria, para reconstituir la holoenzimainactiva, cerrando asi el ciclo

de acción hormonal.
z

De los resultados del trabajo realizado en Mucorrouxii surge

que existe en este hongo una proteina quinasa dependiente de cAMP,cum

pliéndose asi el primer postulado propuesto por Hrebs (50), para poder

afirmar que un determinado efecto de CAMPestá mediado por fosforile

ción proteica. __’;

A lo largo de este trabajo también se ha demostrado que la

proteina quinasa de Mgggïnecesita, al menos in vitro, de un sustrato

proteico además del cAMPpara ser disociada. No se sabe aún si dentro

de los sustratos proteicos fosforilables in vivo hay enzimas que inter

vengan directa o indirectamente en los procesos morfogenéticos. Sin ql

bargo, resultados preliminares indican que la enzima que controla los

niveles del nucleótido cíclico (cAMPfosfodiesterasa), es activada por

la proteina quinasa dependiente de cAMP(lhD). Comoconsecuencia de ello

‘\‘_



descenderian los niveles del nucleótido. Si el comportamiento de la

enzima in vivo Fuese similar al demostrado in vitro se puede inferir

que esta disminución involucraria la rápida reasociación de las sub

unidades para Formar la holoenzima inactiva.

Los resultados del presente estudio también sugieren que otra

via de regulación de la actividad de proteina quinasa seria la inactiva

ción de las subunidades cataliticas libres, siempre y cuando éstas Fue

ran in vivo tan inestables como se ha demostrado que lo son in vitro.

Esto implicaría la necesidad de nueva síntesis de la parte oatalitica

de la holoenzima para poder reiniciar un ciclo de respuesta a cambios

en los niveles de CAMP.
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Parte del presente estudio ha sido públicado en Archives af

Biochemistry and Bíophysics, (1977) 180, 225-231 y en Acta Physiolngica

Latinoamericana (1976) gg, 3h3-3h8

Los resultados más recientes constituyen otro trabajo que ha

sido aceptado para su publicación en Archives of Biochemistry and

Biephysícs.
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