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I- ASPECTOS HISTORICOS

Antes de 1950 las finicas fosfoproteinas conocidas eran la
caseina, la fosvitina y la pepsina. De esta filtima se conoci
a el contenido de fosfato, pero no el significado de la fos-
forilacidn. El caso de la pepsina es un ejemplo de "fosfori-
lacidn silenciosa", un término usado por Cohen (1) para des-
cribir la fosforilacidn de enzimas en sitios que no afectan
la actividad enzimdtica. Los primeros desarrollos gue arroja
ron luz sobre la fosforilacidén de proteinas, como procesos
dindmicos involucrados en la regulacidn metabdlica, surgie-
ron del metabolismo del glucdgeno.

En los anos 40 Cori et al.(2)(3) demostraron que la fosfo
rilasa de miisculo, enzima que cataliza la ruptura fosforoli-
tica del glucdgeno, existe en dos formas. Una activa llamada
fosforilasa a y otra inactiva llamada fosforilasa b, y ademéas
que la forma a puede pasar a la forma b "in vitro".

Sin embargo, por équel entonces la naturaleza gquimica de
las reacciones de interconversidn no fue apreciada cabalmente.

En los anos 50 Sutherland y sus colaboradores (4) (5),traba
jando con fosforilasa de higado, y Fisher y Krebs (6), traba-
jando con la enzima de misculo, descubrieron que la forma ac-
tiva es una fosfoenzima y que la interconversidn involucra de
fosforilacidén enzimédtica.

La enzima que catalizaba la fosforilacidén de la fosforila-
sa por ATP se llamd quinasa de fosforilasa y la enzima gque ca-
talizaba la defosforilacidn hidrolitica fue llamada fosfatasa
de la fosforilasa. Estas reacciones, incorporando el conoci-

miento de su estequiometria, pueden escribirse:

qguinasa de

fosforilasa
fosforilasa b + 2ATP fosforilasa a + 2ADP



fosfatasa de

fdsforilasa

fosforilasa a + 2H20 - fosforilasa b + 2Pi

Poco después se encontrd que la gquinasa de fosforilasa es
a su vez activada por fosforilacidn, en un proceso que resul-
td ser estimulado por AMPc (8)

Luego, en 1963, se comunicd que la sintetasa de glucdgeno
existe también en dos formas que son interconvertidas por fos
forilacidén - defosforilacidén (9).

La fosforilacidn de la sintetasa del glucdgeno, como la de

la quinasa de fosforilasa eran estimulados por AMPc (10) (11).
Lo que resultd de particular interés es que la fosforilacidn
aumenta la actividad de la fosforilasa y de la quinasa de la
fosforilasa (ambas involucradas en la ruptura del glucdgeno),
y la fosforilacidn disminuye la actividad de la enzima biosin
tética sintetasa del glucdgeno. Este tipo de relacidén recipro-
ca dirige las enzimas reguladas por fosforilacidn-defosforila
cidn.

El mecanismo de accidn del AMPc en la activacidn de la
fosforilasa quinasa y en la inactivacidn de la glucdgeno sin
tetasa no era por entonces conocido. Esta incertidumbre se
resolvid cuando se determiné que existia una quinasa dependien
te de AMPc que fosforilaba a. }ta quinasa de la fosforilasa (12)
y que dicha enzima dependiente de AMPc y la quinasa de glucd
geno sintetasa eran la misma entidad (13) (14).

Otro hecho importante fue el descubrimiento, por Linn et al.
(15), de que la piruvato deshidrogenasa es también regulada por
un proceso de fosforilacidn-defosforilacidn, estando este siste
ma enzimdtico muy alejado de los confines del metabolismec ‘del
glucdgeno. A partir de ese momento el trabajo en fosforilacidn

de enzimas se expandid rapidamente.



Esto se ilustra en la figura 1, en la cual se muestra el nii-
mero total de enzimas reguladas por fosforilacidén-defosforila-
cidn, o con fosfato covalentemente unido, descriptas a lo lar-
go del tiempo. Hasta principios de 1982, mads de 40 enzimas per-
tenecian a esta categoria.

FIGURA 1
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1- tosforilasa de glucdgeno

2- fosforilasa quinasa

3- glucdgeno sintetasa

4- piruvato deshidrogenasa

Por otra parte durante los afos 70 el nfimero de comunica

ciones sobre protefnas no enzimadticas fosforilables crecid
en forma ain mas impresionante que el nfimero de enzimas. Se
cuentan entre aquellas proteinas citosdlicas, de membrana,

nucleares, ribosomales, contractiles y receptores.



IT- LAS QUINASAS DE PROTEINAS

’

1- MODIFICACIONES COVALENTES EN Ser o Thr

a- Quinasas de proteinas dependientes de AMPc

En los sistemas eucaridticos, los efectos de los nucledti-
dos ciclicos, producidos luego de la estimulacidn de las corres
pondientes adenilato ciclasas estdn mediados por la activacidn
de quinasas de proteinas que catalizan la fosforilacidén de se-
rina y treonina.

Las quinasas de proteinas dependientes de AMPc (ATP:protein
phosphotransferase E.C.2.7.1.3.7) estédn ampliamente distribui-
das y desempenan un papel central en la regulacidn del metabo-
lismo y otras funciones celulares (16) (17) (18) (19) (20).

Se han aislado dos formas de la enzima: el tipo I, que pre
domina en miisculo esquelético, y el tipo II, mayoritario en
misculo cardiaco. Estas enzimas, como se verd mas adelante, es
tdn constituidas por dos tipos de subunidades: regulatoria (R)
y catalitica (C). Las diferencias entre ambos tipos radica a
nivel de las subunidades R, ya que las subunidades C son cormu-

nes a ambos tipos (21).

a.l- Disociacidn de la Holoenzima

La elucidacidn de la estructura cuaternaria de las qui
nasas de proteinas (22) (23) y la estequiometria de la unidn
del AMPc a la enzima (24) (25) permiten definir la reaccidn de

activacidn segin la siguiente ecuacién:

R, C

+ 4 AMPc —> R
2 72 «—

2 (AMPC)4 + 2 C

que identifica las especies moleculares iniciales y finales.



El mecanismo por el cual este proceso ocurre involucra
inicialmente a un complejo ternario del tipo RCAMPc (26)
(27) (28).

a.2- Efecto de histona en la reasociacidn de sub-
unidades

El mecanismo por el cual policationes del tipo his
tona activan la quinasa de proteinas del tipo I, cursa con
inhibicidn de la recombinacidn en vez de la disociacidn de
los complejos RC (29) (30).

a.3- Efecto de la subunidad catalitica sobre la hi-
drolisis de AMPc por la fosfodiesterasa

Cuando el AMPc se une a R, queda protegido de la ac
cidén de su fosfodiesterasa especifica dependiente de calmo
dulina(3l). Por otro lado en presencia de la subunidad C
se observa un marcado incremento de la actividad fosfodies
terasa, lo que implica que sélo el AMPc libre es el sustra
to de la fosfodiesterasa. Por lo tanto las concentraciones
de quinasa de proteinas y de fosfodiesterasa podrian ser
importantes en el control de las velocidades de activacidn

e inacticacidn de la quinasa.

b.- Quinasas de proteinas dependientes de GMPc

Existen tambien quinasas de proteinas que son especifi
camente activables por GMPc.
de la comparacidn de ambas gquinasas surge una gran varie-
dad de caracteristicas comunes: similar origen evolutivo
(32) (33); ambas tienen actividad de fosfotranferasa usan-

do ATP como dador de fosfato; ambas se autofosforilan y po



seen un sitio de alta afinidad para la poli L- arginina; la
especificidad es para serinas rodeadas de similar secuencia.
Las mayores diferencias residen en el nuclebdtido ciclico
que se une a la enzima para activarla y en la estructura de
las subunidades. Mientras, como se vio, las quinasas de pro-
teinas dependientes de AMPc son tetraméricas,la dependiente
de GMPc es un dimero que es activado sin que se produzca di

sociacidén de subunidades (34), segin la siguiente reaccidn:

( PK ),+ 2 GMPc > ( PK )5+ ( GMPc ),

Un modelo escuemdtico se presenta en la figura 2 en el
cual se describen dos cadenas idénticas dispuestas en forma

antiparalela.
FIGURA 2
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Un sector de la proteina localizado en la regidn amino
terminal contiene las cistefinas que participan en el enla-
ce disulfuro, enlace éste que asocia ambas subunidades.

La regidn amino terminal contiene uno de los sitios de
autofosforilacién y si bien el sitio de unidn de nucledti-
do no se encuentra en esta zona, es necesaria para la cor-
respondiente dependencia de nucledtido.

El sitio de unidn de nuclebdtido y el de unidn de poli L
arginina estén localizados hacia el extremo amino terminal
con respecto al sitio catalitico y &ste, localizado hacia
el extremo carboxi terminal, cataliza la auto fosforilacidn

y la transferencia de fosfato al sustrato.

c.- El sistema Ca - Calmodulina y las quinasas de pro-
teinas

La Calmodulina (CM), se descubrid como un factor activa
dor dependiente de Calcio de una de las fosfodiesterasas de
nucledtidos ciclicos (35). )

Existen unas pocas quinasas de proteinas reguladas por

CM: la gquinasa de la cadena liviana de la miosina (36), la

quinasa de la fosforilasa (37), y las quinasas-de proteinas
de membranas descriptas por Schulman y Greengard (38).

La activacidén de la quinasa de la cadena liviana de mio-

sina responde a un mecanismo similar al descripto para la
fosfodiesterasa:

Ca + CM «¥e———— Ca.CM «——— 'Ca.CM*
*Estado

Ca.CM* + E «— Ca.CM*.E «— Ca.CM*E* activado

La etapa principal de este mecanismo es la unidn de la
CM al Ca, requerimiento fundamental para la activacidn de

la enzima.



Existen cuatro sitios para el Ca y estudios recientes su-
gieren que para la actiyacién de la fosfodiesterasa (39), y
de la quinasa de cadena liviana (40), es necesaria la unidn
de los cuatro Ca. La unidn del Ca a la CM es cooperativa, y
se lleva a cabo dentro de un rango muy preciso de concentra
ciones del catidn.

Por otra parte, el rango efectivo de Ca para la activa-
cidén dependerd de la concentracién de CM libre: si la CM 1li
bre es alta, la activacidn de la enzima se lograra cuando
s6lo una fraccidn del total de CM esté& unida a Ca.

En cuanto a la regulacidn de la isoenzima de misculo es-
guelético quinasa de fosforilasa por Ca, la misma es media-
da por la subunidad § (CM). La activacidn enzimédtica no de
pende entonces de la CM libre.

El esquema que representa este tipo de asociacidn es el
siguiente:

Ca + CM.E ——— Ca.CM.E. ———Ca.CM*E?¥

La regulacidn de la isoenzima de misculo blanco (cardia

co) es una combinacidn de los dos mecanismas anteriores. La
adicidn de CM extra provoca una activacién adicional similar
a la que se produce con la quinasa de cadena liviana.

En cuanto a las quinasas de membrana se han descripto fos
forilaciones sobre sustrato enddgeno, en membranas libres de
CM, obtenidas de pulmdn, bazo, vas deferens, corazdn y adre-

nal de rata, estimuladas por agregado de CM exdgena.

d.- Fosforilaciones independientes de nucledtidos ciclicos

La sintetasa de glucdgeno

La sintetasa de glucdgeno existe en formas mlltiples que
se interconvierten por fosforilacidén y defosforilacidn de re

siduos de serina (41). Las formas fosforiladas son enzimati-



camente menos activas que las no fosforiladas cuando se en-
sayan en ausencia de glu-6-P.

La glucbdgeno sintasa de miisculo esquelético de conejo es
fosforilada por guinasas de proteinas dependientes de AMPc,
por quinasas independientes (42) y por fosforilasa quinasa.

La identificacidén de sitios m@ltiples de fosforilacidn (en-
tre 3 y 6) y el hecho de ser fosforiladas por miltiples qui-
nasas en sitios especificos, ofrece a esta enzima la posibi-
lidad de regularse por distintas senales fisiolbgicas.

Por otra parte se ha estudiado la relacidén del glucdgeno
con la enzima, puesto que la glucdgeno sintasa forma un fuer
te complejo con el polisacarido.

Se ha establecido que el estado de oxidacidn de los sulfhi
drilos de la enzima hepdtica afecta la unidn al glucdgeno (43)
En experimentos realizados en misculo esquelético (44) y en co
razdén (45), se demostrd que el estado de fosforilacidn de la
enzima estaba directamente relacionado al contenido de glucé-
geno (46), y se relacioné este fendmeno con inhibicidn, por el
glucdgeno, de la defosforilacidn de la glucdgeno sintasa.

En los tejidos intactos es probable que la actividad de glu
cégeno sintasa est& bajo el control dual de varias quinasas de

proteinas y fosfatasas.

e.- Una nueva especie de quinasa de proteinas independien-

te de nucledtidos ciclicos

La nueva especie de quinasa de proteinas se encontrd en ce
rebro de rata (47). Este sistema se muestra esquemdticamente

en la figura 3:



FIGURA 3
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La quinasa se encuentra en su forma inactiva en la frac-
cidn soluble. En presencia del Ca normalmente unido a la
membrana celular, la quinasa se une a.la fosfatidilserina pa
ra activarse. La activacidn requiere diacilglicerol no satu
rado proveniente de la hidrSlisis de fosfatidilinositol. El
diacilglicerol incrementaria la afinidad de la enzima por
los fosfolipidos y por el Ca.

Si bien este tipo de gquinasa se encontrd briginalmente
en cerebro de rata, se presenta también en gran variedad de
tejidos y de brganos de varias especies.

La tabla 1 muestra las actividades relativas de tres de s
quinasas de proteinas ensayadas con histona Hl bajo condi-
ciones comparables.

Estas quinasas son: la quinasa C, la quinasa dependiente

de AMPc y la quinasa dependiente de GMPc.

——
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Tabla 1%*
Distribucidn por tejidos de quinasas de proteinas C, de-
pendiente de AMPc y dependiente de GMPc

AMPc GMPc
Tejido quinasa C dependiente dependiente
Plaquetas 6300 340 -
Cerebro 3270 250 6
Linfocitos 1060 320 <1
Pulmdn 360 290 13
Rinén 280 150 -
Higado 180 130
Adipocitos 170 270
Corazdn 110 230
MGsculo es 80 110 --

quelético

Se utilizaron tejidos de rata, menos en el caso de plaque-
tas y linfocitos que son de origen humano. Cada tejido se ho-
mogeneizd con 10 volimenes de Tris-ClH (PH=7.5) 20mM, conte-
niendo sacarosa 0.25 M, EDTA 2 mM, EGTA 10 mM. El1 homogenato
se centrifugd a 100.000 g por 60 minutos, y las actividades de
quinasa C, quinasa dependiente de AMPc y quinasa dependiente
de GMPc se determinaron en el sobrenadante. Una unidad de qui-
nasa de proteinas se define como la cantidad de enzima que en-
corpora 1 pmol de fosfato del ATP en histona H1 por minuto.
Los valores son unidades/mg proteina.

* Tomado de "Calcium and phospholipid turn over in a new
receptor function for protein phosphoﬁilation“, en Rosen y
Krebs, Protein phosphorilation, pag. 246, New York Academic,
press 1982.
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f.- La quinasa de la ATP citrato liasa y el efecto
insulina .

La fosforilacidn deLii_éTP citrato liasa es muy comple-
ja e involucra fosforilaciones mfltiples reguladas por fac
tores hormonales y nutricionales (48) (49) (50).

La insulina y el glucagdn afectan la fosforilacidn de
la enzima en células adiposas y hepatocitos. Por otra par-
te la insulina aumenta la actividad enzimdtica incrementan
do la sintesis de enzima,mientras el glucagdn disminuye la
actividad sin modificar la sintesis o la degradacidn (51).

Estos datos sugieren que las hormonas act@ian diferencial
mente sobre la liasa y esto es consistente con mecanismos
de fosforilacidn mediados por quinasas dependientes e inde-
pendientes de nucledtidos.

La fosforilacidn de la liasa, por subunidad catalitica
de la quinasa dependiente de AMPc, se demostrd en glandula
mamaria de rata (52).

Por otra parte en higado se describid una quinasa inde-
pendiente de nucledtidos, especifica para la liasa, y
con un sitio de fosforilacidn caracteristico (50).

Como la insulina aumenta la fosforilacidn "in vivo" (53)
(50), la ATP citrato liasa pasa a ocupar un lugar de privi-
legio dentro del conjunto de sustratos que se fosforilan por

accidn hormonal.

g.- Otra forma de regulacidén: los inhibidores protei-
cos de las quinasas . :

El inhibidor de quinasas de proteinas mds conocido fue
descripto por Appleman et al (54) y por Walsh et al (55),
a partir de misculo esquelético de conejo, habié&ndose pu-
rificado a homogeneidad (56), siendo su peso molecular de

11.300.
—



El inhibidor se une a la subunidad catalitica de la quina
nasa dependiente de AMPc y es competitivo respecto a los sus
tratos proteicos (56).

Si bien la funcién del inhibidor no ha sido aclarada afin,
se han comunicado resultados que indican que su concentracidn
varia en distintas condiciones fisioldgicas. Por ejemplo, en
la estimulacidn por suero de células CHO ayunadas, la activi
dad especifica de las quinasas cae en las 2 primeras horas a
un valor que es la mitad del inicial, mientras que la concen
tracidn de inhibidor aumenta al doble (Costa, 1977).

Como se ha expresado anteriormente, la inhibicidn sdlo se
verifica en enzimas dependientes de AMPc, a diferencia del mo
dulador descripto por Szmigielski et al. (57). Estos autores,
trabajando con preparaciones de cerebro, descubrieron la pre-
sencia de otro inhibidor capaz de abolir la actividad, no sbé-
lo de gquinasas dependientes de nuclebtidos (AMPc y GMPc), si-
no también de:las independientes.

Finalmente en testiculo de rata, Beale et al. (58) descri-
bieron una familia de inhibidores de fosforilacidn, contenien
do cuatro formas proteicas principales, con la mds abundante
ubicada en células de Sertoli con peso molecular de 19.000.

Por otro lado esta proteina probd ser inhibidora de la fos
fodiesterasa dependiente de calmodulina presente en las mis-
mas células. La sintesis del inhibidor estd sujeta a control

hormonal por FSH y la relacidn quinasa/inhibidor varfa drama

_—

ticamente durante el desarrollo testicular.

2- MODIFICACIONES COVALENTES DE TIROSINA

a- Transformacidn viral y metabolismo celular normal

El virus de Rous (RSV)contiene un gen, Src, el cual es'reg

ponsable de la capacidad transformante (59).



14

La expresidn del gen se requiere para la iniciacidn y el
mantenimiento de la transformacién. El producto del gen src
es una fosfoproteina de peso molecular 60.000 (pp605rc)(60).
(61) (62) (63), gue contiene una fosfoserina y una fosfoti-
rosina (64) (65).

Existen muchas evidencias que indican que la pp60Src fun
ciona como una quinasa: luego de extensiva purificacidn con
serva la actividad quinasa de proteinas (66); esta actividad

src

es termoldbil cuando la pp60 se obtiene de mutantes de

RSV que son sensibles a la temperatura; finalmente la pp60src
sintetizada "in vitro", a partir de un ARNm viral tambié&n
posee la actividad quinasa (67) (68).

La especificidad de sustrato de esta gquinasa es muy ori-

ginal pues fosforila el aminodcido tirosina (65), tanto "in

vitro" como en células transformadas por RSV, donde el ni-
vel de fosfotirosina es diez veces mayor que en la célula
normal (70).

El contenido aumentado de fosfotirosina refleja claramen

SIC. sin embargo el aumento de fosfo

te la presencia de pp60
tirosina no es una inevitable consecuencia de la transforma
cidn, puesto que si se transforman células con otros virus
tumorales, o por agentes quimicos,el contenido del aminodci
do fosforilado, es el caracteristico de las células normales
(70) .

En resumen la fosforilacidén de una o varias proteinas en

sSrc

residuos de tirosina por la pp60 , desempefia un papel pri

mario en el proceso de transformacidén celular por el virus
del sarcoma de Rous.

Presencia de fosfotirosina en proteinas de la célula nor-
mal

La fosfotirosina se encuentra tambié&n en la cé&lula normal.

La relacidn fosfotirosina a fosfoserina + fosfotreonina, es

aproximadamente 1/3000.



La presencia de fosfotirosina en la célula normal, indi-
ca que debe existir alguﬁa enzima capaz de transferir fosfa-
to a tirosinas.

En este sentido, se ha identificado y purificado una qui

sarc

nasa de proteinas llamada pp60 , cuyo peso molecular es

de 60.000, y cuyo origen es un gen celular llamado sarc (71)
(72) (73). Este gen celular es homSlogo con el src y se pre
sume que el virus RSV proviene del virus de la leucosis avia
ria (ALV), que a su vez habria adquirido la regidn sarc en
una célula normal (74).

El gen sarc se ha conservado a través de la evolucidn(74)

sarc

y la pp60 se ha encontrado en una amplia gama de tipos ce

lulares de vertebrados (73).

src sarc

La proteina viral pp60 y la celular pp60 son simila
res pero no idénticas en su estructura-(70) (71) (72) (75).

Se ha demostrado que la proteina viral se encuentra en las
células transformadas en una concentracidn 50 veces mayor que
su correspondiente gquinasa enddgena normal.

En cuanto a los sustratos de la quinasa viral, se conocen
varias proteinas entre las cuales se destaca la vinculina,que
es una protefina de peso molecular 130.000, cuya funcidn es el
anclaje de los filamentos de actina a la membrana celular.

Esta proteina al igual que la o actinina se encuentra ubi-
cada en las placas de adhesidn focal, por medio de las cuales
las c&lulas se unen al sustrato (76) (77).

Las placas son adyacentes a la membrana celular y contie-
nen pp60src (73).

La vinculina presenta dos sitios de fosforilacidn para ti
rosina; uno de ellos no estd fosforilado en células normales.

Podria postularse que la fosforilacidén del segundo sitio,
inhibe la conexidn de las fibras de actina a las placas de

adhesidn,lo cual sumado a una disminucidn en la produccidn
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de fibronectina caracteristica de las células transforma-
das, lleva a alteraciones en la forma y en la capacidad de

fijarse al substrato.

src

Otra proteina fosforilable por la quinasa pp60 tiene

un peso molecular de 36.000 (78), y es fosforilada "in vi-

src sarc

tro" por preparaciones de pp60 y de pp60 , en el mis

mo residuo de tirosina que es fosforilado"in vivo" (79).

Transformacidn por otros virus que codifican gquinasas
de tirosina

Ademas del RSV se conocen ahora varios virus oncogéni-
cos que también codifican quinasas de proteinas capaces de
fosforilar tirosina. Ellos son: el virus de la leucemia mu
rina de Abelson (70) (80); las cepas de Snyder-Theilin (ST)
y de Gardner-Arnstein (GA) del virus de sarcoma felino (81);
el virus de sarcoma aviario PRCII (82); el virus de sarco-
ma de Fujinami (FSV) (83) (84) (85).

Todos estos virus al igual que RSV parecen derivarse de
virus de leucemia por adquisicidn de secuencias celulares.

Las putativas proteinas transformantes de estos virus

han sido aisladas y se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 2
Virus (proteina transformante) Hombdlogo celular
RSV pp60src pp60Sarc
Ab-MuLV ppl20 NCP150%*
ST-FeSV pp 85 NCPO2**
FSv ppl40
PRCII ppl05
* (80)
** S6lo el homdlogo celular de ST-FeSV ha sido identifi-
cado (81).

En resumen puede decirse que pp605rc, y su homélogo celu
lar pp605arc; son quinasas independientes de nucledtidos que
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fosforilan exclusivamente tirosina al igual que las protei-
nas transformantes de FSV, PRCII, ST-FeSV y Ab-MulLV.

Las quinasas dependientes de AMPc fosforilan serina en
forma predominante, mientras que las independientes pueden
mostrar preferencia por serina o treonina.

Ademds de su independencia de los nucledtidos las quina
sas transformantes utilizan Mn en lugar de Mg.

En cuanto a su localizacién, se ha demostrado que pp60src
y ppl20 estén en parte asociadas a la membrana celular (73)
(86)

b- El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF):
Una quinasa de tirosina - Su relacidn con el producto
del oncogen V-erb-B.

El factor de crecimiento epidérmico, se une especifica-
mente a su receptor de membrana, e inicia y mantiene un com
plejo programa de respuestas bioquimicas y morfoldgicas, que
llevan, a las células blanco de su accidn, al crecimiento y

la multiplicacidén (87), por determinar una transicidn G,/G,

a S en el ciclo celular.
W e
Luego de la unidn del factor a sureceptor se produce la

internalizacidn del complejo por medio de vesciculas endo-
citicas.

Para comprender el mecanismo de la accidn hormonal,se ha
estudiado la fosforilacidén especifica de proteinas de mem-
brana celular en una linea de carcinoma de epidermis humana
(A-431). Esta linea contiene entre 2 y 3 millones de recep-
tores por célula, y cuando sus receptores son incubados en
presencia de ATP y Mg o Mn, se fosforilan una serie de pro-
teinas en forma especifica.

La unidn de EGF a los receptores estimula en esta linea
celular, varias veces la incorporacién de fésforo a las

proteinas,en especial a dos glicoproteinas de peso molecu-
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lar 170.000 y 150.000, que coinciden en peso molecular
con el receptor de EGF ,[(88).

Las preparaciones de membranas también fosforilan histo
nas en forma dependiente de EGF e independiente de AMPc y
de GMPC, y la fosforilacidn se realiza sobre residuos de
tirosina.

Ademds el receptor de EGF purificado a homogeneidad se
autofosforila en tirosina.

La capacidad de fosforilar tirosinas en los correspon-
dientes sustratos proteicos, ha sugerido la posibilidad de
que el receptor de EGF presente una estructura similar a
alguna proteina de transformacidén oncogénica.

En efecto, recientes evidencias indican que el receptor
de EGF posee una gran homologia con la secuencia deducida
de la proteina transformante V-erb-B, del virus de la eri-
troblastosis aviaria (AEV) (89).

El producto del gen resulta ser una especie de "receptor
truncado", cuya actividad bioldgica no requiere la unidn de
su ligando (EGF). Se ha sugerido que la proteina predicha en
base a la secuencia, es similar a la regidén de transmembrana
del receptor de EGF y a la porcidn citoplasmadtica del mismo.

La ausencia del sitio de unidn de EGF podria sacar a la
célula infectada por el virus, del control que ejerce el fac
tor de crecimiento, teniendo como consecuencia la generacidn
de una senal continua, equivalente a la que produce EGF, ha-

ciendo proliferar a las cé&lulas répidamente.

c- El receptor de insulina

Se ha demostrado que la insulina estimula la fosforilacidn
de su propio receptor (90) (91). En células intactas esta fos-
forilacidén se verifica en miltiples sitios, sobre serina y ti

rosina.
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La fosforilacidén ocurre tambié&n cuando el receptor es
solubilizado pero sdlo, sobre residuos de tirosina (92) (93).

El receptor purificado revela 3 bandas de pesos molecula
res 135.000 (o), 95.000 (p) y 52.000, siendo la banda inter
media, la que se fosforila cuando el receptor se incuba con
ATP, en presencia de Mn (94).

Las preincubaciones con distintas concentraciones de in-
sulina aumentan la incorporacidén de fosfato a la subunidad
() en forma dependiente de la concentracidn de hormona(94)
de insulina (95). La maxima activacidén ocurre entre 6 y 8

El receptor fosforilado une insulina en la misma forma
que el no fosforilado y se ha postulado que el receptor
modificado por fosforilacidn es la quinasa activada capaz
de fosforilar histona.

En sintesis al unirse la insulina al receptor, éste se
autofosforila; esta modificacidn produce un cambio confor
macional tal,que el oligdmero adquiere la capacidad de fos
forilar sustratos exdgenos. El tratamiento-con fosfatasa
alcalina produce nuevamente una actividad quinasa dependien

te de insulina.

d- El factor de crecimiento derivado_de plaquetas (PDGF)
y la proteina transformante p28~"" del virus de sarco
de simio (SSV).

Este factor es un polipéptido de peso molecular 30.000,
que tiene la propiedad de ser el mayor promotor de creci-
miento celular de tejido conectivo y de células de la glia.

La adicidn de PDGF a estas células produce cambios feno-
tipicos similares a los que induce el EGF (96) y los virus

tumorales (97).
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Estos cambios incluyen la aparicién de zonas con inva-
ginaciones en la superficie celular, cambios en el citoes
gueleto, reduccidn de la adhesidén celular y aumentada ac-
tividad mitdtica.

Cuando se incuban membranas de fibroblastos o de cé&lu-
las gliales con PDGF, se induce la fosforilacidén de resi-
duos de tirosina, en dos proteinas de membrana cuyos pesos
moleculares son 175.000 y 130.000(98), proteinas éstas po-
siblemente relacionadas al receptor de PDGF.

Muchas células transformadas son capaces de crecer en
medios libres de suero o con un porcentaje menor al habi-
tual, demostrando una menor necesidad de factores de cre-
cimiento (99) (100). Esta menor necesidad de factores es
consecuencia, en algunas lineas celulares, de la capacidad
de producir polipéptidos con actividad similar a la de los
factores de crecimiento del tipo insulina (101) (102) o si
no, factores de crecimiento tumorales (TGF) (103).

Estos factores no estidn estructuralmente relacionados
con PDGF (104), aunque se ha visto que los ¢¢ TGF se unen
al receptor de EGF y producen la expresidn del fenotipo
transformante.

Sin embargo se ha descripto un mitdgeno estructural e
inmunoldgicamente relacionado con PDGF, obtenido de cé&lu-
las de osteosarcoma humano (U-20S) (105).

Ademés el factor de crecimiento liberado por células
BHK transformadas por SV-40, tambié&n tiene propiedades co-
munes con PDGF (106).

Finalmente se ha determinado la secuencia de aminodci-
dos de PDGF y en estudios realizados por computadora, se
ha establecido que existe una regidn de identidad de 104
residuos entre este factor y la proteina transformante
p28Sis del virus de sarcoma de simio (SSV).

Si bien cinco de los aminodcidos de la secuencia de
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PDGF no se encuentran en el producto viral, existe la posi
bilidad de que el virus'haya reordenado parte de la secuen
cia.

Este descubrimiento implica que un gen oncogénico puede
contribuir a la transformacién celular por la produccidn

de una sustancia que normalmente estimula el crecimiento.

e- Los factores transformantes y el receptor de EGF

De Larco y Todaro fueron los primeros en aislar un fac-
tor de crecimientc de medio de cultivo, condicionado por
células infectadas por virus de sarcoma murino (MSV), e
identificarlo como una senal autocrina de expresidn neo-
pldsica (103) (108).

Este factor de crecimiento interacciona con el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGF), siendo parcial
mente homdlogo con €1 (104).

A partir de entonces, se han hallado factores de creci-
miento transformantes en varias células neqplésicas y teji
dos tumorales, (109) (110) y recientemente en muchos teji-
dos no neoplasicos (111).

Estos factores transformantes (TGF) han sido definidos
como polipéptidos con actividad hormonal que estimulan:1)
la pérdida de la dependencia al anclaje;2)la pérdida de la
inhibicidén por contacto, y 3)la habilidad de las cé&lulas de
mamiferos de crecer en agar blando.

Los TGF han sido divididos en tres clases de acuerdo a
actividad bioldgica sobre una gran variedad de células nor-
males y tumorales.

1- X -TGF .que compiten con EGF por la unidn a su recep-
tor.

2- € -TGF que no son competitivos pero requieren la pre-
sencia de EGF o de & TGF para actuar.



22

2%-KTGF que no compiten con EGF y no requieren otros fac
tores para actuar.

Si bien no ha sido establecida en forma concluyente la
relacidén entre los TGF y la fosforilacidn, este mecanismo
apunta a ser el mds indicado para lograr modificaciones fe

notipicas como las que se han descripto.
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ITII- ANTECEDENTES

En nuestro laboratorio Glickin caracterizd las quinasas
de proteinas de Neurospora crassa y calculd sus parémetros
moleculares e hidrodinédmicos (112).

Trabajando con nficleos _gn fase exponencial temprana, ob
tuvo homogenatos que fueron centrifugados a 105.000g y dia
lizados. Esa preparacidn se sometid a cromatografia de in-
tercambio en DEAE celulosa.

La elucidn con un gradiente de ClNa dio lugar a la apari
cidén de tres picos de quinasa de protefnas. El pico I eluyd
a una concentracién de sal de 0.19 M. Su actividad fue la @
nica estimulada por AMPc que activdé 5 veces.

El pico II eluyd a 0.32 M y tanto este pico como el I
presentaron mayor actividad con histona H2A que con fosviti
na. El pico III eluyd a 0.44 M y sblo resultd evidente en
ensayos con fosvitina.

Existe un inhibidor de quinasas de proteinas: Los extrac

tos dializados y calentados de Neurospora resultaron inhibi
dores de la actividad del pico I. El inhibidor fue purifi-
cado por cromatografia en DEAE celulosa de sobrenadantes de
100.000g, dializados y calentados a 100°C durante 3 minu-
tos. En estas condiciones el inhibidor aparecid en ‘frac-
ciones del percolado y del lavado.

Por otra parte el inhibidor también fue detectado en las
fracciones calentadas de la columna de DEAE celulosa, pero
de sobrenadantes de 100.000g no calentados. Dichas fraccio-
nes eluyeron a una concentracidén de 0.29 M de ClNa en el
gradiente.

Tanto el inhibidor obtenido de la columna de DEAE celulo
sa del sobrenadante calentado (percolado), como el existen-

te en fracciones calentadas de la cromatografia de un sobre



24

nadante no calentado, son dializables. Estos hechos se in-
terpretaron asociando la actividad termoestable a alguna
macromolécula termoldbil de naturaleza probablemente pro
teica.

El efecto del calor entonces, desnaturalizarfia la por-
cidén termolabil liberando el inhibidor termoestable que

tendrfa mayor tamarfo.

En cuanto a la especificidad de accidén el inhibidor re
sultd més efectivo sobre la actividad del pico I que sobre
el IT y no tuvo efecto sobre el III. Como el inhibidor ac-
tila aun en presencia de AMPc e inhibe el pico II, que no
depende de nucledtidos, se postuld que este compuesto se
uniria a la subunidad catalitica de la quinasa.

Activador termoestable de la quinasa del pico III: Si

las fracciones provenientes de una columna de DEAE celulo

sa de un sobrenadante no calentado se trataban a 100°C du

rante 3 minutos, y luego se adicionaban a mezclas de en-

sayo de quinasa pico III, con fosvitina como sustrato, se
observaba la existencia de un activador.

Similar resultado se obtuvo en columnas de sobrenadante
calentado, donde se estableci® la existencia del activador
en la misma porcién del gradiente (0.29 M).

La activacidn de la quinasa III por el factor termoesta
ble sblo era visible cuando se utilizaba fosvitina como
sustrato. El efecto se acrecentaba con la preincubacidn de
la enzima y el sustrato con el factor.

Finalmente se detectd una actividad complejante de meta
les asociada al activador y se determind qﬁe el Mg es re-
queridc en forma especifica para la manifestacidén del e-

fecto activador.



IV- OBJETIVO DE ESTE TRABAJO

Teniendo en cuenta que las reacciones de fcsforilacidn y
defosforilacidn de proteinas, constituyen un proceso dinami
co conectado sin duda, a la regulacidn de muchas funciones
celulares como por ejemplo: la iniciacién de la sintesis de
proteinas, la transformacién mediada por ciertos virus, la
contraccidn del misculo y finalmente la actividad hormonal
asi como la accidn de los factores de crecimiento, se plan
ted la blisqueda en un sistema de células eucariontes, de al
gin compuesto capaz de jugar un papel de modulador en la re
gulacidn del proceso de las modificaciones covalentes de

proteinas por reacciones de fosforilacién.



V- MATERIALES Y METODOS -

1- QUINASAS DE PROTEINAS DE CELULAS CHO—K1

a- Cultivo de células, preparacién del homogenato celu-
lar y fraccionamiento subcelular.

Se utilizaron células CHO-K1 (ATCC CCL 61), provenien-
tes de un subclon tcmado de una biopsia de un ovario de
hamster chino por Puck (113). Las cé&lulas se adaptarcn al
crecimiento en suspensidén utilizando medio MEM Suspensidn
(Gibco) y suero fetal bovino al 10% (dializado e inactiva
do) .

Los extractos celulares (sobrenadantes de 12.000RPM)
fueron preparados homogeneizando, seglin las preparaciones
entre 108 y 2,5 109 células, tomadas en fase logaritmica,
utilizando un homogeneizador Dounce. El buffer utilizado

contenia Tris-ClH (PH=7.5), en una concentracidn 10 mM.

b- Cromatografia de quinasa de proteinas del citosol
sobre DEAE celulosa.

El extracto celular se aplicé a una columna de DE-52
(Whatman), de 1l5cm x 1,5cm. La misma se eluyd con un gra
diente salino de 0 a 0.3M de ClNa en Tris-ClH PH=7,5 10

mM. Se colectaron fracciones de 1 ml.

c- Ensayo de guinasa de proteinas

Las mezclas de reaccidn contenian 50mM Tris-ClH PH=7,5,
8mM ClMg, 10 uM (¥32P)ATP (200.000cpm/tubo), 10 uM AMPC e
histona IIAS (Sigma) 2mg/ml, y cantidades variables de en



zima en un volumen final-‘de 100 ul. Las mezclas se incuban
a 30°C y a diferentes intervalos, 20 ul de dichas mezclas
de reaccidn se pipetearon sobre papel Whatman 3MM (2cm x 2
cm). E1l papel de filtro se lavd una vez en acido tricloro-
acético (TCA) al 10% y luego 2 veces en TCA 5%. Finalmente
los papeles se lavaron con etanol y con éter etilico y se
secaron. La radioactividad se determin8 con una mezcla de

tolueno omnifllior en un contador de centelleo liquido.

d- Metodologfa utilizada para detectar moduladores termo-
estables de las quinasas de proteinas.

Alicuotas de las fracciones de la columna de DEAE celu-
losa se calentaron por 3 minutos a 100°C. Luego de centri-
fugar a 3000 RPM, las alicuotas de los sobrenadantes se en

sayaron en la mezcla de reaccidn.

2- QUINASA DE PROTEINAS DE CELULAS DE EMBRION DE POLLO-AIS-
LAMIENTO Y PURIFICACION DEL MODULADOR TERMOESTABLE.

a- Obtencidn de carcazas de embridn de pollo, prepara-
cion del homogenato celular y fraccionamiento subce-
lular.

La preparacidn de las carcazas, se efectud de acuerdo
al procedimiento de Rubin (114) .Los embriones de pollo de
9 dias se extrajeron del huevo, se lavaron con solucidn
de ClNa 0,15M y luego se separd la cabeza, las alas, las
patas y drganos. Las carcazas se lavaron 3 veces con solu
cién de ClNa 0,15M y luego se homogeneizaron en un buffer
Tris-ClH PH=7,5 10mM (buffer A), con un equipo Omnimixer-
Sorvall, a méxima velocidad por 2 minutos. El homogenato
se centrifugd a 12.000 RPM por una hora. Se utilizaron en
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tre 100 y 400 embriones por preparacidn.

b- Cromatografia en DEAE celulosa.

El sobrenadante de una preparacidén de 400 embriones se a-
plicd a una columna de DE-52 (20cm x 5cm), equilibrada con
buffer A. A la fraccidn que se retuvo en la columna, se adi-
ciond un volumen de lavado. Posteriormente la columna se elu
yd con un gradiente linear de ClNa de 0 a 0,5M (500 ml de ca
da uno). Se colectaron fracciones de 3,5 ml. Las proteinas

se determinaron por el método de Lowry (115).

c- Ensayc de guinasa de proteinas de embridn de pollo.

El ensayo se realizd como en (116). El1 sistema de ensayo
contuvo en un volumen final de 80 ul: Acetato de Mg 4mM, EG-
TA 0,25 mM, MES 25 mM PH= 6,9, Histona IIAS 4 mg/ml, (}°2P)
ATP 10 uM (200.000cpn/ tubo) y AMPc 1,25 uM. En los ensayos
se agregaron cantidades variables de enzima y de modulador.

d- Calentamiento a 100°C y precipitacidn etandlica.

Las fracciones activas detectadas como en 1-d, se junta-
ron y calentaron por 3 minutos a 100°C. Luego de centrifugar
aX¥ 10.000RPM por 10 minutos, el sobrenadante se precipitd
con 3 volGmenes de etanol a 0°C. Luego de centrifugar a
10.000RPM por 10 minutos, el sobrenadante se concentrd a

presidn reducida a menos de 50°C hasta un volumen de 3 ml.

e- Cromatografia en geles.

El extracto anterior se cromatografid en una columna de
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Biogel P4 (200cm x 2,5), desarrollada con Acetato de Piridi-
na 100mM PH=6,5. El volumen de las fracciones fue de 3,6 ml.
Alicuotas de 20 ul de cada fraccidn se hicieron reaccionar

con fluorescamina seglin la técnica descripta en (117).

f- Cromatografias en papel y capa delgada de celulosa.

Las fraciones activas de la cadlumna se concentraron indivi
dualmente en un rotavapor y se aplicaron a un papel Whatman
3MM. Se desarrolld una cromatografia descendente utilizando
como solvente n-Butanol-Piridina-Acido Acético-Agua (15-10-
3-12).

En el caso de los productos de reduccidn de 2 y 4 mercap-
topirimidinas, el solvente utilizado fue n-Butanol-Acido Acé
tico-Agua, (16-2,4-6).

Las cromatografias en capa delgada se realizaron usando
como soporte placas de celulosa (Kodak), y como reveladores

vapores de Iodo o solucidn de ninhidrina 0.1% en etanol (118).

3- ENSAYOS BIOLOGICOS

a- Quinasa de proteinas de misculo de conejo.

La quinasa de proteinas se prepard como se describe en(116).
Se ensayd la inhibicién con cantidades variables de fracciones
provenientes de las columnas (DEAE celulosa o Biogel), o con
fracciones eluidas del papel luego de la cromatografia.

b- Actividad de adenosina trifosfatasa.

Los ensayos se realizaron segn la té&cnica descripta en
(119), utilizando membranas de eritrocito de pavo como fuen
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te de enzima.

c- Actividad de fosfodiesterasa.

La enzima de cerebro bovino, se purificd y midid segfin
la técnica descripta en (120), a una concentracidén de AMPc

de 200 uM.

d- Ensayo del inhibidor de misculo esquelético de conejo.

El ensayo se realizd con inhibidor preparado segtn (121),

utilizando un concentracidén final de 5 ug/ml.

e- Cultivo de células de tumor de mama humano - Curva de
crecimiento.

La linea de tumor de mama humano T47D, se obtuvo del D=r.
Keidar (Israel). Las células crecieron en medio RPMI 1640
(Gibco), que contenia 2 mM de L-glutamina, 100 u/ml de peni
cilina, 100 ug/ml de estreptomicina y 10% de suero fetal bo
vino. Las células fueron incubadas a 37°C en una atmdsfera
de aire/CO2 (95%/5%). Los repiques se realizaron incubando
las células por tres minutos con 0.0125% de tripsina, 0.5
mM EDTA y luego colectandolas en medio completo. La curva
de crecimiento se realizd sembrando 3 x 104 células en c/u
de las 24 secciones de las placas de cultivo mGltiples (Lim
bro), con 1 ml de medio RPMI 1640 completo. 24 horas después

se agregd medio fresco y cantidades variables de fraccidn in

Ihibitoria.
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f- Ensayo de incorporacidn de P - Gel de poliacrilami-

da - Autorradiografia




La marcacidn se realizd en placas de Petri de 35mm,en
las cuales las células T47D se encontraban cercanas a con
fluencia. Luego de un ayuno de 30 horas, en medio RPMI1640
con 1 mg/ml de seroalblimina bovina, las células fueron tra
tadas durante 24 horas con la fraccidn inhibitoria, con
suero fetal o con ambos.

Posteriormente se lavaron con medio libre de fosfato y
se incubd con I ml del mismo medio, en presencia de 150 uCi
de 32P durante 45 minutos a 37°C. Finalmente se lavd con me
dio de fosfato salino (PBS), y las células se solubilizaron
con dodecil sulfato de sodio (SDS) al 2% en fosfato monosd-
dico 5 mM (150 ul por placa).

Una alicuota fue contada para expresar la entrada de fos
fato a las células. Otra parte igual (50 ul), se precipitd
con TCA al 10%. El precipitado se retuvo sobre filtros de
fibra de vidrio (Millipore AP), y se lavd exhaustivamente
con TCA 10%. Los filtros fueron secados y contados con to-
lueno - omniflGor. Los 50 ul restantes fueron calentados du
rante 3 minutos a 95C, y se les agregd 30 ul de un buffer
que contenia glicerol 200 ul,ditiotreitol 35 mg, azul de
bromofenol 0,1 mg y agua 200 ul.

La electroforesis se llevd a cabo en un gel de acrilami-
da al 11%, con 0,1% de SDS y gel separador de acrilamida al
5%. El tiempo de corrida fue de 16 horas a 15 mA. En la co-
rrida se incluyeron los siguientes marcadores de peso mole-
cular: e galactosidasa (120K), fibrindgeno (97K), albGmina
(65K) , ovoalbimina (45K), tripsina (24K), miosina (18K), 1li
sozima (14K). Los marcadores se tineron con Coomasie Brillant
Blue.

El gel fue fijado, secado y autorradiografiado a -70°C
por 24 horas usando pelicula Kodak X - Omat AR-5.
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4.- ESTUDIOS ESPECTROSCOPICOS - METODO DE OBTENCION DE DERI-
VADOS SILILADOS.

Los sitios de unidn de AMPc y del compuesto inhibitorio
a la quinasa de proteinas de tipo I, fueron estudiados por
la fluorescencia intrinseca del triptofano, con un espectro-
fluordmetro SLM-AMINCO, conectado por una interfase a un com
putador Hewlett-Packard, segln las técnicas descriptas por
La Porte (122) y en (123).

Los espectros de absorcidn en el infrarrojo (IR), se
realizaron en dispersidn en Nujol con un espectrofotdmetro
Perkin-Elmer modelo 710B.

Los espectros de absorcidén en el ultravioleta (U.V.),se
realizaron en solucidn de metanol o de agua con un espectro-
fotémetro Beckman D K-2A.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 1H
(RMN-lH), se realizaron a 100 MHz con un espectrémetro Va-
rian X-L-100-15 . Los desplazamientos quimicos se expresan
en é (ppm) , y las constantes de acoplamiento J en Hz.

La cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de
masa (CG-EM) se realizd en un cromatdgrafo Varian 1400, e-
quipado con una columna de vidrio de 1,8 m de longitud y 2
mm de didmetro interno, que contenia como fase fija 0OV-17
3% sobre Chromosorb W-AW DMCS (80-100).

El cromatdgrafo estaba acoplado a un espectrOmetro de
masa Varian-MAT-CH-7A y todo el sistema era comandado por
una computadora Varian-MAT DATA SYSTEM 166.

Las cromatografias gas-liquido (CGL) fueron realizadas
en un cromatdgrafo gas-liquido Hewlett- Packard 5830 A, con
detector de ionizacidn de llama, con una columna rellena con
la misma fase fija empleada en (CG-EM).
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La temperatura del horno se varid a razon de 10°C/min
en forma programada, en rangos de 60 a 290°C.

El método de sililacidn de las pirimidinas se describe
en (124), con la diferencia que se usb BSTFA ( N,0, bis tri
metil silil trifluoroacetamida), en lugar de BSA ( N,O0, bis

trimetil silil acetamida), andlogo no fluorado del anterior.

5.- SINTESIS ORGANICA

a.- Obtencidn de 4 mercaptopirimidina (II), a partir
de 4 hidroxipirimidina (I) (125).

Una mezcla de 4 hidroxipirimidina (2g), y pentasulfuro
de fdsforo (4g), en piridina (28 ml), fue hervida a reflujo
por una hora. Luego de enfriar, la mezcla se agrega sobre a
gua (120 ml) y la solucidn se concentra hasta 30 ml, sobre
un bano de agua. Al enfriarse se separa un s6lido marrdén a-
marillento, que es recristalizado de agua(carbdn), dando 4
mercaptopirimidina, con un rendimiento del 50%.

UV: 291, 329 nm (en metanol).
IR: 1620,1440, 1280,1220,1180,1140,1000,840 cm-l.
rMN 1H: d 8,25 (s,1H), 7,82 (d,1H) J=6Hz,7,15 (d,1H) J=6Hz.

(en dimetil sulféxido)

b.- Obtencidn de 2,4 dimercaptopirimidina (III), a paxr-
tir de 2 mercapto 4 hidroxipirimidina (IV) (126)

2 mercapto 4 hidroxipirimidina (1,4g), se hirvid en xile
no (20ml), en presencia de pentasulfuro de fésforo (4.2g) a
una temperatura de 157-160°C durante 8 horas. Se enfrid y re-
movid el xileno por filtracidén. Se lavd la torta y se secd.El
sbélido se agregd en porciones a una mezcla de amoniaco/agua
(3/10). Se llevd luego a 90°C y se agregd 0.3g de carbdn. Se
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filtrd por Buchner con lecho de celite y a lasolucidn calien

te, se agregd suficiente &dcido acético para 1llevar el PH has
ta 7. En estas condiciones precipitd el ditiol. La suspensidn
se enfrid a 5°C, se filtrd y se lavd con agua. Se recristali-
26 de agua con carbdn. El rendimiento fue del 46%.

Uv: 281, 352 nm.

IR: 1580, 1260, 1240, 1220,1140,1120 cm .
RMN 1H:§ 7,2 (d,1H) J=6Hz, 6,5 (d, 1H) J=6Hz, (realizado en

dimetil sulfdxido).

c.- Sintesis de 2-4 dimercapto 5-6 dihidropirimidina (V)
a partir de 2-4 dihidroxi 5-6 dihidropirimidina.

La sintesis se realizd segfin (127), utilizando 2-4 dihi-
droxi 5-6 dihidropirimidina, en lugar de uracilo.

La dihidropirimidina (lg) se suspendid en tetralina(20ml);
se agregd pentasulfuro de fésforo (3g), y se calentd durante 2
horas a 180°C. El producto de la reaccidn se extrajo con bence-
no y se cristalizd de benceno hexano con un rendimiento del 32%
Uv: 225, 314 nm.
IR: 1610, 1320, 1240, 1160, 1080, 920, 810 cm

RMN 1H: 9,96 (s; ancho), 3,3 (t,2H) J=6 Hz, 2.9 (t,2H) J=6Hz

1

(en dimetil sulfdéxido).

d.- Preparacidn del catalizador de niquel-aluminio.

La preparacién del catalizador de niquel-aluminio se ‘rea-
liz6 segln la técnica de Brown (126), por tratamiento de una
mezcla de niquel=-aluminio (1-1), con solucidén de hidrdxido de

sodio.
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e.- Reduccidn de 2 mercaptopirimidina (VII) y de 4
mercaptopirimidina. Separacidon cromatografica.

La técnica utilizada fue una adaptacidn del método comu
nicado para la obtencidén de derivados reducidos del uracilo
(128). La mercapto pirimidina (0,3g), se reflujé durante 6
horas con catalizador de niquel-aluminio (1,5g), utilizando
etanol (50ml). Luego el catalizador se removid por filtracidn
y el filtrado se llevé a sequedad. El producto se disolvid en
300 ul de etanol y se aplicd sobre un papel Whatman 3MM de 10
X 40 cm -y se desarrolld una cromatcgrafia descendente en n-bu
tanol-acido acético-agua (16-2.4-6).

Los bordes del papel se revelaron con vapores de iodo y
las zonas con material se eluyeron con metanol, se concentra
ron y se utilizaron para ensayos de actividad bioldgica y pa

ra cromatografia gaseosa-espectrometria de masa.



VI- RESULTADOS Y DISCUSION

1- CULTIVO DE CELULAS CHO-Ky, BUSQUEDA DE MODULADORES

El primer sistema elegido para la bfisqueda de factores
moduladores, lo constituyd la linea celular CHO-Kj.

Esta linea gue crece en monocapa, fue adaptada para cre
cer en suspensidn modificando el medio de cultivo. Para e-
llo de una monocapa tratada con tripsina, se obtuvo un ind
culo que fue utilizado en un medio para células que crecen
en suspensidén (medio libre de Ca y Mg). Un indculo de 105
células se multiplicé 15 veces en 7 dias a 37°C.

Teniendo a punto el sistema de produccidén de células, co
nociendo la correlacidn entre la activacidn de la quinasa
de proteinas y la aparicién de cambios morfoldgicos (128)
(129) , y sabiendo que mas del 80% de la actividad quinasa
de proteinas de cé&lulas CHO estaba asociada al citosol
(130), se eligid esta fraccidn para iniciar la blisqueda de
factores.

La posibilidad de perder un factor citosblicc dializa-
ble, se evitd aplicando a la columna de DE 52, un scbrena-
dante no dializado de 12000 RPM, como se describe en mate-
riales y métodos. Se obtuvo un perfil de actividad quinasa
de proteinas como el que se muestra en la figura 4 par-
tiendo de 108 células. La elucidn con gradiente de ClNa dio
lugar a la aparicién de dos picos parcialmente resueltos,
cuya actividad aumentaba en presencia de AMP ciclico.

Cuando se ensayaron alicuotas calentadas de todas las
fracciones de la columna, en presencia de las fracciones
con actividad quinasa de proteinas, no se observd ningln e-
fecto modulador.

La ausencia de efecto podia deberse a dos razones: la pri
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mera, que la cantidad de células utilizadas fuera insufi-
ciente para aportar una-concentracidn detectable de modu-
ladores; la segunda, que el sistema no poseyera modulado-
res.

La primera posibilidad tenia como limite el nlmero de
células que podian cultivarse en el laboratorio. La segun
da llevaba, de ser cierta a la necesidad de cambiar el sis
tema bioldgico.

Se prepararon homogenatos provenientes de cantidades va

9 células,

riables de células, hasta el limite de 2,5 x 10
no pudiendo detectar en las preparaciones la presencia de
modulador alguno.

Se optd por cambiar el sistema bioldgico, debido a que
por problemas de infraestructura no podia superarse la can

tidad de 3 x 10° células.

2~ QUINASA DE PROTEINAS DE TEJIDO CONECTIVO DE EMBRION DE
POLLO

Los cultivos primarios de fibroblastos de embridén de po-
llo, se preparan habitualmente, utilizando la carcaza del
embridén de 8 a 10 dias de edad. En este estadio del desarro
llo, la composicidn celular de la carcaza, estd dominada por
la presencia de cé&lulas de la progenie fibroblastica.

El tratamiento con tripsina libera las células, las cua-
les se inoculan en un medio de cultivo adecuado, obteniéndo-
se los llamados cultivos primarios de fibroblastos.

La disponibilidad de embriones de pollo, y la facilidad
con la cual se obtienen las carcazas, nos decidid a trabajar
con este sistema, que provee una cantidad elevada de fibro-
blastos, evitando la limitacién de los cultivos de cé&lulas.

Preparado el homogenato celular, y la columna de DE-52

como se describe en la seccidn experimental, pudo obtenerse
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una primera descripcidn de este sistema, como puede observar

se en la figura 5.
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FIGURA 5. Cromatografia en DE-52 de un sobrenadante de 12000
RPM. Alicuotas de 30 ul. fueron calentadas por 3 minutos a
100°C, como se describe en materiales y mé&todos, y ensayadas
en presencia de la actividad quinasa de proteinas enddgena,
para detectar la existencia de fracciones termoestables, con
capacidad de modulador de la actividad enzimatica.



40

Cuando se calentaron alicuotas de las fracciones obteni-
das de la columna y se ensayaron en presencia de la activi-
dad quinasa de proteinas enddgena, pudo detectarse que la
zona que eluye entre 0,15 y 0,20 M, posee una actividad al-
tamente inhibitoria.

Esta actividad no sblo se presentd sobre la quinasa de
proteinas enddgena, sino también sobre las actividades fos-
forilantes de las quinasas de proteinas de misculo de cone-
jo, tanto las de tipo I, como las de tipo II, en presencia
o0 ausencia de AMPc.

Estos hallazgos impusieron la necesidad de desarrollar

un esquema de purificacidn para dicho inhibidor.

3-AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL FACTOR TERMOESTABLE

Algunos de los métodos utilizados con mas frecuencia pa-
ra purificar compuestos termoestables, con caracteristicas
de reguladores metabdlicos han sido: precipitacidén con aci-
do tricloroacético, como en el caso del inhibidor de quina-
sa de proteinas de Walsh (121), precipitacidn con acido acé
tico a PH=4 para el inhibidor de fosforilacidén de testiculo
de rata (132), y extraccidn con etanol acido como en el caso
de los factores de crecimiento transformantes (103).

Para purificar las fracciones activas, se utilizd etanol,
que se llevd a una concentracién final del 66%. En estas con
diciones el grueso de las proteinas del extracto puede ser
separado por centrifugacidn, quedando la actividad inhibito-
ria en el sobrenadante.

A esta altura de la purificacidn tomd cuerpo la idea de
que el inhibidor no podia ser una proteina convencional, si-
no mads bien un péptido pequeno, del tipo de los factores de
crecimiento transformante (133).

Sin embargo si el homogenato de carcazas era extraido por
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el procedimiento de Davoren (134), (método empleado para pu-
rificar glucagdn, insulina,secretina y factores de crecimien
to transformantes),no se obtenia ningn precipitado activo,
luego de tratar con la mezcla de etanol-éter(2-4).

La posibilicdad de tener en la mano un principio activo de
bajo peso molecular, decidid la utilizacidn de tamices mole-
culares del tipo Biogel P, o P,, que resuelven mezclas de
compuestos pequenos.

Por otra parte, la sospecha de gue se tratara de un pép-
tido, llevd a la utilizacidn de la fluorescamina, para rea-
lizar el relevamiento de las columnas.

Como los extractos etandlicos ocupaban un volumen consi-
derable, fueron concentrados a presidn reducida.

La columna de Biogel P,, se desarrolld con un buffer vo-
1atil, previendo la posterior concentracidn de las fraccio-
nes activas. La calibracidn se realizd con una mezcla de oli
gosacaridos radioactivos.

En la figura 6, puede observarse el perfil de una columna
de Biogel P,: la mdxima inhibicidn no coincidid con zonas con
reaccidn significativa a la fluorescamina y reveld un peso mo
lecular del orden del de la glucosa, o afin menor.

Alicuotas de las fracciones inhibitorias y no inhibitorias
de dicha cclumna, fueron cromatografiadas en capa fina de ce-
lulosa, y reveladas con ninhidrina (figura 7). Pudo apreciar-
se que solamente las fracciones inhibitorias presentaban una
mancha blanca contra el fondo violeta de la ninhidrina.

Repitiendo la cromatografiIa de las fracciones activas, se
observd una buena correspondencia, entre el tamano de la zona
blanca y el grado de inhibicidn, como se muestra en la figura
8. Por otra parte la presencia de manchas con reaccidn positi
va a la ninhidrina no pudo correlacionarse con ninguna activi

dad moduladora.
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FIGURA 6:Cromatografia en Biogel P,, del extracto etandlico
concentrado hasta un volumen de 3 ml. Las fracciones activas
se detectaron ensayando 30 ul de c/u, en presencia de quina-

sa de proteinas de tipo II.
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. FIGURA 7: Analisis por cromatografia en capa fina de celu-
los, de las fracciones de la columna de Biogel P4. Se estu
diaron inicialmente las fracciones activas y las adyacentes
a las mismas. Se utilizd ninhidrina como revelador. Las con

diciones de la cromatografia se describen en materiales y

métodos.
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FIGURA 8: Analisis de las fracciones activas de la columna

de Biogel P4. Se utilizd la misma metodologia que en el ex-

perimento descripto en la figura 7.
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La posible naturaleza peptidica del compuesto no podia
ain ser descartada pues, es bien conocido el efecto de ad
sorcidn que presentan los pequenos péptidos tanto sobre las
matrices de Sepharosa, como sobre las matrices de acrilami
da (135), lo cual en una columna de Biogel puede determinar
un volumen de elucidn mayor al tedricamente esperado, pues
la muestra sale retrasada.

Para tener una idea exacta del compuesto era entonces ne
cesario continuar con su purificacidn. Por ello se procedid
a la cromatografia de las fracciones inhibitorias obtenidas
de la columna de Biogel, en papel de filtro Whatman 3MM, util
lizandose como solvente de corrida el mismo que se habia u-
sado para desarrollar la cromatografia en capa fina de celulo
sa, es decir n butanol-piridina-acido acético-agua (15-10-3-
12).

Luego de revelar con ninhidrina, se observaron 2 manchas
coloreadas y una mancha blanquecina. Eluidas todas con agua,
se observd que la mancha clara poseia un fuerte efecto inhi-
bitorio sobre la fosforilacidn, cuando se media en el ensayo
estandar.

Una parte de este material se utilizd para los andlisis
bioldgicos y el resto para realizar los estudios estructura-
les.

De la banda que presentaba actividad bioldgica, se reali-
zd un espectro en agua observdndose un mdximo de absorbancia
a 256 nm, como puede verse en la figura 9.

Este mdximo podia indicar la presencia de algfin nucledti-
do o base, y teniendo en cuenta que los nucledtidos presen-
tan valores de coeficientes de absorbancia que van de 10 a
15 mM_lcm—l, se tomaron estos valores como posibles coefi-
cientes, y en base a ellos se calculd la concentracidn de la

solucidn.
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4- ALGUNOS SISTEMAS BIOLOGICOS Y SU MODULACION POR EL INHI-
BIDOR TERMOESTABLE.

a- Cinética de la quinasa de proteinas de tipo II, de
musculo de conejo.

Se realizaron curvas de tiempo, para distintas concen-
traciones de ATP, utilizando dos cantidades de inhibidor.Una
de éstas se muestra en la figura 10.

Por otra parte el grafico de inversas (Lineweaver Burke),
mostrd que el coméuesto se comportaba como un inhibidor compe-
titivo, con un valor de KI del orden de 10_4M, como se ve en
la figura 11.

Una inhibicidn del tipo competitivo puede indicar que el
compuesto reconoce en la enzima, el mismo sitio que el sustra
to, en este caso el ATP.Puesto que existe una gran variedad de
enzimas que tienen como sustrato al ATP, se decidid estudiar

el efecto del factor, en otro sistema enzimitico.

b- Curva de tiempo de la adenosina trifosfatasa de eri-
trocito de pavo.

El transporte activo de Na y de K. en los eritrocitos,es
td acoplado al sistema de adenosina trifosfatasa (ATPasa), de
pendiente de Mg. Se realizd una curva de tiempo, en presencia
o ausencia de la fraccidn inhibitoria, con el resultado que se
muestra en la figura 12.

La concentracidén final en el ensayo fue del orden de 1mM
para el inhibidor, y 0,2mM para el ATP. En estas condiciones
se observd una inhibicidn de. un 30%, que resultd menor que la
observada en las quinasas de proteinas a concentraciones simi-
lares del compuesto.

Ensayos realizados ulteriormente, revelaron un KI del or-
den de 10~ %M, con un comportamiento de inhibidor competitivo,
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FIGURA 1l:Grafico de inversas (Lineweaver-Burke), de quinasa
de proteinas de tipo II, en presencia de AMPc. Se ensayd la
enzima sola, y en presencia de dos concentraciones estimadas
de inhibidor, ( suponiendo gque los valores posibles del coefi-

ciente de extincidn sean a; o a2)
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FIGURA 12: Curva de tiempo de Adenosina Trifosfatasa de eri-
trocito de pavo, en ausencia -8-4-, o en presencia de inhi-
bidor (F) -0-0-. El compuesto se encontraba a una concentra-
cidén aproximada de 1mM, y el ATP a 0,2mM.



(J.P. Rossi, comunicacidn’ personal) .Finalmente, ensayos rea-
lizados con la enzima adenilil ciclasa de Neurospora crassa
revelaron coincidencia en la inhibicidn de la fraccidén ensa
yada (M.M.Flawia).

Estos datos sugerian que el compuesto inhibitorio podria

ser un anidlogo del ATP.

c- La fosfodiesterasa de cerebro bovino en presencia
de la fraccidn inhibitoria.

Cuando se mide el efecto sobre la fosfodiesterasa de ce-
rebro bovino, dependiente de calmodulina, se observa que la
inhibicidén tiene lugar afectando los valores de actividad ba-
sal, como los valores de la enzima estimulada. Estos resulta-

dos se muestran en la tabla 3.

Tabla 3
Inhibidor Actividad basal* Actividad+CM*

(mM)

3,4 0,048 0,380
1,7 0,060 0,400
0,7 0,090 0,580
0,4 0,160 0,660
0,2 0,200 0,750
0 0,200 0,820

*
Actividad en nmoles de AMPc hidrolizado por minuto.

Es importante destacar, que a bajas concentraciones de
inhikidor no se ve efecto sobre los valores basales, pero
si sobre:los valores de la enzima activada por CM.

Estos datos sugerian que esta fraccidn inhibitoria era
capaz de reconccer el sitio de unidén del AMPc a la fosfodies-

terasa.
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d- Comparacidén con el inhibidor de misculo de conejo.

La caracterizacidn del inhibidor aislado de mfisculo de
conejo, indica que éste es un inhibidor de tipo no competi-
tivo, y que actlia previniendo la liberacidn de subunidad ca-
talitica de la holoenzima por efecto del AMPc (136).

Se analizd el comportamiento de la quinasa de proteinas
de tipo II, en presencia de AMPc y de ambos inhibidores (mis
culo y embridn de pollo). Las curvas de tiempo se muestran en
la figura 13.

Los efectos de ambos inhibidores no son aditivos, por el
contrario puede especularse sobre la existencia de una inte-
raccidn entre ambos inhibidores. Este efecto sustraeria fac
tor embrionario del medio de reaccidn, por unidén al inhibi-

dor de misculo de conejo. -

e- Efectos moduladores sobre la multiplicacidén celular
y la fosforilacidn de proteinas "in vivo".

Existe un interés muy grande en la actualidad, por encon
trar principios activos nuevos, tanto de origen sintético co-
mo de origen natural, que puedan regular el crecimiento de cé
lulas transformadas.

Se estudid el efecto de la fraccidn inhibitoria,sobre la
linea celular de tumor de mama humano, T47D, con la intencidn
de ver alteraciones sobre la velocidad de crecimiento de las
células y sobre el perfil de la fosforilacidén de sus protei-
nas.

La curva de crecimiento se muestra en la figura 14. En
la misma se observa que segfin las concentraciones ensayadas,
el inhibidor es capaz de detener el crecimiento celular e in

clusive de alterar los fendmenos de adhesidn celular, (a la
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FIGURA 13. Curvas de tiempo de quinasa de proteinas de tipo
II en presencia de AMPc. La concentracidn final de inhibi-

dor de mfisculo esquelético fue de 5 ug/ml.
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FIGURA 14: Efecto citost&tico de la fraccidn inhibitoria, so-
bre la linea celular de carcinoma de mama humano T47D. La cur-

va de crecimiento se realizd como se describe en materiales y

métodos.



mas alta concentracién). ’

Estos resultados indicaron que la fraccidn inhibitoria
era capaz de regular el crecimiento celular, y por lo tanto
se decidid investigar la correlacidn de la fosforilacidn de
proteinas con este fendmeno.

La pregunta fue entonces si este modulador actuaria en
forma diferencial sobre la fosforilacidn de proteinas, o en
una forma mas general.

Se realizd el ensayo de incorporacidn de 32P total a
las células, como se indica en materiales y métodos, y en
la figura 15,sorprendentemente puede observarse el aumen-
to de aproximadamente un 30%, en la incorporacidn que pro-
duce la asociacidn del efecto del suero fetal con el factor,
sobre el efecto del suero fetal.

La mayor incorporacidn por efecto del factor sbélo es po
sible en presencia de suero.

Cuando se investigd cudl era la radioactividad asociada
a material macromolecular precipitable por TCA, (figura 16)
se vio que el factor en presencia de suero, produce una ele
vacidn de los niveles de incorporacidn de fosfato.

Para estudiar si este aumento, podia estar a nivel de
proteinas especificas, el lisado de células fue sometido a
una electroforesis en gel de poliacrilamida.

Este gel mostrd (figura 17), que selectivamente protei-
nas de peso molecular 56,44 y 27K, eran fosforiladas por e-
fecto del modulador.

Si bien el significado de estos resultados no estd bien
comprendido, podria pensarse que estas tres proteinas o algu-
na de ellas en particular, participa, por mecanismos de fos-
forilacidn-defosforilacidn,en la determinacidn de los efec-
tos del compuesto a nivel de la multiplicacidn celular.
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FIGURA 15. Incorporacidn de 32P a células T47D.

C= control (el medio de cultivo contenia Gnicamente 1 mg/ml
de seroalbGmina bovina).

F
0,5 mM).

S= suero fetal bovino al 10%.

fraccidén inhibitoria (la concentracidn aproximada fue de
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terial precipitable por TCA. Las concentraciones son las

que se describieron en la figura anterior.
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FIGURA 17. Gel de poliacrilamida al 11% del lisado de cé-
lulas T47D.

a: las células fueron tratadas con la fraccidn inhibitoria
(0,5 mM).

b: las células fueron tratadas con la fraccidn inhibitoria
y 10% de suero.

c: las cé&lulas sblo fueron tratadas con suero.

d: el medio contenia 1 mg/ml de seroalbimina bovina.
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f- Estudios espectroscdpicos de los sitios de unidn
del AMPc y de la fraccidn inhibitoria a la quina-
sa de proteinas de tipo I

La subunidad regulatoria (R) de la quinasa de protei-
nas de tipo I, de mfisculo esquelético, contiene dos moles
de triptofano por mol de mondmero (137).

La figura 18, muestra la titulacidn de R, con AMPc mo
nitoreada por cambios en la fluorescencia de los triptofa-
nos enddgenos. Se observd una relacidn lineal entre los cam
bios de fluorescencia y la concentracidén de AMPc.

El experimento fue hecho a una concentracidn aproxima-
da de R de 0,4 uM, en buffer citrato a PH=5. En estas condi
ciones aparentemente se detectan cambios a nivel de un sdlo
sitio de unidn.

Por otra parte, la fraccidn inhibitoria, produce un
grafico con dos componentes, que podrian reflejar la exis-
tencia de dos clases separadas de sitios de unidn.

Numerosas proteinas en las cuales se pgoducen cambios
conformacionales presentan, cambios en la fluorescencia de
los triptofanos (138). Ademé&s se conocen evidencias sobre
la existencia de dos clases de sitios de unidén de nucledti-
dos ciclicos, en subunidad regulatoria, de quinasas de pro-
teinas de tipo II.

Es entonces posible postular, que en la subunidad RI
existen dos sitios de unidén para el factor, si bien seria
necesario confirmar esta hipdtesis con experimentos comple

mentarios , mediante la utilizacidn de ligando marcado.
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FIGURA 18. Titulacidn de la subunidad regulatoria RI’ con
AMPc (® ) y con la fraccidn inhibitoria (a).
Se ha trazado la curva tedrica para el AMPc, que une el 100%
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5- CROMATOGRAFIA GASEOSA+«ESPECTROMETRIA DE MASA DE LA
FRACCION INHIBITORIA.

La combinacidn de las técnicas de cromatografia gaseoaa
con espectrometria de masa (CG-EM), ha tenido un considera-
ble impacto en el andlisis de muestras bioldgicas, posibili
tando la caracterizacidn de sus componentes con la necesaria
sensibilidad y exactitud.

La técnica sdlo tiene la limitacidn de aplicarse a com-
puestos de pequena masa, los cuales deben ser volatiles.

Esta metodologia se presentd como la méds adecuada para
analizar, las muestras con actividad bioldgica obtenidas,
luego de la cromatografia en papel.

Las muestras se eluyeron con agua, el extracto acuoso
fue llevado a sequedad por liofilizacidn, completandose la
deshidratacidn en desecador al vacio sobre P,0g.

El residuo fue sililado por tratamiento con N,0, bis tri
metil silil trifluorocacetamida (BSTFA), conteniendo 1% de
tetrametil clorosilano (TMCS), en un vial cerrado, manteni-
do a 100°C, durante 60 minutos, segun la técnica descripta
en (124).

El producto sililado fue analizado por cromatografia ga-
seosa-espectrometria de masa , en las condiciones indicadas
en la seccidn experimental.

El cromatograma por corriente idnica total, se muestra
en la figura 19. Se observan aproximadamente 20 sefiales, de
las cuales una es mayoritaria, acompanada de otras 5 de re-
gular intensidad.

Las figuras 20, 21, 22, 23 y 24 presentan el registro po
tenciométrico por acumulacibn sucesiva de espectros de masa,
de los picos 91, 107, 142, 182 y 190.
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FIGURA 19.Cromatograma por corriente idnica total, del pro-
ducto proveniente de la cromatografia en papel. El mé&todo
de sililacidn se describe en materiales y métodos.
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El primero de los picoé analizados, correspodiente al es
pectro 91 (figura 20), presenta un idén molecular a m/z 258,
y fragmentos representativos a: 243 (M-15), 213,201,147 (ba
se)144,131,116,75 y 73, asimilables a una base dihidropirimi
dinica, con dos restos trimetil sililo (TMS), unidos a dos )
xigenos, o a un nitrdgeno y un azufre.

Por ejemplo:

OTMS
e NN
TMSON TMSS
™S

La presencia en el espectro de un fragmento a m/z 201,

producto posible de lg siguiente fragmentacidén (124):

SiMe,
Me,Si—0 0 I
0% Me,Si - @, g
/ \
Me ;510 MeSi Y Me 10, * N=CH,

llevaria a la conclusign que de las opciones presentadas po
dria tratarse del derivado disililado del 5-6 dihidrouracilo.

El segundo pico analizado (espectro 107, figura 21), -pre-
sernita fragmentos a m/z 330 (M+), 315 (M-15), 243, 214, 199,
189, 147 (base), 116, 75 y 73, que puede considerarse como
estructuralmente relacionado al compuesto anterior, pero con
un grupo TMS adicional. Por ello podrian considerarse los si

guientes compuestos:

™S A
o isdmero \ju\
TMSO N
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El tercer pico correspéndiente al producto mas abundante
de la mezcla (espectro 142, figura 22)presenta iones a m/z
258 (M+), 243 (base), 216, 200, 158, 147, 144, 127, 117,
101, 100 y 73, que puede ser asimilado al espectro de mono-
mercaptodihidrcpirimidina diTMS (C4H4SN2.2TMS), tentativa-
mente representado como:

STMS

Me
STMS s-si* /e ;
| si*Lve
\ N 258 N T\
«-— 258 “
100 Y]
i /'
™S Ve
- 15 — 58 I— 27
Me Me
N i*L e ssit /- Me §—sf
A — 27 N - 72 X
L Jws — A
N N . HN



O también:

FMe
Ns—r\\/Nj 20 [ S

. SN M=
100
Me e
/ 5-5i*L Me
N___‘/
Me
/
itiMe
Me )
ssitlMe — 27 144
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FIGURA 22. Registro potenciométrico por acumulacidn suce-

siva de espectros de masa del pico 142.
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Las fragmentaciones presentadas son exclusivamente ted-
ricas, sin confirmacidén alguna, pero es importante destacar,
que el mé@s importante diagndstico en los espectros de deri-
vados de pirimidinas, comienza con la apertura del nficleo,
luego de la formacidn de M-Me.

Entonces el ién:

Me
N . . . —_—
ssit-s—c=am 0 ppoSi-S-Cc=

bV
" w1 m/z 115

proveniente de puede ser determinante

para conocer la posicidén de la tiacidn.

Por otro lado si:

:N/At] bfh\\

L4 - ' .+

Y ! -_ -85 =)

&}Si: S)-\:vh o ?J\KN) entonces ?:Z/Sl > (=N
“Me

Sit—Me 11

En el caso de ésta muestra, el pico de m/z 117 (39%) y el
de 115 (2.7%), apoyan la posibilidad de que el grupo mercapto
se encuentre en posicidn 4, (la 4 mercaptopirimidina posee un
m/z de 115).

Por otra parte, el espectro de masa de 2 mercapto 5-6 dihi
dropirimidina, presentd un fragmento caracteristico a m/z 116
(30%) y el de 2,4 dimercapto 5-6 dihidropirimidina, presentd
m/z a 116 (47%) y también a 117 (7,7%).

El cuarto pico estudiado (espectro 182, figura 23), presen
td los iones caracteristicos de asparagina triTMS, y fue iden

tificado como tal por el programa de computadora.
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El quinto pico estudiado, correspondiente al espectro 190
figura 24, presentd iones a m/z 300 (M+), 285, 270, 255 y
183, y fue identificado como acido miristico.

Los siguientes picos tenian poca intensidad, y no permi-
tieron establecer una identificacidn segura.

El compuesto candidato a ser el responsable de los efec-
tos bioldgicos, pasd a ser la mercapto dihidropirimidina cu

ya férmula posible es una de las siguientes:

JRUVDD W

Estas férmulas suponen a uno de los nitrdégenos no com-
prometido en dobles enlaces.

Consultada la bibliografia y el "Chemical Abstracts", no
se encontrd ninglin derivado como el que hemos postulado, es
decir que hasta el presente, no ha sido comunicada la exis-
tencia de mercapto dihidropirimidinas, de origen natural.

Si se ha comunicado la sintesis de 2,4 dimercapto 5-6 di-
hidropirimidina (139), con intencidén de usar &ste compuesto
como andlogo de bases, para ser incorporado en polirribonu-
clebtidos.

Por otra parte en (140) y en (141l), se describen los "nu-
clebsidos médificados", la mayoria de los cuales, presenta
bases atipicas que forman parte del RNA de transferencia.

Las modificaciones mas corrientes son metilaciones. Pero
hay una variedad de"nuclebsidos hipermodificados", que son
aGin mas complejos.

Se piensa que son el resultado de modificaciones enzima-
ticas de un nucledtido parental en la molécula de tRNA, o

€en un precursor.
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siva de espectros de masa del pico 190.
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Dentro del conjunto de &stos nucledsidos, encontramos ba-

ses con grupos mercapto, como en el caso de :

SH
4 tiouridina y sus derivados metilados
0?
Ribosa
H
2 tiouridina y 'sus derivados metilados
S
Ribosa

Finalmente otro compuesto comunicado es el 2 tiouracilo
y sus derivados, utilizados para el tratamiento del hiper-
tiroidismo y de la tirotoxicosis, en el hombre (142).

Este compuesto inhibe ademds el crecimiento de E. coli
y su efecto se revierte con uracilo (143), por lo cual ha

sido clasificado como un antimetabolito.

6- SINTESIS ORGANICA DE COMPUESTOS RELACIONADOS CON LAS
ESTRUCTURAS PROPUESTAS.

Para tener una mayor certeza de la estructura, se decidid
sintetizar algunos compuestos relacionados, y por otra parte
intentar la reduccidn catalitica de 2 y de 4 mercaptopirimidi
na.

La sintesis de mercapto derivados de pirimidina, se reali-
25 como se describe en materiales y métodos. Habitualmente se

preparan por clorinacidn de hidroxipirimidinas y reemplazo
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subsecuente de los &tomos de cloro, por grupos sulfhidrilo
utilizando hidrosulfuros.de sodio o tiourea.

El método utilizado en nuestro trabajo abrevid la sinte-
sis, sustituyendo los grupos hidroxilo por mercapto, en un
solvente inerte, utilizando PZSS' como dador de azufre.

En cuanto a la reduccidn catalitica, se intentd reducir
el nlGcleo pirimidinico con catalizar de Pd (carbdn 10%) du
rante 12 horas a una presidn de hidrdgeno de 3 atm., como
se describe en (144). Cuando se ensayd con 2 aminopirimidi-
na (VIII), la reduccidn fue total, obteniéndose 2 amino-
exhahidropirimidina (IX) (IR: 3200, 1780, 1620, 1320, 1140,
1080, 1040, 1000, 960 cm '. RMN: & 3,3 (t,4H) J=4Hz 1,8
( quinteto, 2H) J=4Hz).

El catalizador de niquel-aluminio (Nickel-Raney) se ha
utilizado para desulfurar mercaptopirimidinas, pero se ha
comunicado que el reactivo trabaja en forma Sptima en agua
(145).

Por otra parte, se ha utilizado Nickel-Raney para redu-
cir selectivamente el uracilo (X) a 5,6 dihidrouracilo (128).

Se realizd entonces la reduccidn de 2 y 4 marcaptopiri-
midina en condiciones similares a las descriptas para la ob
tencidn de 5,6dihidrouracilo, utilizando etanol como solven
te durante la hidrogenacidn.

Tanto la 2 mercapto, como la 4 mercaptopirimidina dan lu
gar, luego de la reduccidn, a la formacidn de una serie de
cinco productos que se separan por cromatografia descenden-
te, como se describe en materiales y métodos. Estos produc-
tos, que revelan con vapores de iodo, fueron numerados en or
den de Rf creciente de 1 a 5. Los mismos presentaron los
méximos de absorbancia que se informan, y algunos de ellos

tuvieron actividad bioldgica.



Tabla 4

’

Prod.de Reduc. Actividad Prod.de Reduc. Actividad
2 mercaptod.méxJ bioldgica 4 mercaptofmax) bioldgica
1 241 + 1 —-——
2 250 2 283
3 297 3 285
4 284 (es 2 mer- 4 297
captopiri
midina sin
reducir)
5 237 (271)* ++ 5 271 ++

* El max. es 237, pero el espectro presenta un hombro en la
zona de 270 nm.

Las fracciones N°5 de ambos origenes fueron derivatiza-
das y sometidas a CG/EM.

En cuanto a la fraccidn 5 proveniente de 2 mercaptopiri-
midina 52, el cromatograma de corriente idnica mostrd dos
componentes, uno de los cuales era mayoritario y cuyo espec
tro de masa reveld fragmentos a m/z 186 (M+), 170 (M-15),
143, 116, 100, 73, 63, 45, 43; asimilables a 2 mercapto 5,6
dihidropirimidina (V).

El seqgundo pico presentdé fragmentos a m/z 219 (M+), 191
(M-28), 147 (M-72), 117, 73, 45 que pueden asimilarse a una
mercaptoaziridina (XI).

En cuanto a la fraccidén 5 proveniente de la reduccidn de
4 mercaptopirimidina, el cromatograma de corriente idnica re
veld un pico principal y dos accesorios. El mayoritario coin
cidid en sus fragmentos con la mercaptoaziridina anteriormen
te descripta. Los dos picos accesorios no pudieron ser carac
terizados.

Si bien estos estudios son preliminares, puede decirse que



la 2 mercapto 5,6 dihidropirimidina, es probablemente un
compuesto con actividad bioldgica, y que la mercaptoaziri
dina podria también tener algfin' tipo de efecto sobre el
sistema biolégico.
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VII- CONCLUSION

Las pirimidinas estan intimamente asociadas a los siste-
mas vivientes.

Estos compuestos en su forma libre, asi como en una amplia
variedad de combinaciones quimicas, han llamado la atencidn
y despertado la imaginacidn de bidlogos, enzimdlogos, quimi-
cos y oncblogos.

Los derivados mds conocidos de pirimidinas con efecto far-
macoldgico son: el aloxano (2,6 dihidroxipirimidina-4-5 diona)
cuyo efecto principal es ser un potente diabetdgeno; el &cido
barbitGrico (2,4,6 trihidroxipirimidina) y sus derivados de
conocidos efectos hipnbticos y sedativos; 2 tiouracilo efecti
vo en el tratamiento del hipertiroidismo y finalmente 2,6 dia
mino pirimidinas, con grupos benzil, fenoxi o fenil en posi-
cidén 5, antagonistas del &cido fdlico.

Hemos presentado en este tabajo la estructura tentativa
de un compuesto pirimidinico, de origen tisular cuyos efec-
tos preliminares, lo perfilan como un posible regulador me-
tabdlico, a través de una no afin comprendida relacidn con dos
moléculas cuya importancia estdde mis destacar: el AMPc y el
ATP.

Esta estructura sencilla podria cumplir funciones impor-
tantes en la regulacidén del metabolismo tal como ocurre con
otros compuestos, tales como los nucledtidos ciclicos, el dia
cilglicerol y el inositol trifosfato.

Es ademds importante destacar que la investigacidn del céan
cer se encuentra actualmente en una etapa de definiciones.

Los genes que causan la transformacidén tumoral de la célu-
las han sido identificados, y se empieza a entender qué fun-
cidén cumplen los productos de esos genes para provocar el es-
tado transformado.

Los productos de los proto-oncogenes, de los cuales derivan
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ios oncogenes, juegan paﬁeles cruciales en el control del
crecimiento celular, la diferenciacidén y el desarrollo em-
brionario; y es la fosforilacibén de proteinas una de las
expresiones mas importantes de la accidn de estos oncoge-
nes, puesto que ademds del producto del oncogen src, los
productos de los oncogenes yes, fgr, abl, fps, fes y ros
tienen la propiedad enzimidtica de fosforilar proteinas en
tirosina.

La comparacidn de las secuencias de estas siete proteil-
nas muestra la existencia de un fragmento comiin de 250 a-
minodcidos, que seria el portador de la actividad transfe-
rente de fosfato.

Esta similitud de los dominios cataliticos en varias en-
zimas sugiere que deben haber tenido un progenitor evoluti-
vo comfin.

La evidencia que estos dominios son parte de una familia
mayor,proviene de una comparacidn de secuencias hecha por
computadora, donde se reveld que la finica quinasa de prote-
fnas especifica de serina, cuya secuencia es conocida, (qui
nasa dependiente de AMPc), esta relacionada con pp605rc.

En otras palabras, no sblo existe una familia de quinasas
de tirosina, sino también una superfamilia que comprende a
todas las quinasas, codificada por genes que descienden de
un gen antecesor simple.

La posibilidad de que el inhibidor aislado de tejidos de
embridn de pollo sea capaz de impedir las fosforilaciones en
tirosina es altamente sugerente.

De hecho el compuesto es capaz de inhibir quinasas de dife
rentes tipos y origenes.

Por lo tanto el factor o un andlogo del mismo podrian te-
ner algunas posibilidades que merecen ser analizadas en el

campo dgyla terapéutica antitumoral.

Aiclelusgpiile
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ABREVIATURAS

DEAE Dietil amino etil

CHO-Kl Chinese hamster ovary clon Kl

ATCC American Type Culture Collection
TCA Acido tricloroacético

SDS Dodecilsulfato de sodio

PBS Buffer de fosfato salino

CG-EM Cromatografia gaseosa-Espectrometria de masa
BSTFA (N,0, bis trimetil silil trifluorcacetamida)
BSA (N,0, bis trimetil silil acetamida)
RMN 1y Resonancia nuclear magnética de lH
ATPasa Adenosina trifosfatasa

TMS Trimetil sililo

ATP Adenosina 5' trifosfato

Pi Fésforo inorgénico

Ser Serina

Thr Treonina

AMPc Adenosina 3' 5' monofosfato

GMPc Guanosina 3' 5' monofosfato

PK Quinasa de proteinas

Ca Calcio

CM Calmodulina

EDTA Etilén diamino tetra acético

Mg Magnesio

Mn Manganeso

Tris 2-amino-2 (hidroximetil)-1,3 propanodiol



O

~
|
N

I

VII

II
IIT
IV

VI

VIII

IX

XI

89

FORMULAS
SH s o SH OH
N//\I, NZ] ~ - N
k\N/l SHJ\\N SHAD | SH A A o AN
IT 111 IV v VI
Ol ,ms
) ) r
N, J NN o S STAS
?
VIII IX N XI

4 hidroxipirimidina

4 mercaptopirimidina

2,4 dimercaptopirimidina

2 tiouracilo (2 mercapto 4 hidroxipirimidina)
2,4 dimercapto 5-6 dihidropirimidina

5,6 dihidrouracilo

2 mercaptopirimidina

2 aminohexahidropirimidina

uracilo

mercaptoaziridina diTMS



FE DE ERRATAS

En la pdgina 61, donde dice " registro potenciométrico por acumulacién

sucesiva de espectros de masa ", debe decir " espectros de masa" .
En las leyendas de las figuras 20, 21, 22, 23, y 24 vale la aclaraci6n

anterior.
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