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l. FOSFORILACION Y DEFOSFORILACION DE PROTEINAS.

I.'|. Generalidades

La modificación covalente de enzimas y proteinas regu ­

latorías a través del ciclo fosforilación-defosforllación de resi ­

duos de serina, treonina o tirosina es un mecanismo muy impor ­

tante enla regulación de numerososprocesos biológicos (Weller,

i979; Cohen, i978; Cohen et al, i981).

En Ia década del 30, Lipmann y Levene (i932, i933) de­

mostraron la existencia de fosfato unido en forma covalente a

proteinas dela clara del huevo y de Ia leche. Sin embargo, de­

bieron pasar 20 años para que Krebs y Fischer (i956; Krebs et

al., i959) primero y lue'go Friedman y Larsen (i963), trabaíando

con las enzimas del ciclo del glucógeno, establecieron la rela ­

ción entre el p'roceso de fosforiIacíón-defosforilación y la regu­

lación enzimática.

Las enzimas que fosforilan proteinas, transfiriendo el

fosfato terminal de un nucleósido trifosfato a un residuo de a ­

minoócido, se denominan quinasas de proteinas (EC 2.7.1.37).

La remoción del fosfato se debe a las fosfatasas de fosfoprotei­

nas (EC 3.1.3.16; EC 3.1.3.17). La acción de estas enzimas



nueda esque-matizada en la figura 1.

NTP NDPOuinasa de

V \

Proteína Proteína - Fosfato

Fosfatasa _de
F f t ' a

Pi os opro em

Figura 1: Fosforílación y defosforílación de proteïnas.

NTP: nucleósído trífosfato; NDP: nucleósído dífosfafo.

El fosfato, unido en forma covalente a Ia profeïna, pue­

de modíficar las propiedades originales de ésta y, asi', afectar el
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proceso metabólico en el que Ia proteina toma parte.

Quizás, uno de los aspectos més importante's en este sistí

ma sea el hecho de que una misma quinasa o fosfotasa pueda ac ­

‘tuar sobre numerosos sustratos proteícos. Esta particularidad de ­

termina que un amplio espectro de procesos pueda ser controlado

por un número discreto de enzimas.

Aunque la fosforilación-defosforilación se presenta, apa­

rentemente, como un mecanismo sencillo de regulación metabóli­

ca, hay que tener en cuenta que numerosas proteinas se fosforilan

en más de un sitio (Hayakawa et al., i973; Cohen, 1973; Embi et

al., 1980; Cohen, i982). La fosforilación en diferentes sitios pue

de tener efectos distintos y, además, puede ser cotalizada por más

de una quinasa (Embi et al., 1980; Cohen, 1982), asi como dife ­

rentes fosfatasas pueden llevar a cabo la defosforilación (Antoniw

y Cohen, 1976 ,' Ganapathi et al., i981; Cohen, 1982).

|.2. Fosforilación y AMP‘.

A fines de la década del 50, el grupo de Sutherland (Roll

et al., i957) descubrió que una molécula pequeña era la responsa­

ble del efecto activante de ciertas hormonas sobre la fosforilasa

del glucógeno. Este metabolito resultó ser el AMPC. El mismo au­
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tor le adludicó al nucleótido ciclico el papel de segundo mensa­

Iero (Robinson et al., 1971), siendo el primer mensaiero las hor­

monas. Estas llevan la información desde el órgano que las produ_

ce olas acumula al órgano "blanco". En las células del órgano

receptor del mensale, el que lo trasmite es el AMPc.

Las hormonas peptidicas, las catecolaminas y las prosta­

glandinas se unen a receptores especificos localizados en la par­

te externa de la membrana celular. Como consecuencia de esta

unión, se activa la adenilato cíclasa, enzima cuya subunidad ca­

talitica se encuentra en la zona interna de la membrana. Al au­

mentar Ios niveles intracelulares de AMPC, se activan las quina­

sas de proteinas dependientes de este nucleótido y fosforilan cie_r

tas proteinas, hecho que desencadena determinados efectos fisio­

lógicos. El ciclo comienza a revertirse cuando la fosfodiesterasa

de AMPc disminuye los niveles de este metabolito. Las fosfatasas

defosforilan las proteinas volviendo el sistema a su estado origi­

nal. Estos eventos quedan esquematizados en la figura 2.

Los siguientes criterios fueron propuestos por Krebs (1973)

para decidir si un efecto del AMPCestá mediado por fosforilación

proteica:

l- El tipo de célula involucrado en el efecto del AMPc contiene
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una quinasa de proteinas dependiente de AMP
c

2- Existe un sustrato proteico que tiene una relación funcional con

el proceso.

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

4- El sustrato proteico se modifica in vivo en respuesta al nucleó­

tido ciclico.

5- Existe una fosfatasa de fosfoproteinas capaz de revertir el proceso.

Si bien son numerosos los procesos que responden a estas pa_u

tas, los tres más ampliamente estudiados son los siguientes:

l- La aceleración dela glucogenolisis, proceso en el cual, una

serie de fosforilaciones en cadena llevan ala activación de

la fosforilasa del glucógeno (Krebs y Fischer, ¡956; Krebs et

al., 1959).

2 - La inhibición dela sintesis del glucógeno por inactivacion de

la. sintetasa del glucógeno (Friedman y Larner, i963; Schlender

et al.,. 'l9ó9_;Soderling et a|., 1970).

3 - Aumento de la lipólisis en teiido adiposo por activación dela

lipasa (Huttunen et al., 1970).

Finalmente, es importante tener en cuenta que el mecanis­

mo descripto actüa también como amplificador del mensaíe, ya que

—lO_ -8lO M lleva la concen­Ia hormona, en concentraciones de lO

8M a "lO-5My éste causa efectos sobre
.a l -4 "3metabolitos cuya concentracnon esta en el orden de lO -'|0 M.

tración del AMPc de "|0­
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IL QUINASAS DEPROTEINAS

IL]. Claüficación.

Krebs y Beavo (i979) hicieron una clasificación de las

quinasas de proteinas, tomando como crHerio elefector del cual

depende ia actividad de la enzima.

En Ia Tabla l se detalla esta clasificación con algunos a

gregados.

TABLA I

Clasificación de las quinasas de proteinas

Efecfor

AAAP
C

C02+.

GFAP
c

Hemina

ARhlde doble cadena

Poliaminas

FEC (factor epidérmico de crecimiento)

C02+ y fosfolipidos

Sin modulador conocido

Tipo ly H.

Quinasa de la fosforilasa
Quinasa de la cadena H­
viana de la miosina.

i

i

VañoseíemMos.
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ll.2. Quinasas de proteinas dependientes de AMPc

Este tipo de enzimas fue descripto por primera vez a fi­

nes de la década del 60 (Walsh et al., 1968; Angan, 1968). Su

mecanismo de activación fue dilucidado casi simultáneamente

por el grupo de Lipmann (Tao et al., i970) y por Gill y Garren

(197i). Trabalando con quinasa de proteinas de reticulocitos de

coneio, descubrieron que la enzima estaba formada por dos tipos

de subunidades diferentes: una responsable dela actividad cata­

ll'tlca (C), encargada de transferir el fosfato del ATP a la prota-i

na y otra con propiedades regulatorias (R), que en ausencia de

AMPc se halla unida a C, inhibiéndola. Ambas subunidades for ­

man una holoenzima inactiva de estructura tetramérica R2C2

(Beavo et al., i975). Cuando la enzima se disocia, se liberan

dos subunidades cataliticas y un dimero de la subunidad regulato

ria (R2). Ésto ocurre en presencia de AMPC, ya que la subunidad

regulatoria se une al nucleótido ciclico y pierde afinidad por la

subunidad catalitica.

La estequiometria de la reacción fue dilucidada por

Corbin et al. (i980) y se puede esquemetizar de la siguiente ma­

nera:

ch + 4AMPC -——-=- R2.AMPC + 2 c(inactiva) (activa)
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Los estudios cinéticos llevados a cabo por varios autores

(Armstrong y Kaiser, 1978; Y'úcel y Ozer, i981) favorecen la hi

pótesis de la formación de un complelo ternario como paso inter­

medio dela disociación:

.———ÁcT—‘

En esta reacción no se conocen aGn cuántos moles de

AMPc se unen por mol de holoenzima.

En nuestro laboratorio, trabalando con quinasa de Mucor

rouxii, se ha logrado aislar este complelo ternario (Pastori et al.,

i981).

Las quínasas de proteinas obtenidas de diferentes telidos

tienen propiedades similares. Se puede lograr fosforilación utili­

zando sustratos y enzimas obtenidos de diferentes fuentes e, in ­

cluso, es posible reconstítuír holoenzímas heterólogas utilizando

subunidades regulatorias y cataliticas de distinto origen (Huttunen

et al., i970; Corbin et al., i970; Yamamuraet al., 1972).

Se pueden diferenciar dos tipos de quínasas de proteinas

dependientes de AMPC. Se las denomina l y ll según el orden en

que eluyen de una columna de DEAE-celulosa.

Las principales diferencias entre las dos enzimas son las



-11­

siguientes:

1- Las de tipo ll requieren AMPc para disociarse, mientras que

ias del tipo l lo pueden hacer no sólo por nucieótido ciclico

sino también en presencia de hístona o de alta concentración

salina (Corbin et a|., 1975).

2- Las subunidades de las quinasas de tipo ll se reasocian inme­

diatamente cuando se elimina el AMPc del medio, salvo que

la concentración salina sea muy alta (Ci Na 0,5M). Por el con

trario, las quinasas del tipo l pueden mantenerse disociadas

en ausencia de AMPc y Cl Na (Fleischer et a|., i976).

3- En las quinasas del tipo ll puede haber autofosforilación dela

subunidad regulatorio (Erlíchman et a|., 1974).

Las subunidades regulatorias de estas'enzimas son distin­

tas y a esto se puede atribuir las diferencias observadas en el

- comportamiento de las holoenzimas-l y Il, ya que sus subunidades

cataliticas son muysimilares, sino idénticas (Takai et aI., i974).

Las quinasas de proteinas dependientes de AMPCactúan

sobre un gran número de sustratos. En Ia Tabla ll se compilan al­

gunas de las proteinas que pueden ser fosforiladas por estas enzi­

mas.
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TABLA ll

Algunos sustratos de las quinasas de proteinas dependientes de AMPc

Sustrato

Quinasa de la fosforilasa (Subunidades 0k): F )

Sintetasa del glucógeno (sitios ia, lb y 2)

lnhibidor l de las fosfatasas de fosfoproteinas

Píruvato quínaso

Acetil CoA carboxilasa

Histonas (HZB, Hi)

Lipasa sensible a hormonas

Troponina l

Fosfodíesterasa de AMPC

Colesterol esterasa

Walsh y Ashby (¡973) descubrieron un inhibidor termoesta

ble de quinasas de proteinas dependientes de AMP , cuyo efectoo

inhibitorio se debe a que se une especificamente a la subunidad

catal itica libre.
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ll. 3. Otras quinasas de proteinas.

La quinasa de la fosforilasa, (enzima que fosforila Ia

fosforilasa del glucógeno, activóndola) es un complelo formado

por cuatro subunidades diferentesz‘í, (5 , X yc; ,, organizadas

de manera (d e: )4 (.Cohen, 1973; Hayakawa et al., 1973).
La subunidad K es la que lleva la actividad catalitica (Skuster

et al. 1980); la subunidad e se fosforila (ver Tabla ll) y acti­

va a la enzima (Cohen, 1973; Hayakawa et al., 1973)} la subu ­

nidad Ok también se fosforila, pero se desconoce el efecto que

este proceso produce (Cohen, 1973; Ganapothi et al., 198]). La

subunidad a es capaz de unir C02+ y su estructura es idéntica

a la de la calmodulína (Grand et al., i980). El C02+ aumenta

la actividad de la quinasa de la fosforilasa.

La enzima que fosforila la cadena liviana de Ia miosina

también se activa por C02+, por un mecanismo que requiere Ia

presencia de calmodulina (Nair y Perry, i978).

Kuo y Greengard (¡970) encontraron, en artrópodos, u­

na actividad de quinasa de proteinas dependiente de GMPC.

Posteriormente se encontró esta misma actividad en teIidos de

mamíferos (Nakazawa y Sano, i975; Hofmann y Sold, i979).

Estas quinasas pueden tosforilar una amplia gama de sustratos

proteicos.
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En lisados de reticulocitos de coneío existe una quína_

sa que fosforila el factor de iniciación 2 de la sintesis de pro

tei'nas (IF2). Esta fosforilación inhibe la sintesis de proteinas.

La hemina inhibe a esta enzima y, como consecuencia, activa

la sintesis de proteinas (Trach'sel, 1977; Levin et al., 1978).

Farrell et al. (1977) descubrieron que la inhibicién

que elercia el ARN de doble cadena sobre la sintesis de pro ­

teinas, se debia a la activación, por este ácido nucleico, de

una quinasa capaz de fosforilar la subunídad 'k del IF2.

El factor epidérmico de crecimiento (FEC) es una hor­

mona pepti'dica que, al unirse a receptores especïflcos en la

célula "blanco", desencadena una Serie de procesos celulares.

Una reSpuesta inmediata que genera el FEC es una fosforilacíón

rápida de proteinas asociadas a la membrana. Una caracteristi­

ca peculiar dela quinasa estimulado por FEC es que fosforila

las proteinas en residuos de tirosina (Haigler et al., ¡978).

Atmar et al. (1981) encontraron una quinasa de protei­

nas nucleares no histónicas, dependiente de poliaminas.

Takai et al. (1979) identificaron una enzima (quinasa
2+de proteinas C) que se activa por Ca y fosfolipidos. Esta en­

zima se halla en varios teíidos y fosforila sustratos como la



-15­

proteina basica de la mielina y las subunidades l y T de la tropo­

nina.

Finalmente existen varias quinasas sin moduladores cono­

cidos. Entre estas enzimas podemos citar las que fosforilan la pi­

ruvato dehidrogenasa (Sugden et al., 1979), caseina (Flockart y

Corbin, 1982) y la sintetasa del glucógeno en los sitios 3a, b y

c (Embi et al., 1980) y en el sitio 5 (Cohen et al., i982).

Dentro del grupo de quinasas cuyos moduladores se descg

nocen (o no los tienen), podemos ubicar a las quinasas de tirosi­

na (distintas ala ya mencionada quinasa de tirosina que se acti­

va por FEC). El virus del sarcoma de aves, VSA (Levinson et al.,

1980), el del sarcoma de Rous, VSR (Hunter y Sefton, i980) y el

del sarcoma felino, VSF (Reynolds et al., 1980) producen trans­

formaciones malignas en las células que infectan. Las transforma

clones estón relacionadas con el producto de un gen en particu­

lar (oncogen) que, en el caso del VSA, se llama src y su produE

to (ppóOsrc) es una quinasa de tirosina (Beemon y Hunter, 1978).

Posteriormente se descubrió que las células normales tienen un

gen, el Sarc, cuya proteina, llamada ppóOsarC, es análoga ala

ppóOsrC, teniendo también una actividad fosforilante de tirosina
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(Purchio et al., 1978; Beemony Hunter, i978; Coiiet et a|.,

i978).

lll. FOSFATASAS DE FOSFOPROTEINAS.

HL]. Antecedentes.

Cori y Green (1943) deSCribieron una enzima que transfor­

maba la fosforilasa a (activa) en fosforilasa b (inactiva). La lla —

maron enzima PR, porque supusieron que eliminaba un grupo pros­

tético. En Ia misma década, Harris (i946) encontró, en huevos de

sapo, una actividad que hidrolizaba grupos fosfato unidos a pro ­

teina y Ia llamó fosfatasa de fosfoproteinas.

Sutherlahd y Wosilait (i955) encontraron que la enzima

PR era una fosfatasa..Friedman y Larner (i963) demostraron que la

enzima que activaba la sintetasa del glucógeno también era una

fosfatasa. Krebs y colaboradores descubrieron una fosfatasa de lo

quinasa de la fosforilasa (Riley et a|., i968).

Todos estos estudios conduieron a suponer que cada uno de

estos sustratos tenia una tosfatasa especifica. Sin embargo, cuan­

do se descubrió la amplia especificidad de sustratos dela quinasa
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de proteinas dependiente de AAAPC,se supuso que la(s)fosfatasd@)

de fosfoprotel'nas podrian comportarse de un modo similar.

Actualmente, esta especulación ha sido ampliamente con­

firmada por numerososestudios, enlos quese comprobó que enzF

mas aisladas de diferentes fuentes, actuaban sobre numerosossus­

tratos(Li, l982;lngeersen y Cohen, 1983L

Sin embargo, hasta el presente, se hace muy dificil una

clasificación sistemática de las fosfatasas de fosfoproteinas e,

incluso, es dificultosa la ccnnparación entre las enzimas descrip­

tas por diferentes autores.

Los métodos de extracción, sustratos utHizados y crHe ­

rios de clasificación adoptados en los distintos laboratorios, con
ducen a esta confusión.

Sin embargo, poco a poco, se han ido estableciendo simi_

litudes entre las enzimas descriptas por distintos grupos de inves_

tigacíón y hay intentos de clasificación que podrian abarcar to ­

das las enzimas estudiadas.

lll.2. Fosfatasas de fosfoprotel'nas en teiidos de eucariontes supe­

riores.
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lll. 2.]. Higado

Luego de los primeros estudios en los que se pudo estable­

cer la existencia de actividad fosfatósica de fosfoproteinas (ver

sección lll.i. de esta Introducción), se realizaron trabalos conle

centes a aislar y caracterizar estas enzimas en los diferentes tell

dos.

Meisler y Langan (i969) describieron la existencia, en hi­

gado de rata, de una actividad capaz de defosforilar hístona y

protamina fosforiladas. Esta actividad se desdoblaba en dos picos

por cromatografi'a en DEAE-celulosa.

Lee y sus colaboradores realizaron exhaustivos estudios s2

bre las fos-fatasas de la fosforilasa a en higado de conelo. Logra ­

ron purificar a homogeneidad una enzima de PM=35.000 con un pr_o

c'edímiento que incluia un tratamiento de los extractos crudos con

etanol al 80%: la actividad total de fosfatasa aumentaba luego

del tratamiento con alcohol (Brandt et al., i975a). Esta enzima

era independiente de cationes y se inhibia en presencia de AMP.

Posteriormente se estableció la amplía especificidad de sustratos

que presentaba (Killilea et al., i976). Estos mismosautores obSer
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varon que esta entidad de ba¡_opeso molecular ala que llamaron

C (subunidad catalitica) derivaba de formas de mayor peso mole­

cular (Killilea et al., 1979; Mellgren et al., 1979). Con procedi

mientos suaves de ruptura y extracción, detectaron Ia presencia

de una enzima de PM= 260.000 ala que llamaron holoenzima (H).

Posteriormente, tanto en el laboratorio de Lee (Ganapathí et al.,

l981) como en el de Cohen (lngebritsen et al., 1980) se demos ­

tró que la fosfatasa C era, en realidad, una mezcla de dos enzi­

mas diferentes.

Kobayashi et al. (1975), trabalando con extractos solu ­

bles de higado de canela, separaron por cromatografl'a en DEAE­

celulosa, tres actividades fosfatósicas (l, ll y lll). Todas_actua­

ban sobre la fosforilasa a y sobre fosfohistona, pero con distinta

especificidad. Mientras que las enzimas l y Il actuaban en forma

similar sobre ambos sustratos, la enzima lll era preferentemente

una fosfatasa de la fosforilasa a. Estas enzimas se activaban por

el agregado de Mn2+.

Khandewal, Vandenheede y Krebs (1976) a partir de higa­

do de coneio, lograron purificar a homogeneidad dos enzimas (l

y ll) que se Separaban en una columna de afinidad de histona —
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Sepharosa. El peso molecular de las enzimas l y ll resultó ser

30.500 y 34,000 respectivamente. Ambas defosforilaban la fosfori­

lasa a, la sintetasa del glucógeno, fosfocaseina y fosfohistona.

Mackenzie et al. (1980), trabalando con la porción solu ­

ble de higado de rata, separaron tres enzimas (l, ll y lll). La en­

zima ll, a su vez, pudo ser desdoblada en dos fracciones diferen­

tes, lla y llb. Luego las clasificaron en dos grupos, de acuerdo a

sus propiedades. El grupo l, formado por las enzimas l, lla y lll

tenia preferencia por la fosforilasa a, sus pesos moleculares eran

mayores que 100.000 y se activaban por tratamiento con etanol.

El grupo 2, formado sólo por la enzima llb, prefería la sintetasa

del glucógeno como sustrato, su peso molecular era 50.000, no se

activaba por tratamiento con etanol y era dependiente de catión

divalente.

Tsulki y sus colaboradores (Tamura y Tsuíkl., 1980; Tamura

et al., 1980; Hiraga et al., 1981), trabalando con extractos de

higado de rata, aislaron tres enzimas, lA, IB'y ll. La enzima lA

(PM=ó9.000), actuaba sobre la sintetasa ¡del glucógeno y sobre foi

fohistona; la enzima IB (PM=260.000), defosfor'ilaba fosfohistona y

fosforilasa a, mientras que la enzima ll (PM=ló0.000) también ac­
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forilasa a.

Goris et al. (1977) aislaron, a partir de higado de perro,

una fosfatasa de la fosforilasa a asociada al glucógeno, que Se pg

dia diferenciar de la hallada en el cítosol.

En otros laboratorios se describieron fosfatasas de fosfo ­

proteinas de higado, utilizando diferentes sustratos (Pinna et al.,

1976; Titaníi et al., 1980; Doperé et al., 1980; Jett et al., 198]).

lll.2.2. Músculoesquelético.

Kobayashi y Kato (1977) separaron tres enzimas de la frac­

ción soluble de müsculo de coneio. Las propiedades de estas enzi­

mas eran similares a las de las enzimas correspondientes aisladas

de higado por estos mismosautores (ver sección lll.2.l. de esta ln

troducción).

En el laboratorio de Fischer (Gratecos et al., 1977), a

partir de músculo esquelético de conelo, se purificó una fosfatasa

de la fosforilasa a, que estaba unida al glucógeno. Esta purifica ­

ción ¡ncluia una cromatografía de afinidad en polilisína-Sepharo­

sa y, para eluir la enzima de la columna, se utilizó urea 6M. El
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peso molecular de la enzima era, aproximadamente, 33.000. Esta

fosfatasa actuaba también sobre troponina l, pero no sobre la sin­

tetasa del glucógeno, la quinasa de la fosforilasa o sobre fosfoés­

teres.

Antoniw y Cohen (1976), partiendo de músculo de conelo,

separaron dos enzimas que defosforilaban la quinasa de la fosfori­

lasa. Una actuaba especificamente sobre la subunidad o< de esta

enzima, mientras que la otra lo hacia sobre la subunidad e . Sus
pesos moleculares eran 180.000 y 80.000 respectivamente. Poste ­

riormente (Antoniw et al., 1977) separaron tres enzimas por colum

na de filtración molecular: la fosfatasa l (PM=300.000), era prin­

cipalmente una fosfatasa de fosfohistona; la enzima ll (PM=l70.000)

defosforilaba la subunidad 0K de la quinasa de la fosforilasa y

también fosfohistona, pero su actividad sobre otros sustratos no e­

ra apreciable en este teíido; y lla enzima lll (PM=75.000 ó 46.000)

era la principal fosfatasa de la fosforilasa a, de la sintetasa del

glucógeno y de la subunidad e de la quinasa de la. fosforllasa.

Posteriormente clasificaron estas enzimas en dos grupos (ver sec ­

ción lll.4. de esta Introducción).

Lee y sus colaboradores encontraron en músculo esqueléti­

co de conejo, dos enzimas similares a las que habian descripto en
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higado (ver sección lll.2.l. de esta Introducción). Ambas eran de

bolo peso molecular ( 32.000 y 33.500). Una de ellas defosforilaba

especificamente la subunidad P y la otral la subunidad d de la

quinasa de la fosforilasa (Lee et al., 1980; Ganapathi et al.,'|981;

Silberman et al., 1984).

lll.2.3. Corazón.

En el laboratorio de H.C.Lí se realizaron extensivos estudios

sobre las fosfatasas de fosfoproteinas de corazón canino (Li, i975;

Hsiao et al., 1977; Li y Hsiao, 1977; Li et al., 1978; Binstock y Li,

1979). Se describieron cinco entidades:.A, B, C, U] y U2, de pe ­

sos moleculares 156.000, 161.000, 95.000, 61.000 y 49.000 respec­

tivamente. Las primeras tres enzimas actuaban sobre fosforilasa a,

fosfocaseina y fosfohistona, y no requerían cationes divalentes, au_n

que el Mn2+ las activaba débilmente. Estas enzimas también actua­

ban como fosfatasas alcalinas en presencia de M92+. Por el contra­

rio, U1 y U2 eran dependientes de cationes divalentes, y estos au­

tores encontraron que U2 era Ia principal responsable de la defosfg
rilación dela sintetasa del glucógeno en músculo cardiaco.

Chou, Alfano y Rosen (1977), a partir de corazón bovino y



-24­

siguiendo un procedimiento similar al utilizado por Brandt et al.

(19750) en higado, lograron llevar a homogeneidad una enzima de

PM=30.000, capaz de defosforilar la quinasa de proteinas depen ­

diente de AMPC. Esta enzima actuaba también sobre otros sustratos.

La defosforilación de la quinasa requeria AMPC, no asi la de otras

proteinas fosforiladas.

Killilea et al. (1978) por un lado y Khandelwal (1979) por

el otro, utilizando tratamientos que incluian precipitación con e­

tanol, lograron purificar enzimas con propiedades similares a las

de las enzimas de baío peso molecular estudiadas en otros teiidos.

Diferentes autores pudieron hallar, en mitocondrias de cé­

lulas cardiacas, una enzima capaz de defosforilar a la piruvato dE

hidrogenasa (Teague et al., 1982; Pratt et al., 1982).

lll.2.4. Músculo liso.

Pato y Adelstein (1980; l983a; i983b), a partir de buche de

pavo, purificaron dos fosfatasas (l y ll) capaces de defosforilar la

cadena liviana dela miosina. La enzima l era independiente de ca­

tiones divalentes y actuaba también sobre la quinasa de la miosina,

aunque con menor eficiencia que sobre la miosina misma. La enzima
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v + u o a oll requerla M92 para su actIVIdad y, practicamente, no actuaba so­

bre la quínasa de la miosina.

lll.2.5. Reticulocitos.

Mumbyy Traugh (1980), trabaiando con reticulocitos de co­

nelo, lograron separar, por cromatografi'a en DEAE-celulosa y filtra

ción molecular, varias fosfatasas de fosfoproteinas. Las clasificaron

en varios grupos según su peso molecular: el grupo B (PM=270.000)

defosforilaba la proteina rlbosOmal Só (fosforilada por la quínasa de

proteinas dependiente de AMPC), el factor de iniciación 3de la sin­

tesis de proteinas (fosforilado por la quínasa ll de caseina) y el fac­

tor de iniciación 2 (fosforilado por diferentes quinasas). La forma C

(PM=l40.000) defosforilabo todos estos sustratos, salvo el factor de

iniciación 2. Las formas A (PM) 590.000) y D (PM=180.000) se ha ­

llaban en cantidades escasas.

Grankowskyet al. (i980a) caracterizaron, en reticulocitos

de conelo, una enzima capaz de defosforilar el factor de iniciación

2, fosforilado por el repreSOr de la sintesis de proteinas controlado

por hemina. El peso molecular de esta enzima estaba en el orden de

76.000 y su actividad era estimulada por Mn2+.
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Crouch y Safer (1980) purificaron hasta homogeneidad aparen

te, también a partir de reticulocitos de conelo, una enzima de

PM=98.000 capaz de defosforilar el factor de iniciación 2, tanto en

la subunidad 0L como enla e, .

lll.2.ó. Fosfatasas de fosfoprotei'nas de otras fuentes.

Maeno y Greengard (1972) hallaron varias actividades de fos­

fatasas de fosfoproteinas en diferentes fracciones de la corteza cere­

bral. Knight y Skala (1979) describieron fosfatasas en telido adiposo

pardo de rata. Krakower y Kim (¡981) purificaron una fosfatasa de Ia

acetil CoA carboxilasa a partir del panfculo adiposo del epidfdimo

de rata. También se encontraron fosfatasas de fosfoproteinas en dife_

rentes células sanguíneas (Klener y Westhead, 1980,-Clari y Moret,

1981), asi como en otros tejidos de mamiferos (Hardie y Cohen, 1979;

Reyl y Lewin, 198]; Mellgren y Schlender, 1982).

Albin y Newburgh (1975) hallaron actividad fosfatósica en el

sistema nervioso central del insecto Manduca sexta.

En vegetales se describieron estas enzimas en hipocótilos de

soia (Paul et al., 1980) y en cloroplastos de Písum sativum (Bennett,

1980).
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lll.2.7. Fosfatasa de fosfoprotefnas dependiente de ATP-Mg.

En el laboratorio de Merlevede (Defreyn et al., 1977; Gorís

et al., i977; Yang et al., i980; Vandenheede et al., i980), a par­

tir de diferentes teiidos, se aisió, purificó y caracterizó una fosfa­

tasa de fosfoproteinas dependiente de ATP-Mg.

Los estudios de Merlevede y colaboradores demostraron que

Ia defosforiiación del sustrato la lleva a cabo un factor catalitico
I +

(F ' pM=70_000) que, ademas de ATP y M92 requiere, para ser asC

tivado, la presencia de otro factor (FA, PM=50.000). En estudios

posteriores se precisó que F es una quinasa de la sintetasa del gluA

cógeno y que puede ser reemplazada por C (la subunídad cataiftica

de la quinasa de proteinas dependiente de AMPC)en la activación

de FC. Pese a que esto conduciria a pensar que estaria implicada u­

na fosforilación en el mecanismo de activación, no se observó inco_r

poración significativa de fosfato a ninguno de los factores (Yang et

al., i980).

Recientemente se descubrió que una fosfatasa espontáneamen

te activa se puede volver dependiente de ATP-Mg por tratamiento

con el inhibidor 2 de fosfatasas de fosfoprotel'nas (Hemmings et al.,
f o O o ISEI’IGun complelo Inactnvo de una subunu­i982). De este modo, FC
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dad catali'tica y el inhibidor 2. Una fosforilación transiente del

inhibidor 2 en presencia de ATP-Mg y FA o C, permitiría Ia libe_
ración de la subunidad catali'tica y su activación.

La especificidad de sustrato de esta enzima es idéntica a

la de las enzimas clasificadas por Cohen como fosfatasas del tipo

i (ver sección lll.4. de esta Introducción).

lll.2.8. Calcineurina.

Stewart et al. (1982), trabalando con una fosfatasa de

músculo esquelético de coneio que se activaba por Mn2+ (fosfata­

sa 2 B, ver sección lll.4. de esta Introducción), descubrieron que
2+ 2+la activación era mayor si en lugar de Mn se agregaba Ca y

calmodulina. Esta enzima estaba compuesta por dos subunidades

(P.M=60.000 y 15.000). Todos estos datos conduieron a postular que

la enzima podria tener identidad con la calcineurina (Klee et a|.,

i979; Wallace et a|., i980), proteina que en presencia de calcio

es capaz de unirse a la calmodulina (Cheung, i970; Cheung, i981).

Por otra parte, preparaciones purificadas de calcineurina mostra ­

ban una actividad fosfatósica indistinguible, en cuanto a sus pro­

piedades, de la fosfatasa 2 B.
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A su vez, Yang et al. (i982) demostraron que la actividad

fosfatósica y la calcineurina cosedimentaban en gradiente de saca

rosa y coincidian en gel de poliacrilamida no desnaturalízante.

“1.2.9. Fosfatasas de fosfotirosina.

Cuando se habla de fosfatasas de fosfoproteinas, sin otra

aclaración, se da por sobreentendido que se trata de las enzimas

que defosforilan residuos de serina o treonina.

A partir del descubrimiento de las quinasas que fosforilan

proteinas en residuos de tírosina y la relación de estas fosforila­

ciones con ciertas transformaciones malignas (ver Ia sección ll.3.

de esta Introducción), se abrió el campo para el estudio de las

enzimas que revierten este proceso.

Brautigan et al. (i981) describieron, en carcinoma epidei

moide humano, una fosfatasa que defosforilaba preferentemente

proteinas fosforiladas en tírosina. Esta enzima (PM=40.000) se inh_i

bia por Zn2+ y su actividad aumentaba en presencia de EDTAo

fluoruro (inhibidores tradicionales de las fosfatasas de fosfoprote_i

nas). Sus propiedades eran claramente diferenciables de las del

resto de las fosfatasas de fosfoproteinas (que defosforilan treoni­
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na y serina) y de las fosfatasas alcalinas.

Foulkes et al. (198]) hallaron en extractos de músculo e

higado de rata, una enzima capaz de defosforilar la cadena pesa_

da de la inmunoglobulina G, fosforilada sólo en residuos de tiro_

2+ y era diferente delsina. Esta enzima también se inhibi'a por Zn

resto de las fosfatasas de fosfoproteinas.

Swarup et al. (1982) pudieron establecer que, mientras

que en fosfatasas alcalinas se podia detectar una actividad ¡mpol

tante de fosfatasa de fosfotirosina, en fosfatasas de fosfoprotei­

nas, esta actividad era despreciable. Sin embargo, Li et al. (¡981)

habian hallado que las fosfatasas de fosfoproteinas llamadas l y
2+ll tenian capacidad de defosforilar, en presencia de Mg o Mn2+,

fosfoinmunoglobul ina (lgG-Tyr-P).

'lll.3. Regulación de las fosfatasas de fosfoproteinas.

lll.3.l . Cationes divalentes.

El efecto de los cationes dÏValentes sobre las fosfatasas

es otro tema controvertido. No sólo es dificil establecer la rela­

ción entre las diferentes enzimas activables por cationes divalen

tes o entre las activables y las no activables, sino que algunas
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enzimas descriptas muestran dependencia de este tipo de ¡ones

cuando actúan sobre un sustrato y no cuando actúan sobre otro.

En numerosos laboratorios se describieron fosfatasas act_i

vables por cationes divalentes, siendo Mn2+, M92+ y C02+, en

este orden, los más citados (Li y Hsiao, 1977; Binstock y Li,

1979,- Kobayashi et al., 1975; Brautígan et al., 1980; Li, 1982;

lngebritsen y Cohen, i983). Otros autores estudiaron fosfatasas

insensibles o algo inhibibles por cationes divalentes (Brandt et

al., 1975a; Li et al., 1978; Gratecos et al., 1977; Lee et al.,

1980;“, 1982).

Se puede decir que,en general, aunque no en forma abso­

luta, las actividades de fosfatasa de fosfohistona y de sintetasa

de glucógeno, se activan en presencia de cationes divalentes,

mientras que las de fosforilasa a y de quinasa.de la fosforilasa,

son insensibles o se inhiben.

Torres y Chelala (1970) encontraron que una fosfatasa de

la fosforilasa a, obtenida de m65culo esquelético de conelo, se

ínhibfa por diferentes nucleótidos. Posteriormente, numerososes­

tudios (Li, 1982; Kandelwal, i977; Hsiao et al., 1978;Khatray

Soderling, 1978; Mackenzie et al., 1980) dan cuenta de la acción
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de nucleótidos y otros agentes quelantes de metales (fluoruro,

EDTA)sobre las fosfatasas.

En general, estos agentes inhiben a Ia enzima en forma

permanente, incluso luego de haber sido retirados. Esta inhibi­

ción se revierte por el agregado de cationes divalentes (Mn2+,

M92+, C02+).

Estos datos conduíeron a postular que algunas fosfatasas

de fosfoproteinas podrian ser metaloenzimas espontáneamente ai:

tivas. El tratamiento con quelantes sustraeria el metal y torna­

ria inactiva a la enzima. La presencia del catión divalente en

el ensayo, ola preincubación con estos metales, volveria la

enzima a su estado inicial activo (Li, i982).

Si bien muchos datos apoyan esta hipótesis, Fischer y
54 2+sus colaboradores, trabaiando con Mn , no pudieron obser ­

var radiactividad unida a proteina en una enzima de músculo

esquelético de canela que previamente habia sido tratada con

agentes quelantes (Brautígan et al., 1980).

lll.3.2. Efecto de los agentes desnaturalizantes y la proteóli­

sis sobre las propiedades cataliticas de las fosfatasas

de fosfoproteinas.



El tratamiento de las fosfatasas de fosfoproteinas con a­

gentes desnaturalizantes o la proteólísis controlada, producen,

además de variaciones en el tamaño de las enzimas (ver sección

lll.5. de esta Introducción), cambios importantes en sus propie­

dades cataliticas.

Brandt et al. (i975a), al tratar extractos crudos de hi­

gado de cone]o con altas concentraciones de etanol (80%), not_a

ron que la actividad total de fosfatasa de fosforilasa a aumenta_

ba sensiblemente.

Kobayashi et al. (i975), trabaiando con tres fracciones

diferentes de fosfatasas, provenientes de higado de canela, ob­

servaron que, luego de ser congeladas y descongeladas en presen

cia de P -mercaptoetanol 0,2M, la actividad fosfatásica de fo_s_

forilasa a aumentaba sensiblemente, no asi la de histona. En to­

dos los casos, el Mn2+, que antes del tratamiento era activante,

luego del mismo no modificaba la actividad (cuando se utilizaba

fosfohistona como sustrato) o la inhibia (cuando se utilizaba fos­

forllasa a).

Brautígan et al. (1982), trabaiando con una fosfatasa de

Ia fosforilasa a de músculo de coneío, encontraron que el trata­

miento con tripsina activaba a la enzima y que, si la proteólisis
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se realizaba en presencia de un catión divalente (C02+> Mn2; M92+)

esta activación era mucho más notable.

Por otra parte, diferentes autores describieron la existen

cia de formas latentes de fosfatasas de fosfoproteinas, cuyas ac­

tividades sólo se hacen evidentes después de tratamientos con a­

gentes desnaturalizantes (Brautigan et al., 1980; JeH’ y Hers,

i981; lngebritsen et al., l983a).

Los trabalos en que se detallan variaclones en las propif

dades catali'ticas de fosfatasas de fosfoproteinas por este tipo de

tratamientos son numerosos (Lee et al., 1980; Li, i982;lngebritsen

et al., 19830): por otra parte, muchas enzimas descriptas no mo_.

difican sus propiedades luego del tratamiento con agentes desna

turalizantes (Li, i982; lngebritsen et al., i983a).

lll.3.3. Moduladores proteicos de las fosfatasas de fosfoproteinas.

Brandt et al. (1974: i975b) descubrieron, en extractos de

higado, la presencia de un inhibidor termoestable de fosfatasas

de fosfoproteinas. Este inhibidor era destruido por tratamiento

con etanol.

Huang y Glinsmann (i975; l97óa; l97ób) hallaron, en

músculo esquelético, dos inhibidores proteicos termoestables
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que se separaban en columna de intercambio iónico (se llamó

inhibidor i al que eluia primero de estas columnas e inhibidor

2 al segundo). El inhibidor i es activo sólo cuando está fosfori

lado. Esta fosforilación es catalizada por la subunídad catalit_i_

ca de la quinasa de proteinas dependiente de AMPC. Por el cor:

trario, el inhibidor 2 es espontáneamente activo. Los pesos mo­

leculares respectivos son 20.000 y 25.000 (aunque el peso mois

cular del inhibidor l varia mucho Según el criterio utilizado pg

ra caicularlo debido a que es una molécula fuertemente asimé ­

trica). Posteriormente, otros autores confirmaron la existencia

de estos inhibidores en diferentes telidos (Goris et al., i978;

Knight y Teal, i980; Li, i982).

En ei laboratorio de Phillip Cohen se realizaron exhaus­

tivos estudios sobre. estos inhibidores. Se pudo establecer que la

secuencia de aminoácidos de ambos moduladores era diferente,

por lo que se descartó un posible origen común ola derivación

de uno en el otro (Nimmo y Cohen, i978; Foulkes y Cohen, i980;

Aitken et al., i982). En ese mismo laboratorio se logró compro­

bar que existia un comportamiento diferencial de las fosfatasas

respecto de los inhibidores (Cohen, i980; lngebritsen y Cohen,
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¡983). Aprovechando esta propiedad y otras, Cohen clasflicó a

las fosfatasas de fosfoproteinas en dos grupos (ver sección lll.

4. de esta Introducción). Las enzimas del grupo l se inhiberlen

presencia de cualquiera de estos dos inhibidores, mientras que

las del grupo 2 no se ven afectadas por ninguno de ellos. Un h:

cho que tiene implicancias regulatorias hnportantes es que, si

bien el inhibidor l fosfoHlado inhibe completamente la activi­

dad de las fosfatasas de fosfoproteinas del grupo l, no inhibe

su propia defosforilación por estas enzimas; de esta nulnera, el

inhibidor l puede ser defosforilado y desactivado tanto por las

enzimas del grupo l como porlas del grupo 2.

Teniendo en cuenta que:

l- El inhibidor l es fosforilado y activado por la quinasa de pro

teinas dependiente de AMPC.

2- La fosfofllación del inhibidor l aumenta cuando se tratanlas

células con adrenalina o agonistas Füadrenérgicos (Foulkes
et al., 1982).

3- Las fosfatasas de fosfoproteinas del grupo i defosforilan sus­

tratos fosforilodos no sólo por la quinasa de proteinas depen­

diente de AAAPC,sino también por otras quinasas.

4- El inhibidor l inhibe a las fosfatasas de tipo l pero no inhibe
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su propia defosforilación por estas enzimas.

Se puede concluir que este sistema no sólo servirí'a co­

mo control de las fosfatasas, sino que permitiría al AMP cicli­

co controlar procesos en los que intervienen quinasas que no df

penden de este nucleótido.

El estudio de activadores de las fosfatasas está mucho

menos desarrollado que el de los inhibidores. Sin embargo, al­

gunos autores detectaron la presencia de activadores de fosfatí

sas en diferentes telidos (Khandelwal y Zinman, i978;Grankowsky

et al., 1980b; Knight y Skala, i982).

“1.3.4. Otros moduladores de las fosfatasas de Fosfoproteinas.

Además del fluoruro, el EDTA, los nucleótídos, los catíg

nes divalentes y los moduladores proteicos, son muchas las susta_n

cias capaces de afectar Ia actividad de estas enzimas.

El fosfato y el pírofosfato son potentes inhibidores (Li y

Hsiao, 1977; Khandelwal, 1978; Li, 1982).

Algunos trabaios dan cuenta de Ia acción estimuladora de

la alta concentración salina (Li y Hsiao, 1977; Khandelwal et

al., i980).

Shimazu et al. (i978) encontraron que una fosfatasa de
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higado se inactivaba por tratamiento con glutatión oxidado.

lll.4. Una clasificación de las fosfatasas de fosfoproteinas.

Dadas las aparentes diferencias existentes entre las enzi­

mas descriptas por distintos autores, la confección de una clasifj

cación que pudiera agrupar a todas las fosfat-asas conocidas se

transformó en un proyecto muy ambicioso.

Sin embargo, Phillip Cohen y colaboradores, luego de ha­

cer estudios exhaustivos de las fosfatasas de fosfoproteinas en di­

ferentes teíidos, propusieron una clasificación que abarcaria la

mayoria, sino todas las enzimas de mamifeiros, excepto las fosfa­

tasas de fosfotirosina (Cohen, i980; lngebritsen y Cohen,i983).

Esta clasificación, según se muestra enla Tabla lll, to­

ma en cuenta la especificidad de cada enzima, sus moduladores

y el comportamiento que presentan frente a los inhibidores termo
estables.

Las enzimas de tipo i se inhiben por ambos inhibidores

proteicos y defosforilan especificamente la subunidad e de la

quinasa de la fosforilasa, mientras que los del tipo 2 son insen­

sibles a estos moduladores y defosforilan la subunidad akde la

quinasa de la fosforilasa.



TABLAlll

Fosfatasasdefosfoprotei’nassegúnlaclasificacióndeP.Cohen

Actividadde
fosfatasade

fosforílasa

Enzima.Sensibilidadolos

inhibidoresi y2

Especiñcidadpor
lassubunidadesdelaquinasade Iafosforilasa

Moduladores
conocidos

Especificídod

desustrato

SI'Subunidade ampl¡aalta

l
(¡J

inhibidoresi y210

Subunidadogampl¡aalta

2+

Subunidad0KrestringidamuybalaCaycalmodulina Subunidado<ampl¡amuybalaMg2+
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Las fosfatasas de fosfoprotefnas de tipo i pueden presen­

tarse en dos formas: una forma espontáneamente activa y otra que

se activa en presencia de ATP-Mg y un factor fosforilante. Esta

Última seria un compleío de la forma activa y el inhibidor 2 (ver

sección “1.2.7. de esta Introducción).

La actividad 2A tiene amplía especificidad de sustrato y

es independiente de cationes. Se puede separar, por pasaIe por

DEAE-celulosa en tres fracciones: 2A0, 2A1 y 2A2. Mientras que

las formas 2A.l y 2A2 se activan por tratamiento con agentes des­

naturalizantes ( P-mercaptoetanoi), la forma 2Ao requiere este

tratamiento para manifestarse; es decir, se trata de una forma

"latente" o "encubierta" que se transforma en activa luego de

ser tratada con (h-mercaptoetanol. El tra-tamiento desnaturali­

zante convierte a estas tres formas en una subunidad catalitica

común de PM=34.000 (lngebrítsen et al., i9é3a).

La enzima 2B depende de Ca2+ y calmodulina y es, pro­

bablemente, la calcineurina (ver sección lll.2.8. de esta lntro­

ducción).

La enzima 2C depende de Mg2+ y es activa sobre la sin­

tetasa del glucógeno y Ia subunidad ok de la quinasa de la fos­
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forilaSa, aunque no defosforila a la fosforilasa a (lngebritsen y

Cohen., 1983).

Algunas de estas enzimas se pueden diferenciar también

por sus pesos moleculares, según se puede observar en la Tabla

lv.

TABLA lV

Pesos moleculares de las enzimas descripfas por Cohen y col.

Enzima Peso molecular

l Formas múltiples

2 Ao 210.000

2 Al 210.000

2 A2 ¡50.060

2 B 98.000

2 C 45.000

Otro aspecto que encaró Cohen en sus estudios, es la im­

porfancia relativa de cada una de estas enzimas en diferentes pro
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cesos metabólicos y en distintos telidos (lngebritsen et al.,

19830; lngebritsen et al., i983b; lngebritsen et al., i983c;

Pato et a|., i983; Stewart et al., 1983).

De esta manera logró establecer que, en músculo esque­

lético, la fosfatasa de fosfoproteinas de tipo l es la principal

responsable de la defosforilación de la fosforilasa a, de la sin­

tetasa del glucógeno y de la quinasa de la fosforilasa (subunidad

É ); por lo tanto, es la que determina la inactivación dela
glucógenolisis y la estimulación dela sintesis del glucógeno.E|

50% de la actividad de esta enzima está asociada en un compleio

con el glucógeno.

En higado, las fosfatasas 2A y 2C, también desempeñan

un pa-pel importante en el metabolismo del glucógeno. La enzima

l actúa sobre los mismos sustratos que en músculo y es" la Única

que forma un compleio con el glucógeno. En este telido, en la

defosforilación de la fosforilaso a y de la sintetasa del glucóge­

no, la enzima 2A tiene una importancia considerable. La enzi­

ma 2C actúa en forma detectable sobre la sintetasa del glucógí

no.

En ambos telidos, en ausencia de cationes divalentes,

la fosfatasa 2A es la mayor actividad defosforilante de la sub­
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unidad 0L de la quinasa de la fosforilasa y del inhibidor 1.En
2+presencia de Ca , este papel lo desempeña la enzima 2B.

La enzima 2A tendria una participación importante enla

regulación glucólísis-glucogenolisis y en la sintesis de ácidos

grasos, mientras que Ia enzima 2C lo haria en la sintesis del co­

lesterol, ya que defosforíla enzimas relacionadas con estos pro ­

cesos metaból icos.

lll.5. Estructura de las fosfatasas de fosfoproteinas.

El tratamiento de diferentes preparaciones de fosfatasas de

fosfoproteinas con agentes desnaturalizantes o enzimas proteoliti­

cas, además de modificar las propiedades cataliticas de las fosfa­

tasas (ver sección Il|.3.2. de esta Introducción), prod-ucia una re­

ducción en el tamaño de las mismas (Li, i982; Lee et al., 1980).

En numerosos laboratorios se logró purificar enzimas de bg

Io peso molecular (30.000-40.000) cuando, en el proceso de extraf

ción, se ¡ncluia un tratamiento con los agentes mencionados (Brandt

et al., 'l975a; Gratecos et al., 1977; Chou et al., 1977). Las en ­

zimas obtenidas en las extracciones que no incluian estos tratamie_n

tos, eran, en general, de pesos moleculares mayores (Lee et al.,

1980).



-44­

Estos hechos conduleron a Lee et al. (1976; 1978; 1980)

a postular que las enzimas de balo peso molecular podrian ser

subunidades cataliticas derivadas de "holoenzimas" de mayor ta­

maño. Estos autores, utilizando métodos de extracción muy sua ­

ves, pudierondetectar en higado de conelo, una enzima de peso

molecular cercano a 260.000, a la que denominaron H(Kill¡lea

et al., i979). La manipulación de esta enzima resultó muy difi­

cultosa, ya que originaba formas de menor tamaño. A pesar de

esta dificultad, lograron llevarla a homogeneidad y comprobaron

que estaba formada por subunidades cataliticas de PM=35.000 y

otras subunidades de PM=70.000 (Paris et al., 1984).

En la Tabla V se pueden observar los datos obtenidos en

diferentes laboratorios sobre la estructura polimérica de algu ­

nas enzimas.

La subunidad que aparece con el nombre'de 0K seria la

que posee capacidad catalitica y las otras Serian regulatorias.

La estructura de la fosfatasa dependiente de ATP-Mg

y la de la enzima 2 Bo calcineurina, ya fueron des'criptas en

las secciones lll.2.7. y lll.2.8. de esta lntroducción.

Por otra parte, existen fosfatasas de fosfoproteinas que

no tienen estructura cuaternaria y por lo tanto, el tratamiento
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con agentes desnaturalízantes no modifica su peso molecular

(leaga et a|., 198]; lngebrítsen et al., l983a).

TABLA V

Estructura de algunas fosfatasas de fosfoproteïnas

Fuente

Hígado de
rata

Buche de
pavo

Retículocítos
de coneio

Corazón
bovino

Músculo
esquelético
de conelo

Pesos moleculares
HoTÉenzíma SuBuníaades

Estructura
propuesta

Referencias

Fosfatasa ll 0<235.000
160.000 P365.000

Fosfatasa I ¡k 238.000
132.000 :65.000

{255.000

Fosfatasa ¿239.000
delfactor de P260.000¡nícíacíóan-Z

98.000

Fosfatasa d:35.000
tipo l ?:62.00095.000

Fosfatasa H "z35.000
9:70.000

a<f2

ccPK

"4

"9

°<2 %2

Tamura etaL
(1980)

Pato y
Adelsteín

(1980)

Crouch y
Safer (1980)

Lí(1982)

París et al.
(1984)
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'lll.6. Fosfatasas de fosfoproteinas en eucariontes inferiores.

En comparación con lo que se sabe sobre fosfatasas de

fosfoproteinas en eucariontes superiores, el conocimiento que se

tiene de estas enzimas en organismos inferiores es escaso.

Se describieron fosfatasas implicadas en la regulación

de la fosforilasa del glucógeno y de la sintetasa del glucógeno,

en Saccharomyces cerevisiae (Fosset et al., 197i; Huang y Cabib,

i974) y en Neurospora crassa (Tellez-lñón et al., i969; Tellez­

lñón y Torres, i970), asi comoenla regulación dela piruvato

deshidrogenasa en N. crassa (Wieland et al., i972).

Sin embargo, la purificación y caracterización de fosfa­

tasas de fosfoproteinas en este tipo d_eorganismos, es relativa­

mente reciente.

Hemmings (i981), trabalando con la levadura Candida

utilis, purificó parcialmente una fosfatasa de la glutamato des­

hidrogenasa dependiente de NAD. Esta enzima se activaba en
2+ ). Su peso molecular aparen

+
presencia de cationes (M92) Mn

te era 40.000 y podia defosforílar otros sustratos (caseina, his­

tona y kémptido).

Wingender-Drissen y Becker (1983) encontraron, en le­
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vadura comercial y utilizando fosforilasa a de músculo de cone­

]o como sustrato, tres fracciones con actividad fosfatásica, a

las que llamaron a, b y c. Cuando utilizaron tosforllasa a pro­

veniente de la misma levadura como sustrato, sólo la fracción

c tuvo capacidad de defosforilarla. Esta enzima era totalmente

2+ Mn2+ ) y se activa­dependiente de cationes divalentes (Mg

ba por ATP-Mg. Cuando se desnaturalizaba a las enzimas a y b

en presencia de É-mercaptoetonol, estas se volvian capaces

de defosforilar el sustrato endógeno. La enzima c purificada te­

nl'a un peso molecular de 78.000 y, en este estado, era capaz de

defosforilar caseina pero no la fosforilasa a de coneío.

Mc Clure y Korn (i983) purificaron una fosfataso de Ia

miosina ll de Acanthamoeba castellanii. Su peso molecular era

39.000. Esta enzima también actuaba sobre la cadena liviana de

la miosina, pero no sobre ésteres de fosfato ni sobre proteinas

fosforiladas en residuos de tírosina. Si bien no se observó acti­

vación por moduladores, el ATP, el pirofosfato y el fluoruro

inhibian su actividad. Esta Última inhibición se revertia parcial

mente en presencia de Cl2Mn. Esta enzima no se inhibi'a por el

inhibidor 2 de conelo. Estos datos conduleron alos autores a

postular que esta enzima seria del tipo 2A, según la clasifica­
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ción de Cohen (ver sección lll.4. de esta Introducción).

Palen et al. (1983) hallaron varias actividades de fosfa­

tasas de fosfoproteinas en Saccharomyces cerevisiae, pero carac

terizaron sólo una de ellas, capaz de defosforilar fosfocaseina

y las proteinas ,ribosomales ací'dicas L44 y L45. El peso molecu­

lar de esta enzima es de aproximadamente 80.000 y como el pro­

cedimiento de purificación incluye un tratamiento con etanol,

los autores concluyen que esta enzima no estaria relacionada

con la subunidad catalftica multifuncional de eucariontes supe­

riores. Esta enzima aumentaba su actividad cuando se agregaba
2+ .alos ensayos Mn en balas concentrGCIones.

IV. AMP, Y MUCOR .

Los hongos del género Mucor (Clase: Zygomycetes, Or­

den: Mucorales) tienen la propiedad de presentar dos formas de

crecimiento diferentes, según el medio en que se desarrollen.

Esta caracteristica, que es compartida con otros organismos, se

denomina dimorfismo.

Cuando Mucor crece en medio aeróbico, lo hace en for­

ma de micelio cenocitico tipico, dando hifas (ver Figura 3).



-49­

En un ambiente anaeróbico, la morfologia que presenta es leva­

duriforme. Estas formas tienen la capacidad de interconvertirse

cuando se modifican las condiciones ambientales.

Las propiedades citadas hacen de Mucor un modelo inte­

resante para el estudio de las bases bioquimicas de la diferencig

ción morfológica.

El estudio de estos fenómenos se encaró desde distintos

ángulos: se analizó la influencia de hidratos de carbono(Bartnicki­

Garcia, i968,- Friedenthal et al., i974), el metabolismo respira­

torio (Paznokas y Sypherd, i975), la sintesis de proteinas

(Orlowsky y Sypherd, i977) y la influencia de las Poliaminas

(lnderlied et al., i980).

Un avance fundamental se produlo cuando se pudo establ_e

cer una relación entre el dimorfismo y el AMPC. Larsen y Sypherd

(i974) encontraron que la adición de Bt2ÁMPca cultivos aeróbi­

cos de M. recemosus inhibia el crecimiento apical y promovia la

morfología levaduriforme. También hallaron que la concentración

de AMPCes mayor en la forma levaduriforme que en la filamento

sa. Passeron y colaboradores obtuvieron resultados similares tra­

ba]ando con M. rouxii. (Paveto et al., i975; Cantore et al.,

i980). De los estudios llevados a cabo por estos dos laboratorios,
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se pudo establecer que durante la aereación de un cultivo leva­

duriforme, los niveles de AMPc disminuyen y que dicha disminu­

ción precede ala aparición de los tubos germinativos.

Los diferentes resultados obtenidos conducen a suponer

que la regulación del dimorfismo en Mucor es el resultado de u­

na interacción de factores ambientales, nutricionales y metabó­

licos, donde el AMPc desempeña un papel muy importante. El e_s_

tudio de su mecanismo de acción debe tenerse en cuenta en cua_l_

quier modelo de regulación del dimorfismo.

En la Figura 3 se muestra el ciclo de vida de M.rouxíi y

la influencia de diferentes factores sobre el mismo.

Mucor no es el Único eucarionte inferior en el que el

AMPCtiene importancia fisiológica: en Blastocladiela emersonii

se ha estudiado la relación entre este nucleótïdo y la diferencia

ción (Maia y Camargo, 1974): en Neurospora crassa (Terenzi et

al., 1974; Scott, 1976) y en Dictyostelíum discoídeum (Loowis,

1972) el AMPc es determinante de la morfologia.

La presencia de AMPCen M. rouxii y la relación descu­

bierta entre este nucleótído y el dimorfísmo del hongo conduie ­

ron a encarar, en nuestro laboratorio, el estudio de las enzimas

relacionadas con el metabolismo del AMPCen este organismo.
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G Espora
(Independiente de
condiciones ambienlales)

o I o

CONDICIONES corhexosus Celula esferlca
AMBIENTALES orbexeSGSoPEA
QUE FAVORECEN " " OCNK
LA RMA n n 4‘24MP

LEVADURIFORME

Célula _ O
levaduriforme MlcehoV

C02 o hexosas

Figura 3: Ciclo de vida asexúal, aeróbico y anaeróbico de M.

rouxii. Condiciones ambientales y nutricionales que

influyen sobre el dímorfismo.

PEA: fenefíl alcohol.

La adenilato ciclasa fue caracterizada en fracciones par­

ticuladas de las formas fílamenfosa y Ievaduríforme de M.rouxii.
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Esta actividad, una vez separada de restos de pared celular,se­

dimentaba a 100.000xg ¡unto con la fracción de membrana (Cantore

et al., 1980). Las propiedades cinéticas de la enzima unida a

membrana son similares a las de las ciclasas de otros eucariontes

inferiores (Flawió y Torres, 1973} Londesborough y Nurminen,

1972; Gomes y Maia, ¡979). Al igual que estas enzimas, la ade­

nilato ciclasa de M. rouxii depende de iones Mn2+ y es insensi­

ble al fluoruro y a nucleótidos de guanina. La enzima pudo ser

solubilizada con CIK 0,5 N. La cíclasa soluble resultó tener un

peso molecular muy alto, del orden de 500.000 (Cantore y PasserOI

1982).

La fosfodiesterasa de AMPc de M. rouxii es una enzima

que tiene una Km para el AMPc de 2-5 AM, que la ubica entre

las fosfodiesterasas de alta afinidad para este nucleótido. Se en­

contró .también que esta enzima, _enextractos poco purificados,

se activaba por incubación con ATP-Mg y AMPCy que esta acti­

vación permanecia luego de eliminarse los factores activantes

(Galvagno et al., ¡979). Si se separaba la quinasa de proteinas

dependiente de AMPc de la fosfodiesterasa, Ia activación por

ATP-Mg y AMPCrequeria el agregado de quinasa exógena que pg

dia ser de distintos origenes (Kerner, 1984). La incubación de
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la enzima activada, en condiciones que favorecian la defosfori­

lación, hacia que Ia actividad volviese a sus niveles basales.

Cuando la enzima sin tratar era proteolizada, se activaba hasta

niveles similares a los obtenidos con quinasa, ATP-Mg y AMPC.

Estos datos conduieron a postular que la fosfodiesterasa de y;

rouxii se activa por proteóliüs y por un proceso que involucra

fosforilación. Dado que estos procesos no son aditivos, se pos­

tul6 que ambos mecaniunosafectarianla mismazona de la molé­

cula proteica (Kerner, i984).

Cuando se encaró el estudio de las quinasas de proteina;

se encontraron formas mültlples en extractos solubles del hongo

(Moreno et al., 1977). Posteriormente se purificó parcialmente y

caracterizó una quinasa dependiente de-AMPC.Se encontró que

posee algunas delas propiedades delas enzimas deltipo H de

eucariontessuperiores “Moreno y Passeron, 1980).Sin embargo

se descubrió que esta enzima posee la peculiaridad de que no se

disocia en presencia de AMPcsolo, aún en concentraciones altag

sino que ademásrequierela presencia de hütona o ClNa. Apro­

vechando esta propiedad, se pudo visualizar y demostrar la exis­

tencia de un complelo ternario holoenzima-AMPc (R2C2-AMPC)

en electroforesis en gel de poliacrilamida y en gradientes de
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sacarosa (Moreno et al., i983; Pastori, i983). El AMPCunido a

la holoenzima se intercambia rápidamente, mientras que el nu ­

cieótido unido a la subunidad regulatorio libre tiene una velo­

cidad de intercambio baía. También se demostró que el número

de moléculas de AMPc que se unen a la holoenzima es Ia mitad

dei que lo hace ala subunidad regulatorio.

V. OBJETIVO DE LA TESIS.

Dado que en M. rouxii existen las enzimas encargadas de

ia sintesis y degradación del AMPC(adeniiato ciclasa y fosfodiej

terasa de AMPC) y también existe una quinasa de proteinas depe_r_¡

diente de AMPC; para que los procesos mediados por este nucleó­

tido sean reversibles, es necesario que en Mucor existan fosfato­

sa (s) de fosfoproteina(s).

El obietivo de esta tesis es la búsqueda y caracterización

de fosfatasas de fosfoproteinas en Mucor rouxii y de los posibles

moduladores endógenos que pudieran regular Ia actividad de estas

enzimas.
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MATEMALESY’METODOS
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l. BUFFERS UTILIZADOS

Buffer M: Tris-ClH 10 mM, pH 7,3, EDTA1,5 mM, íb-mercaptg
etanol 2 mM.

Buffer M-50: Tris-CIH 50 mM, pH 7,3, EDTA1,5 mM, P-mer­

captoetanol 2 mM.

ll. PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGlCO.

ll.l. Organismo.

En el presente estudio se utilizó el hongo dimórficoA/lï

cor rouxii (NRRL1894), cepa original del Dr. W. Hesseltine

(Northern Utilization Research and Development Division Peoria,

lll) cedida por el Dr. Roger Stork (Rice University, Houston,

Texas).

l|.2. Obtención de esporas y mantenimiento de Ia cepa.

Se hizo esporular al hongo en un medio que contenia agar

al 5%-¡ugo de tomate (l:l). Amboscomponentes se esterilizaron

en autoclave por separado y se mezclaron en caliente; la mezcla

se trasvasó inmediatamente a botellas de Roux (50 ml) y se deió
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solidificar. Las botellas se mantuvieron por 24 h a 25° C como

prueba de esterilidad. Transcurrido este tiempo se sembraron en

cada botella "2ml de una suspensión de esporas conteniendo a ­

proximadamente 100 esporas/ml y las botellas se incubaron a

30° C durante 4-6 dias. Para cosechar las esporas se agregó a­

gua destilada (20 ml) a cada botella y se raspó suavemente la

superficie del cultivo con un ansa de vidrio para desprender las

esporas de los esporangios. La suspensión obtenida se tiltró por

una malla de nylon, para retener trozos de micelio o de medio

que se pudieran haber desprendido. Las esporas se recogieron

por centrifugación a 3.000 rpm durante i5 minutos. El precipi­

tado fue resuspendido en agua destilada y vuelto a centrifugar.

Este proceso se repitió tres veces. Finalmente las esporas se sus_

pendieron en agua destilada y en una alicuota de la suspensión

se contaron utilizando una cámara cuentaglóbulos. La suspensión

se fraccionó y se guardó en viales de vidrio conteniendo 3-4 ml

cada uno.

En estas condiciones las esporas permanecen.viables por

1-2 meses.

Para mantener la cepa, se inocularon dos tubos en pico

de flauta con medio agar-¡ugo de tomate. Los tubos se incubaron
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en las mismas condiciones que las botellas de Roux y, una vez

producida la esporulación, se guardaron a 4°C.

En todos los casos se trabaló en condiciones de esterili­

ll.3. Medio de cultivo.

El micelio fue crecido en medio YPG (Bartnickl-Garcia

y Nickerson, i962) cuya composición es: extracto de levadura

(Difco) 0,3%, peptona (lnorp. tipo MC3) 1% y glucosa (Roux

Ocefa) 3%. El pH se alustó a 4,5 con ácido sulfúrico 5 N. Se

preparó la solución de glucosa en forma independiente, se auto­

clavó por separado y luego se mezcló con los otros componentes.

ll.4. Cultivos.

Para obtener micelio en fase logaritmica tardia, se rea­

lizaron cultivos en erlenmeyers de 2l conteniendo 600 ml de

medio YPG. El inóculo fue de 3-5 x105 esporas/ml y el cultivo

se deló crecer aeróbicamente con agitación constante durante ló­

iBh a 28°C. El micelio se cosechó por filtración al vacio sobre

papel Whatman No 'l y se lavó sobre el filtro con agua destilada
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fria. Se escurrió el agua retenida por el micelio, presionóndolo

entre dos holas de papel de filtro y se lo guardó cortado en tro­

zos a —70°Chasta el momento de ser utilizado.

Hasta el paso en que se cosechó el micelio, todos los pro

cesos se realizaron en condiciones de esterilidad.

lll. OBTENCION DE LAS FOSFATASAS DE FOSFOPROTEINAS DE

M. ROUXll.

“1.1. Preparación de los extractos.

Todos los pasos se realizaron entre 0 y 4°C. El micelio

fue molido en nitrógeno liquido y el polvo obtenido se suspendió

en dosyolümenes de buffer M (peso a volumen). Se agitó suave ­

mente la mezcla durante 30 minutos y se la tiltró por tela de al_

godón. El filtrado se centrifugó a 2.000 x g durante 15 min. El

sobrenadante se volvió a centrifugar, esta vez a 100.000 x g du­

rante óO min. Se descartó el precipitado y la fracción soluble

) se dializó exhaustivamente contra buffer M.(5100

lll.2. Primera cromatografia en DEAE-celulosa.

En una preparación tipica, 30 ml de 51004 conteniendo
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870 mg de proteina, provenientes de 30 g de mícelio (peso húme­

do), se sembraron en una columna de 'DEAE-celulosa (2 x 32 cm),

a razón de 7-10 mg de proteina/ml de resina empaquetado. La c2

lumna fue lavada con 2 volúmenes de buffer M y la proteina se e_

luyó c-on un gradiente lineal de CINa (0-0,4 M) en el mismo bu­

ffer (volumen total del gradiente, 1.000 ml). Se recogieron frac­

ciones de 10 ml y en cada una se ensayó actividad de fosfatasa

de fosfoproteinas en presencia y en ausencia de Clen 10 mM.

Las fracciones con actividad (delimitadas por barras en la Fig.

7) se recogieron separadamente y la proteina se precipitó con su_!

fato de amonio sólido hasta una concentración de 75% de satura­

ción, alustóndose el pH a 7,3 con Tris base 2 M. Los precipita­

dos, que contenian 63 y 14,4 mg de proteina respectivamente,

fueron disueltos en forma separada en 2 ml de buffer M y d‘iali­

zados durante 2 horas (de modo que la conductividad fuese me ­

nor a 4 mMHO) contra el mismo buffer. A la fracción que eluia

primero en DEAE-celulosa y se activaba en pr-esencia de Mn2+,

se la llamó enzima I, a la que eluia a mayor fuerza iónica y no

se activaba en presencia del catión, se la llamó enzima ll.
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“1.3. Segunda cromatografía en DEAE-celulosa.

Las fracciones l y ll, provenientes de la primera croma­

tografia de intercambio iónico, se sembraron en sendas columnas

de DEAE-celulosa (1,2 x13 cm y l x 9,5 cm respectivamente).

El procedimiento utilizado para Ia elución fue idéntico al emplef

do enla primera cromatografía, salvo que los volúmenes utiliza­

dos estuvieron de acuerdo con el tamaño de las columnas. La pro_

teina de las fracciones con actividad de fosfatasa de fosfoproteí

nas fue precipitado con sulfato de amonio sólido hasta 75% de sí

turación, centrifugada y redisuelta, en cada caso, en 0,5 ml de

buffer M.

lll.4. Filtración en Sephacryl 5-300.

Las soluciones concentradas de las enzimas l y ll, prove­

nientes de la segunda cromatografia en 'DEAE-celulosa, contenían

do 34 y 4,7 mg de proteina respectivamente, se filtraron separa­

damente en columnas de Sephacryl 5-300 (1,2 x 50 cm) previamen

te equilibradas con buffer M-50. Las muestras se eluyeron con el

mismo buffer, a un fluio de 0,25 ml/min. Se recogieron fraccio ­
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nes de 0,5 ml y se ensayó actividad de fosfatasa de fosfoproteï­

nas en cada una de ellas. Las fracciones con actividad se ¡unta

ron y concentraron hasta i ml, dializóndolas contra sacarosa 2M

en buffer M. Las muestras fueron guardadas a -20°C. En estas

condiciones las enzimas resultaron activas, al menos, durante

dos meses. El esquema de purificación esta resumido enla Tabla

Vll.

lV. OBTENCION DE LOS INHIBIDORES DE LAS FOSFATASAS DE

FOSFOPROTEINAS.

Todos los procesos se realizaron a 0 - 4°C, salvo que se

aclare otra cosa.

En una preparación tipica, 150 g de micelio (peso húme­

do) de M. rouxii, fueron congelados en nitrógeno liquido y mol_i_

dos en un mortero de porcelana. EI polvo obtenido se suspendió

en 2 volúmenes de buffer M. La mezcla se filtró a través de tela

de algodón y se centrifugó a 30.000 x g durante 30 min. El so ­

brenadante (extracto crudo) se calentó a 90 - 'IOOOCdurante 5

min. en un baño de agua hirviendo. Después de enfriar, la sus­

pensión se centrifugó a 5.000 x g durante 15 min. El sobrenadan
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'te clarificado se dializó exhaustivamente contra buffer M. La so­

lución dializada (39 mg de proteina) se sembró en una columna de

DEAE-celulosa (1,5 x 5 cm) equilibrada con buffer M. La colum­

na se Iavó con dos volúmenes de buffer M y la proteina se_eluyó

con 50 ml (correspondientes a ¡0 volúmenes de columna) de un

gradiente lineal de CINa (0-0,7 M) en el mismo buffer. Se reco­

gieron fracciones de 0,5 mI y las que tenian actividad inhibido­

ra (marcadas como a y b enla Fig. 15) se ¡untaron separadamente'

y concentraron contra sacarosa 2 M en buffer M. Las soluciones

concentradas (i ml) fueron filtradas a través de columnas de Se­

phadex G-75 (1,1 x 65 cm) preequilibradas con buffer M-50.

Los inhibidores se eluyeron con el mismo _buffer y se recogieron

fracciones de 0,65 mI. Se ¡untaron las fracciones con actividad

inhibidora y se concentraron contra sacarosa 2 M en buffer M.

Estas preparaciones se guardaron a -20°C.

V. PREPARACION DE LOS SUSTRATOS FOSFORILADOS.

V.i. Fosforilación de histona.

Una mezcla de reacción tipica para la fosforilación de

histona contenía buffer Tris-CIH 50 mM, pH 7,4, É) -mercapto­
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etanol 20 mM, EDTA 1,5 mM, Cl2Mg lO mM, 1,5 mg/ml de histo­

na lSflg/ml dela subunidad catalftlca de la proteina qulnasa de_

pendiente de AMPC(250 unidades/ml) y 0,1 mM de ATP (y 432)

(2.500 cpm/mol) en un volumen flnal de lO ml. La ¡ncubacíón se

desarrolló durante 2 h a 30°C. Finalizado este periodo, la reac­

ción se detuvo por calentamiento a 65°C durante 4 mín. La pro ­

tel'na se precipitó agregando 4 volúmenes de solución saturada y

neutralizada de sulfato de amonio. El precipitado se recogió por

centrifugación a 12.000 x g durante 15 minutos. La histona se re­

dísolvió en 10 ml de agua destilada y se volvió a precipitar con

solución de sulfato de amonlo. Este proceso se repitió entre 3 y

4 veces. Finalmente el precipitado se disolvió en 5 ml de agua

destilada y se diallzó exhaustivamente contra el mismosolvente.

La histona fosforllada (lO pmoles Paz/mg de proteina) se fraccig

nó en varios tubos y se guardó a -20°.C.

V.2. Fosforilación de fosforilasa.

Para la preparación de la fosforilasa a se siguió esencial­

mente el método descripto por Chou et al. (1977). La mezcla de

reacción contenia, en l ml, buffer Trís-ClH 25 mM. pH 8,6,
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(AcO)2Mg 20 mM, Cl2Ca 1 mM, ATP (X-P”) 1 mM (400 —500

cpm/pmol), 10 mg de fosforilasa b y 0,05 mg de quinasa de la

fosforilasa. La reacción se desarrolló a 30°C durante 60 min. y

la fosforilasa a (P32) se aisló en forma idéntica a la utilizada

para la historia (P32), salvo que en lugar de agua para disolver

y dializar la proteina, se utilizó buffer Trís-CIH 50 mM, pH 7,4.

En estas condiciones se logró incorporar 0,7 - 'l mol de fosfato

por subunidad de fosforilasa (PM=93.000). La proteina fosforilo­

da se guardó a 4°C.

V.3. Fosforilación de casei’na.

La casei'na se fosforiló u-filizando quínasa de proteinas in­

dependiente de nucleófido cfclíco obtenida de M. rouxii (Moreno

ef al., 1977). La mezcla de reacción confenl’a, en 1 ml, buffer

Trís-CIH so mM, pH 7,4, Cleg 20 mM, ATP (X432) 0,15 mM

(500 cpm/pmol), 4,5 mg de casel'na y 0,4 mg de enzima parcial­

mente purificada. La reacción se incubó 60 min. a 30°C y la ca­

seina (P32) se aisló de la misma forma que la historia (P32) y se

guardó a -20°C. En estas condiciones se incorporó, aproximada­

mente, 'l pmol de fosfato por mg de proteina.



V.4. Fosforilación del kémptido.

EI kémptido (Kemp et al., i976) sr. fosforiló utilizando

Subunidad catalitica de quinasa de proteinas dependiente de

AMPC. Se incubaron 0,05 mg/ml de kemptido con buffer Tris­

CIH 50 mM, pH 7,4, EDTA1,5 mM, F-mercaptoetanol 2 mM,

Cl2Mg 10 mM, n’aTP( X-Psz) i mM (300 cpm/pmol) y la enzima

(iO jAg, 160 unidades) en un volumen de 0,2 ml. La reacción
se desarrolló a 30°C durante 2 h. El péptido fosforilado (0,4

moles de fosfato por molde kémptido) se aisló utilizando la me­

todologia descripta por Kemp et al. (1976).

Vl. ENSAYOS ENZIMATICOS .

V|.i. Fosfatasa de fosfaproteinas.

La actividad de fosfatasa de fosfoproteinas se midió, en

los ensayos de rutina y cuando no se aclara otra cosa, por Ia Ii­
'., . 32 . . 32beracnon de PI (P ) a partir de histona (P ). La mezcla de reac

ción contenia buffer Tris-CIH 50 mM, pH 7,4, ?-mercaptoeta ­

nol 2 mM, EDTA i mM, Cl Mn lO mM (cuando se indica), 10 ¡(ig2

de histona (P32) (40.000-70.000 cpm) y la enzima, en un volumen
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enzima, se desarrollaron a 30°C durante 20 min. y se detuvieron

agregando 20 ¡ul de solución de albúmina (20 mg/ml) y 20 ¡RI

de una mezcla que contenia ácido tricloroacético al 35%, fosfa­

to monoácido de sodio lO mM y ácido silico-tungstico 80 mM.

.Despue's de deiar reposar IO min. a 4°C, los tubos se centrífuga­

ron a 5.000 rpm durante 15 min. en centrifuga clinica, se toma ­

ron alicuotas del sobrenadante (SO/LI) y se mezclaron con 2 ml

de mezcla centelleadora de tritón-tolueno y se dosaron (los deta­

lles se describen enla sección X.4. de Materiales y Métodos).

El desarrollo de las reacciones fue lineal con el tiempo

y proporcional a Ia cantidad de enzima utilizada, en condiciones

en que no más del 30-40% de'l sustrato fuera defosforilado. Una u­

nidad de actividad enzimática se .definió como Ia cantidad de enz_i

ma capaz de liberar l pmol de fosfato por minuto en las condiciones

del ensayo antes descriptas.
32Para confirmar que el P liberado al sobrenadante se de ­

biera exclusivamente a Pi (P32) y no a péptidos (P32) formados por

la acción de proteasas, se utilizó, sólo como control en algunos

casos, el siguiente método de dosaíe: a los 50/11! de reacción se
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agregaron 20/ü l de albúmina (20 mg/nfl) y ¡OO/Á lde ácido tú ­

cloroacético al ¡0%n La mezcla se centrHugó 15 min. a 5.000rpm,

se tomaronICO/ül delsobrenadante)/sele agregaron 25/k Ide

fosfato monoócido de sodio 50 mM y 75 fcl de molíbdato de amo ­

nio al 596 en ácido sulfúrico 3rd. Luego de deiar reposar 10 mín. a

temperatura ambiente, se agregaron 300 ¡4| de isobutanol saturado

en agua, para extraer el compleio fosfomolibdico. La mezcla se a­

gító varias veces en forma intensa y, luego de deiar que las fases

se separaron, se tomaron 25OIÁJ de la fase orgánica, se mezclaron

con 3 ml de solución centelladora de tritón-tólueno y se contó la

r'adiactividad como se detalla enla sección X.4. de Materiales y

[Aétodos. En todos los casos los resultados obtenidos por los dos mé­

todos de dosaie fueron coincidentes.

El mismo ensayo descripto para histona (P32) se utilizó pa­

ra fosforilasa a (P32), caseïna (P32) y kérnptido (P32). Las cantidg

des utilizadas de cada sustrato se describen en el texto. Cuando se

utHizó kemptido (P32) como susflcto, se empleó para el dosaíe de

radiactividad, exclusivamente el método de extracción con ísobu­

tanol.
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Vl.2. Inhibidores de fosfatasas de fosfoproteinas.

El ensayo de inhibidores de fosfatasas de fosfoproteinas fue

esencialmente igual al utilizado para medir la actividad de estas

enzimas, salvo que se agregó inhibidor a la reacción. La cantidad

de enzima utilizada fue la necesaria para defbsforilar el 30% del

sustrato en ausencia del inhibidor. Una unidad de inhibidor se de­

finió como la cantidad capaz de inhibir en un 50% la actividad de

la enzima Il en las condiciones descriptas previamente.

Vl.3. Quinasa de proteinas.

La actividad de quinasa de proteinas se midió por la fosfo­

rilación de hístona o de kémptido. Una mezcla de reacción tipica

conteni'a buffer Tris-ClH 50 mM, pH 7,4, F-mercaptoetanol 2
mM, CI Mg 10 mM, AÏP( K -P32) 0,1 mM (200-300 cpm/pmol),e'l

2

sustrato fosforilable (75 flg de kémptido o 150/49 de histona )

° l d . 'AMPc l le y enznma en un vo umen e lOO¡{LI Las reaccuones se

desarrollaron a 30°C IO min., al cabo de los cuales, las mezclas

Se sembraron en papeles de fosfocelulosa (2,5 x 2,5 cm). Los papi

les se lavaron varias veces con agua corriente, luego se secaron

y se sumergieron en 3 ml de mezcla centelladora de tolueno. En
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la sección X.4. de Materiales y Métodos se detalla la forma en

que se midió la radiactívidad.

Vll. TRATAMIENTOS CON AGENTES DESNATURALIZANTES Y PRO­

TEASAS.

Vll.l. Tratamiento de las enzimas con etanol.

En este procedimiento se siguió, esencialmente, el método

utilizado por Brandt et al. (T974) . Un volumen de enzima se mez­

cl6 con dos volúmenes de solución saturada y neutralizada de sul­

fato de amonio a 4°C. La suspensión se centrifugó a 13.000 x g du_

rante 15 min. y el precipitado se redisolvió en un volumen de bu ­

ffer M. A esta solución se le agregaron 5 volúmenes de etanol

(95%) a temperatura ambiente e, inmediatamente, se centrifugó en

las mis-mascondiciones a las anteriores. La proteina precipitada

se disolvió en l volumen de buffer M, se clarificó por centrífuga­

ción, se descartó el precipitado de proteina desnaturalizada y el

sobrenadante se dializó exhaustivamente contra buffer M. Cuando

la concentración de las protei'nas enla muestra a tratar fue menor

que 5 mg/ml, se agregó seroalbümina bovina hasta llegar a una C02

centración de iO mg de proteina/ml.



V||.2. Tratamiento de las enzimas con É-mercaptoetanol.

La muestra conteniendo enzima se llevó a una concentra­

ción de 0,2 M en É-mercaptoetanol y se congeló a -20°C dura:

te 16 h (Kobayashi et aI., i975). Al cabo de este tiempo, la

muestra se descongeló y centrifugó a 13.000 x g durante 15 min.

'Se descartó la proteina precipitado y el sobrenadante se utilizó

como fuente de enzima.

Vll.3. Proteólisis de las enzimas con tripsina.

Un volumen de enzima se mezcló con un volumen de solu­

. . . . . ocuón de trlpsma (2mg/ml) y se incubó durante 20 mln. a 25 C. La

reacción se detuvo agregando un volumen de inhibidor de tripsina

(ó mg/ml).

Vl|.4. Tratamiento de los inhibidores a y b con tripsina.

EI tratamiento de los inhibidores con tripsina fue idéntico

al utilizado con las enzimas, salvo que la incubación se realizó

a 30°C durante 30 min.
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Vlll. DETERMlNACION Y CALCULO DE LOS PARAMETROS MOLE­

CULARES E HIDRODINAMICOS DE LAS ENZIMAS Y LOS

lNHlBlDORES.

Vlll.i. Ultracentrifugación en gradientes de sacarosa.

Los gradientes lineales de sacarosa (5-20%) en buffer M se

prepararon con 4 capas de 1,14 ml cada una, cuyas concentracio ­

nes en sacarosa fueron, respectivamente, 20, 15, 10 y 5%. Los tu_

bos se dejaron a temperatura ambiente durante 2 h, luego se lleva_

ron a 4°C y se utilizaron inmediatamente. Los gradientes, una vez

sembradas las muestras, se centrifugaron a 40.000 rpm durante ¡6 h

a 4°C, en un rotor modelo Spinco SW 55 Ti. Los gradientes se fraí

cionaron en alicuotas de 0,2 mI haciendo sifón desde el fondo del

tubo y se ensayaron las actividades enzimáticas en cada fracción.

Las proteinas utilizadas como marcadores fueron: citocro­

mo c, peroxidasa y fosfatasa alcalina.

Vlll.2. Filtración molecular.

Las enzimas se filtraron por columnas de Sephacryl S-300,

el inhibidor a, por Sephadex G-50 y el b, por Sephadex 6-75.
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Las columnas de Sephacryl 5-300 (1,2 x 50 cm) fueron e­

quilibradas con buffer M-50. Se sembraron muestras de 0,5 ml y

se eluyeron con el miSmobuffer de equilibrio, a un fluío de lO

ml/hora. Se recogieron fracciones de 0,5 ml y se midió la activi­

dad enzimática en cada una de ellas. Las proteinas marcadoras

fueron citocromo c, peroxidasa, catalasa y P-galactosidasa.
Para los casos en que se utilizó Sephadex C5150y G-75,

el procedimiento fue exactamente el mismo, salvo que el tamaño

de las columnas fue distinto (1,1 x 65 cm) y las fracciones recog_¡

das fueron de 0,65 ml. Las proteinas marcadoras, cuando se utili­

zó Sephadex G-75, fueron: citocromo c, míoglobina y anhidrasa

carbónica, y cuando se utilizó Sephadex G-50, hormona adreno­

corticotrófica (ACTH)citocromo c y mioglobina.

En todos los casos el volumen de exclusión se midió utili­

zando a_zu| dextrano disuelto en buffer M-5_0con ClNa 0,5 M y

la columna fue equilibrada y eluida con el mismo buffer.

VII|.3. Cálculo del radio de Stokes de las enzimas l y Il .

Para estimar el radio de Stokes de las enzimas l y ll, se u­

tilizaron los datos de las columnas de Sephacryl 5-300. El valor
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numérico se obtuvo por interpolación en el gráfico (Laurent y

Killander, 1964) representando el (-log Kay) versus el radio de

Stokes de las proteinas marcadoras.

Para definir Kav, se tomó la ecuación

donde V z volumen de elución de Ia
proteina.

Ve -Vo
= V : volumen de exclusión de la

a
V Vf -V columna.

Vt: volumen total de Ia resina.

Vlll.4. Calculo de los coeficientes de sedimentación de las enzi­

mas l y ll.

Los valores de los coeficientes de sedimentación (s)de las

enzimas se calcularon a partir de los datos de sedimentación en

gradientes de sacarosa. Se graficó el 520,W 'de las proteinas mar­
cadoras en función de la distancia recorrida desde la superficie

del gradiente y, por interpelación a partir del dato de la distan­

coeficiente de sedimentación de lascia recorrida, se obtuvo el

enzimas.

Vlll.5. Cálculo de los pesos moleculares de las enzimas l‘y ll.

El peso molecular de las enzimas l y ll se calculó según
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el método de Siegel y Monty, (1966) aplicando la fórmula:

VLóth.N. 20’W.a.s
PM = , donde:

l- C 920,w

N: número de Avogadro.

t\20'W:viscosidad del agua a 20°C (1,1 x 10-2 g/cm x seg).
a: radio de stokes en nm.

s: coeficiente de sedimentación en lO-l3 seg.

7: volúmen especifico parcial (se tomó 7: 0,74 cms/g).

z densidad del agua a 20°C (0,988 g/cm3).Vo 20,w

Vlll.6. Cálculo de los cocientes friccionales de las enzimas l

y ll.

Para calcular el cociente friccional de las enzimas l y ll

se utilizaron los parámetros calculados previamente, a y PM, y

se aplicó la fórmula de Siegel y Monti (1966):

f/foí=
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Vll|.7. Cálculo de los pesos moleculares de los inhibidores a y b.

Para el cálculo de los pesos moleculares de los inhibido­

res a y b se siguió el método descripto por Andrews (¡964) utili­

zando los datos obtenidos de las filtraciones por columnas de Se­

phadex.

Se graficó el logaritmo del peso molecular de los merced-o

res en función del cociente Ve/Vo y, por interpolación, se obtu­
vieron Ios pesos moleculares de los inhibidores.

IX. PARAMETROS DE LAS PROTEINAS MARCADORAS.

Los valores de los parámetros de las proteinas utilizadas

como marcadores en los gradientes de sacarosa y en las filtracio­

nes en gel, se resumen enla Tabla Vl.

X. OTRAS TECNlCAS.

32
X.'|. Sintesis de ATP(-X-P

Este nucleótido se preparó siguiendo el método de Glynn y

Chappell (1964) con las modificaciones introducidas por Chang et

al. (1974).



TABLAVI

Parámetroshidrodínámicosymolecularesdelasproteinasmarcadoras

Proteina

Coeficientede
sedimentación

s20,w
(S)

Radiode
Stokes

a
(nm)

Pesomolecular

Fuente

% -ga|acfosidasa
Eatalasa Citocromoc Peroxidasa Fosfafasaalcalina Mioglobina Anhidrasacarbóníca HormonaadrenocorH­ cofrófica(ACTH)

520.000 247.000

12.400 39.800 80.000 17.800 31.000

4.600

(Hagaefal"1977) (HagaetalU1977) (Hagaetaln1977) (CecylyOguon,

1946)

(CecylyOgston,

195])

(EdmundsonyHirs,

i962)

(Davh,196]) (Sepherdeta|.,

1956)

-77­
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X.2. Dosaíe de proteinas.

La proteina fue valorada según el método de Bradford

(1976) utilizando seroalbümina bovina como patrón.

X.3. Determinación de las proteinas marcadoras.

Catalasa: Se midió la actividad enzimática valorando el sustrato

no consumido (H202) con solución de IK de acuerdo al

método de Terenzi et al. (1971).

Cítocromo c: Se valoró por espectrofotometrl'a, midiendo la abso_r

bancía a 410 nm.

Peroxidasa: Se dosó midiendo la aparición de color por oxidación

de la o-dianisidina al descomponerse el H202, se ­

gún el método descripto en el manual de Worthington

(i972).

Fosfatasa alcalina: Se valoró midiendo la absorbancia a 410 nm

debido a la aparición de p-nitrofenol a partir

de p-nitrot'enilfosfato, según Ia técnica del

manual de Worthington (i972).

Anhidrasa carbónica: Se valoró según el método descripto en el

manual de Worthington (i972), por varía­
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ción del pH en agua saturada con C02.

Mioglobina y ACTH: Se valoraron por el método de Bradford

(i976).

X.4. Medición dela radiactividad.

La radiactivídad de las muestras se valoró en un conta­

dor de centelieo liquido marca Packard Tricarb Mod. 3003. Las

muestras, con la correspondiente solución centelladora, se con­

taron en viales de plástico chicos, dentro de los viales de vidrio

del aparato.

La mezcla centelladora de tolueno conteni'a: 0,1 g de di­

metil POPOP (¡,4 bis 2 (4 metiI-5 fenil benceno))y 4 g de PPO

(2,5 dífeniloxazol) por litro de tolueno.

La mezcla centelladora_que se nombra como tritón-tolui

no contenI'a i volumen de tritón y 3 volúmenes de mezcla cente­

Iladora de tolueno.

La radiactividad del P32 se midió con una ganancia del

25% y con una ventana de 50 —oo.

X.5. Medición de Ia conductividad.

La conductividad en las soluciones se midió con un con­
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ductimetro marca PARSECmodelo Antares lll.

XI. REACTIVOS.

El ortofosfato (P32) utilizado para la preparación de ATP

(KFP32) fue provisto por la Comisión Nacional de Energia Ató­

mica.

Los siguientes reactivos se compraron a SigmazDEAE-celg

losa microgranular, Ia subunidad catalftica dela quinasa de pro__

teinas (de corazón bovino), la histona (tipo ll S), la fosforilasa

b (de músculo de coneio) la quinasa de la fosforílasa (de músculo

de coneío), Ia caseina (de leche), el kémptido, la seroalbÜmina

bovina, la tripsina, el inhibidor de la tripsina, el azul dextra­

no, el Sephacryl S-300 y los Sephadex G-50 y G-75 y las proteí

nas utilizadas como marcadores.

El resto de los reactivos fue de grado analitico.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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l. FOSFATASAS DE FOSFOPROTElNAS EN M. ROUXil.

l.l. Caracterización preliminar de la actividad de fosfatasa de

fostoprote inas.

Fué posible detectar actividad de fosfatasa de fosfopro­

tel'na en extractos crudos de M. rouxíi. En el sobrenadante de

100.000 x g (S esta actividad crecia en función de la can­100)

tidad de extracto agregado y se estímulaba en presencia de

Clen iO mM (Fig. 4). Como puede obserVarse en la misma figï

ra, la actividad enzimática, en ausencia de Mn2+, dela de ser

lineal muy rápidamente; mientras que, con el agregado del ca­

tión divalente, la línealidad se mantiene hasta cantidades ma­

yores de proteina.

Cuando el 5100 se filtró por columna de Sephacryl

5-300 (Fig. 5), toda la actividad de fosfatasa de fosprotei’ ­

nas eluyó después de la fosfatasa alcalina. De esta manera se

pudo comprobar que no hay formas enzimáticas de peso molecu­

lar mayor a 80.000. Cuando se utilizaron inhibidores de protea
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ha 1 l
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ActividadFosfatasica(unidades)

l I u l

0o I. 8

Proteina (pg)

Figura 4.- Actividad de fosfatasa de fosfoproteïnas en ei 5100.

La actividad enzimática se midió en presencia (-0 —-)

y en ausencia (—'--) de Ci2Mn10 mM, en función de
cantidades crecientes de extracto.



Figura 5.- Cromatografia del 5100 en Sephacryl 5-300. Una mues­

i'ra de 0,8 ml, conteniendo 23 mg de proteina de la

preparación de S100 se sembró en una columna (1,2 x

50 cm) de Sephacryl 5-300, previamente equlllbrada

con buffer M-50, y fue elul'da con el mismo buffer.

Se recogieron fracciones de 0,5 ml. La actividad de

fosfafasa de fosfoproteinas se midió en presencia

(--0—)y en ausencia (-—o—)de Cl2Mn10 mM. Las

posiciones de las proteinas marcadoras (cyt c, cito­

cromo c; Per, peroxidasa; AP, fosfarasa alcalina) y

del volumen muerto (V )se indican con flechas.
o
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sas como benzamidina y EGTA en el buffer de homogenización, se

obtuvieron esencialmente los mismos resultados (estos datos no se

muestran). En esta figura, también se puede observar que la acti­
. . 2+ . . .Vldad estimulable por Mn eIuna un poco antes que la actuvndad

independiente del catión. Este resultado parecería indicar la exis

tencia de dos entidades diferentes.

El S.loo fue sometido también a centrifugación en gradíen

te de sacarosa (Fig. ó). —Sepuede observar un pico de actividad
. 2+ . . .. ., .dependiente de Mn con un coefncnente de sealmentacmn ligera

mente menor que el dela peroxidasa, mientras que la actividad

en ausencia del catión fue prácticamente despreciable. Con esto

se confirma que, al menos la forma dependiente de catíón diva­

Iente, es de baio peso molecular. La escasa actividad indepen ­
. 2+ , . . ..diente de Mn no es tacnl de explicar, aunque se podria deber

ala existencia de un inhibidor que cosedimente con esta activi­

dad o a algún otro motivo desconocido.

Del coniunto de estos resultados se puede concluir que:

1°) Existe actividad de fosfatasa de fosfoproteinas en extractos

crudos de M. rouxii.

2°) No existen formas de alto peso molecular como las descrip­

tas en eucariontes superiores (ver sección ll|.5. de Ia Intro

ducción).



I

ActividadFosfatasica(unidades)

-36­

N

.l

AP
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Figura ó.­

25
superficie

10 15 20

Número de fraccio'n

Centrifugación en gradiente de sacarosa del 5100.
Una all'cuoi'a de 100 ¡nl de la preparación de 5100,
conteniendo 2,9 mg de proteina, [uni'o con los mar­
cadores, se sembró en un gradiente de sacarosa pre­
parado, cenfrifugado y fraccionado como se indica
enla sección Vlll.'l. de Materiales y Métodos. Las
posiciones de las proteinas marcadoras (cyf c, cito
cromo c; Per, peroxidasa y AP, fosfatasa alcalina
se indican con flechas. Los ensayos se realizaron en
presencia (-—°—-) y en ausencia (——0—--)de Cl2Mn10mM.



-87­

o . .,3 ) En columnas de filtracmn molecular parecen separarse dos ac­
2+tividades, una dependiente y otra independiente de Mn .

l.2. Purificación parcial de dos tosfatasas de fosfoproteinas.

En Ia Fig. 7 se muestra la cromatografi’a del S100 en DEAE­

celulosa. Se puede observar la separación parcial de dos activida­

des. Una, cuyo pico lo encontrarnos en 30 mMHO (enzima l), se
2+

activa por iones Mn , mientras que otra, que eluye a 40mMHO

es prácticamente independiente del catión divalente.

Esto indicarl'a la existencia de dos enzimas. Para corrobo­

rar esta hipótesis, las fracciones delimitadas por las barras en Ia

Fig. 7 fueron recromatografiadas independientemente en columnas

de DEAE-celulosa. Como se puede observar enla Fig. 8 (A y B),

el comportamiento cromatográfico de las dos enzimas fue similar

al observado en la primera cromatografia, es decir que los picos

de cada una se hallaron en el mismo rango de concentración de

ClNa. En esta misma figura se observa también que la enzima l

se activa por iones Mn2+, mientras que la enzima lI es insensible

al agregado de este catión.

Las fracciones delimitadas por las barras enla Fig. 8 A y

B, se ¡untaron y, luego de ser concentradas, se filtraronsepara­



Figura 7.- Cromatografia en DEAE-celulosa del 5100. Los deta­

lles del procedimiento utilizado se describen enla

sección Ill.2. de Materiales y Métodos. La actividad

de fosfatasa de fosfoprotel'nas se midió en presencia

(--0—) y en ausencia (—0——)deC|2Mn10 mM. En

alfcuotas apropiadas se dosó proteina ("""°"') . La

línea llena representa la conductividad medida en

las diferentes fracciones.
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Figura 8.- Recromafografia en DEAE-celulosa de lasfosfatasas

de fosfoprofeinasl y ll. Las enzimas l y ll, prove­

nientes de la prhnera cromatografia en DEAE-celu­

losa, fueron sembradas en sendas columnas de la

misma resina. Se las Iavó, eluyó y se recogieronlas

fracciones como se detalla en la sección ¡”.3. de

Materiales y Métodos. En alicuofas apropiadas se

dosó actividad fosfafásíca en presencia (-—°—-)y

en aUSench1(-—O—í)de Cl2Mn iOrnM. Tambiénse

dosó en las diferentes fracciones la profeina(-o-oo-)

yla conductividad (_____ ).

A. Fosfatasa l; B Fosfatasa ll.
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damente por columnas de Sephacryl 5-300. Como se ve enla Fig.

9 A, la enzima l eluyó como un pico simétrico, 9 ml después del

volumen muerto y su actividad era absolutamente dependiente de

Mn2+. La enzima ll eluyó 12 ml después del volumen muerto (Fig.

9 B) y su actividad se inhibia ligeramente por el agregado de

C|2Mn.

En este ültimo paso de purificación, las actividades espe­

cificas de las fosfatasas l y ll eran 30 y 150 veces mayores, res ­

pectivamente, que las calculadas para la tracción 5100 (Tabla Vll).

Las dos fosfatasas de fosfoprotei’nas se obtuvieron en dife­

rentes preparaciones, aunque las cantidades relativas de las mis ­

mas podian variar.

La inclusión de benzamidina y/o EGTA (inhibidores de pro­

teasas) en los buffers de extracción, conduio a los mismos resulta­

dos (estos datos no se muestran).

I.3. Determinación de los parámetros moleculares e hidrodinómicos

de las fosfatasas l y ll.

Para la obtención del radio de Stokes y del coeficiente de

sedimentación de las enzimas ly ll se utilizaron los datos prove­

nientes de la filtración en Sephacryl 5-300 y de centrífugacíón



Figura 9.-. Filtración de las fosfatasas de fosfoproteinas l y ll a

través de Sephacryl 5-300. A.Fosfatasa l} B.l¿osfatasa

ll. Alicuotas apropiadas, provenientes de la segunda

cromatografi'a en DEAE-celulosa, fueron filtradas por

columnas de Sephacryl 5-300. Los detalles se descr_l_

ben en la sección lll.4. de Materiales y Métodos. La

actividad enzimática se midió en presencia (—-0—)y

en ausencia (—-O—) de Cl2Mn lO mM. En alfcuotas 2

propiadas se dosó proteina (oo-nn"). Vo indica el

volumen muerto dela columna.
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TABLA VII

Purificación de las fosfatasas de fosfoprotel'nas l y II a

Paso Proteina Actividad Actividad Purífi- Rendi ­
(mg) especifica total cación miento

(unidades/ (unidades) (veces) (%)
m9)

S100 870
Enzima lb 380 330.600 1 100
Enzima Il 215 187.050 'I 100

Primera
cromatografía en
DEAE-celulosa
Enzima I 63 2.250 141.750 5,9 42,8
Enzima II ¡4,4 10.180 146.590 47,3 78,4

Segunda
cromatografia en
DEAE-celulosa
Enzima l 34 3.780 128.520 9,9 38,9
Enzima ll 4,7 19.140 89.950 89 48,1

Cromatografia en
Sephacryl S-300
Enzimal 6,4 11.400 72.960 30 22,1
Enzima ll 1,7 32.250 54.820 150 29,3

a : Se partió de 30 g de micelio, peso húmedo.

b: La actividad dela enzima l se midió en presencia de Cl Mn 10
mM y Ia dela enzima Il en ausencia del catión. En el S¡Oo, laactividad dela enzima I se calculó restando la actividad en au
sencía de Mn2+ ala actividad medida en presencia del catión.­
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en gradiente de sacarosa.

l.3.l. Determinación de los coeficientes de sedimentación.

Las centrifugaciones en gradientes de sacarosa se llevaron

a cabo de Ia manera que se describe en Materiales y Métodos, en

la sección Xlll.i.

La Fig. lO muestra las posiciones de las fosfatasas I (Fig.

lO A) y ll (Fig. lO B) y de las proteinas marcadoras, luego de ha­

ber sido centrifugadas en gradientes de sacarosa.

Por interpolación enla recta que relaciona las distancias

recorridos por las proteinas marcadoras con sus coeficientes de si

dimentación (Fig. lO C), fue posible calcular los coeficientes de

sedimentación de las dos enzimas, obteniéndose los valores de

3,2 S para la enzima I y 3,0 S para la enzima Il.

I.3.2. Determinación de los radios de Stokes.

Para determinar los radios de Stokes de las fosfatasas de

M. rouxii, se las filtró en forma separada por columnas de Sepha­

cryl 5-300, calibradas con proteinas marcadoras, como se detalla

enla sección Vlll.2. de Materiales y Métodos. Con los datos obte



Figura ¡0.- Centrifugacíón en gradientes de sacarosa de las en­
zimas lly il. Se sembraron aii'cuotas de iOOAI de
cada una de ias enzimas, provenientes de la etapa
de Sephacryi 5-300, [unto con los marcadores, en
sendos gradientes de sacarosa. Los gradientes fueron
preparados, centrifugados y fraccionados de la ma­
nera que se describe en ia sección Vlii. i. de Mate
riales y Métodos. La posici6n de las proteinas mar:
cadoras se indica con flechas. La actividad enzimá
tica se midió en presencia (—°—)y en ausencia _
(—o—) de CI2Mn10 mM.
A. Enzima i; B. Enzima il
C. Se grafican los coeficientes de sedimentación
(S2 W) de las proteinas marcadoras (o) en función
de Pds distancias recorridas, medidas en unidades
arbitrarias. Luego se interpolaron los valores obte­
nidos para las enzimas i (*) y il (‘).
Las proteinas utilizadas como marcadores fueron ci­
tocromo c, Cyt c; peroxidasa, Per y fosfatasa alca­
lina, PA.
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/2nidos de Ia filtración en gel, se graficó el (-log Kav)l en

función del radio de Stokes (Fig. ll). Por interpolación en este

grófico fue posible calcular los valores del radio de Stokes'de

las dos fosfatasas, encontrándose un valor de 4,2 nm para Ia erl

zima I y 3,0 nm para Ia enzima ll.

l.3.3. Cólculo de los pesos moleculares.

Combinando los datos del coeficiente de sedimentación y

del radio de Stokes, utilizando la ecuación planteada enla sec­

ción Vlll.5. de Materiales y Métodos, fue posible calcular los

pesos moleculares de ambas enzimas. Los datos obtenidos fueron

64.000 para Ia enzima l y 463.000 para la enzima ll.

I.3.4. Determinación de los cocientes friccíonales.

Con los valores de los pesos moleculares y de los radios

de Stokes se calcularon los cocientes friccionales f/fo de ambas

enzimas, aplicando Ia fórmula planteada enla sección Vlll.6. de

Materiales y Métodos.

Los valores obtenidos fueron 1,58 para la enzima l y 1,26

para la enzima ll.



Figura 11.- Determinación del radio de Stokes de las fosfatasas
de fosfoproteinas I y ll por filtración en Sephacryl
5-300. Las enzimas I y Il (0,5 mI de cada una, pro
venientes de la segunda cromatografia en DEAE-ce_
Iulosa) se cromatografíaron en columnas de Sepha :
cryl 5-300, como se describe en la sección Vlll.2.
de Materiales y Métodos. Las proteinas marcadores,
en el mismo volumen final, se cromatografiaron en
forma separada. Luego se graficó el (-log Kay) en
función del radio de Stokes, según se describe en
la sección Vlll.3. de Materiales y Métodos, de las
proteinas marcadores (0) y se interpolaron los valo­
res obtenidos para las enzimas l y II (sus posiciones
se señalan con flechas).
Las proteinas marcadoras utilizadas fueron: 1, cito­
cromo c; 2, peroxidasa; 3, catalasa y 4, f-galac­tosídasa.
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|.3.5. Algunas consideraciones sobre los parámetros hidrodinómi­

cos y moleculares de las fosfatasas de M. rouxíí.

Los resultados obtenidos del cálculo de estos parámetros

se hallan resumidas enla Tabla Vlll. Comose puede observar, los

pesos moleculares de ambas enzimas están muy por debaio de los

de las holoenzimas descriptas en eucariontes superiores (ver sec­

ción lll.5. de la Introducción).

Por otra parte, analizando los cocientes friccionales, se

puede deducir que la enzima les una moléCUlaasimétrica, ya que

su f/fo es relativamente alto. El cociente friccional dela enzima
ll, cercano ala unidad, indícaria que ésta es una enzima globu­

lar.

TABLA Vlll

Parámetros hidrodinómicos y moleculares de las enzimas ly ll

Enzima l Enzima ll

s (S) 3,2 3,0

a (nm) 4,2 3,0

PM 64.000 46.000

f/fo 1,58 1,26
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l.4. Propiedades catall'ticas de las enzimas l y ll.

l.4.l. Requerimiento de cationes divalentes.

La enzima l es inactiva en ausencia de cationes divalen­

tes. En la Fig. 12 se observa el aumento de su actividad en fun ­

ciFn de la concentración de CI2Mn. La misma sigue una cinética

"michaeliana" y es posible calcular, grafícando la inversa dela

velocidad en función de la inversa de Ia concentración de manga

neso (gráfico insertado enla Fig. 12), Ia concentración de catión

necesaria para llegar a la mitad dela velocidad máxima (Ko 5).I

Este valor es de 2 mM.

2+
En la Tabla IX se puede observar que el Mg es tan efec

. 2+ . . ­tivo como el Mn para OCl'lVGI'ala enzima l, mientras que el
2+ . . .' . . .Ca , Sl bien puede activarlo, lo hace con menor efICIenCIa.

La enzima Il no requi'ere cationes divalentes para su ac­

tividad.

l.4.2'. Especificidad de sustrato de las fosfatasas l y ll.

En Ia Tabla X se puede observar la acción de las fosfata­

sas I y ll sobre diferentes sustratos fosforilados.



V(pmolP32liberados/min)

-99­

(Cl 2 Mrï)'(mM')1

0,5

l. 6

Clen (mM)



TABLAIX

Efectodeloscationesdivalentossobrelasenzimas| yll

Actividadenzimáticaa(unidades)

CatiónEnzimalEnzimall
Mn2+

-100­

+

M92 Ca2+
LaactividadenzimáticasemidiócomosedescribeenlasecciónVl.l.de MaterialesyMétodos,utilizando0,35flgdelaenzimaI y0,1Ágdela enzimall,provenientesdelpasodeSephacryl5-300. Loscationesseagregaronenformadesalcloruro(lOmM).
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TABLA X

Especificidades de sustrato de las fosfatasas de fosfoproteinas l y ll

_Actividad° (unidades)

Enzima l Enzima ll

Substratob -Mn2+ +Mn2+ -Mn2+' +Mn2+

Histona-P 0,1 3,2 3,2 2,8

Fosforilasa a 0,1 0,4 2,3 0,7

Caseina-P 0,4 0,2

Kémptido-P 0,1 0,1 0 0

aLaactividad de fosfatasa de fosfoproteinas se midió como se des­
cribe enla sección V|.Ï. de Materiales y Métodos, en presencia
o cusencía de C12Mn 'IOmM. Se utilizaron 0,35/49 dela enzimal
y 0,1/49 de la enzima II provenientes del paso de Sephacryl 5-300.

bLas cantidades de los sustratos fosforílados utilizados en los ensa_
yos fueron: histona-P, 10,449;fosforilasa a, 10,449;caseina-P,100.

lag y kémptido-P, O,i75)¿g. En todos los casos, Ia cantidad de P32
unido ala proteina fue, aproximadamente, 100 pmoles.

. 2+ . , .En presencna de Mn , la enz¡ma I solo defosforila, en for­

ma eficiente, histona-P. En ausencia de catión divalente su activi

dad es nula.

La enzima ll, en ausencia de catión divalente, es activa so
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bre histona-P y sobre fosforilasa a. La actividad fosfatósica sobre
.1 . . . . 2+ .fosforuasa a es fuertemente Inhlblda por iones Mn , mientras que

sobre histona-P la inhibición es mucho menor.

La K",lpara la histona-P de la enzima l es, en presencia de

Cl2Mn lO mM, 60/19/ml, mientras que la de la enzima ll, en au­

sencia del catión, es 90flg/ml (datos que no se muestran).

l.5. Efecto de nucleótidos, FNa y fosfato sobre la actividad de

las fosfatasas l y II.

Tanto los iones fluoruro, los iones fosfato, asi como diver­

sos nucleótidos, inhiben las fosfatasas de fosfoproteinas en dife ­

rentes teiídos (ver sección lll.3.l. y lll.3.4. de la lntroducción).

En la Fig.13 se muestra el efecto de estas sustancias sobre

las enzimas de M. rouxii.

El fosfato 20 mM inhibe completamente a am‘bas enzimas.

Esta inhibición no se revierte, en el caso dela enzima Il, por el

agregado de Mn2+.

El FNa (50mM) o el ATP (lmM) inhiben marcadamente a la

enzima Il, pero no a la fosfatasa l. La inclusión de Cl2Mn en el

ensayo revierte esta inhibición. Cuando en lugar de ATPse uti|i=

zó ADP los resultados obtenidos fueron esencialmente los mismos



Figura 13.- Efecto del ATP, el FNa y el Pi sobre las activida­
des de las fosfatasas l y H. Se ensayó la actividad
dela enzima l (0,35Ag) Y de la enzima ll (0,1»9),
provenientes del paso de purificación de Sephacryl
5-300, de la forma en que se detalla enla sección
V1.1. de Materiales y Métodos. Los ensayos se hi ­
cieron sin ningún agregado (barras blancas), con
ATP i mM (barras negras), con FNa 50 mM (barras
con rayas verticales) o con Pi 20 mM (barras con ra
yas diagonales). La enzima l se ensayó en ausencia­
(i) y en presencia (2-5) de C|2Mn. La enzima Il se
ensayó en ausencia (1-4) y en presencia (5-8) de
Cl Mn. La concentración de C|2Mn utilizada fueiOzmM.
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(estos datos no Se muestran).

Dado que Ia inhibición por nucleótidos y porfluoruro de la
. . . 2+ .enZIma Il es parcnalmente revertida por Nin , es pos¡b|e que estas

sustancias, por su capacidad quelante, estén eliminando de la mols'

cula enzimática algún catión divalente. Sin embargo no se descar­

tan otros posibles mecanismos de inhibición.

Teniendo en cuenta iosresultados obtenidos con Fluoruro y

nucleótidos, y como en los ensayos, de rutina se utilizaba EDTA,

se probó qué efecto tenia omith’este agente quelante en lasreac­

ciones. Losresultados obtenidos fueron exactamente los mismos que

cuando el EDTA.estaba presente (estos datos no se muestran).

La posinidad de que la inhibición por ATPse debiera a u­

na refosforilación del sustrato o a Ia Fosforilación de algún factor,

o de la enzima misma, que determinasen una disminución de su ca­

pacidad defosfoñlante, se descarta, dado que la actividad de qui­

nasa de proteinas en las preparaciones de fosfatasa era nula (estos

datos no se muestran).

¡.6. Tratamiento de las enzimas con agentes desnaturalizantes y con

proteasas.

Como se detalla en los puntos |l|.3.2. y |l|.5. de la Introduc
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ción, el tratamiento de algunas fosfatasas de fosfoproteinas de or

ganismos superiores con agentes desnaturalizantes o con protea ­
f osas, no solo produce camblos en los pesos moleculares de estas en

zimas, sino que también determina variaciones en sus propiedades

cataliticas.

Con el obleto de conocer el efecto de este tipo de trata­

mientos sobre las tosfatasas de M. rouxil, se trataron, en primer

término, los extractos crudos (S ) con etanol, (s-mercaptoetanol100

y trlpsina, de la forma en que se detalla en Materiales y Métodos.

Como puede observarse en la Tabla Xl, todos estos tratamientos

producen: a) una pérdida de dependencia de los iones Mn2+ y

b) un aumento en la actividad de fosfatasa sobre la fosforilasa a,

la cual se inhibe en presencia de Mn2+. También puede observar­

Se que el tratamiento con etanol es el más eficiente y que los o­

tros tratamientos hacen perder parte de la actividad.

De estos datos se puede inferir que después del tratamien­

to del 5100 con agentes desnaturalizantes o con tripsina, la ac ­

tividad predominante en este extracto tiene propiedades similares

alas dela enzima ll (ver Tabla XI).
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TABLA X].

Tratamiento del S con diferentes agentes100

Actividad enzimáticaa (unidades)

Sustrato

Histona-P Fosforilasa ac

Tratamiento b -Mn2+ +Mn2+ -Mn2+ +Mn2+

Ninguno i 3 0,75 0,78

Etanol 3,1 3,3 2,6 'I

Tripsina 2,1 2,3 1,4 1

Q-mercaptoetanol 1,2 1,3 1,1 0,8

a: La actividad enzimática se midió como se describe enla sección
V1.1. de Materiales y Métodos.

:Ei 5100 (9 ug en cada caso) fue tratado con los diferentes agen­
tes segün se describe enla sección Vll de Materiales y Métodos,
y utilizado como fuente de enzima.

: La cantidad de fosforilasa a utilizada en cada ensayo fue 10 ug
(conteniendo 100 pmoies de P 2 unidos en forma covalente a la
proteina.
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Para confirmar esta hipótesis, se procedió a tratar independientí
mente a ambas enzimas con etanol. En la tabla Xll se muestran

los resultados obtenidos. Como puede verse, después del tratamieg

to, prácticamente no se modifican las propiedades de la enzima II.

Por otro lado, la enzima l sufre varias alteraciones: a) la activi­
2+

-dad con histona-P se hace independiente de Mn , b) adquiere a2

tividad de fosfatasa de la fosforilasa a y c) esta actividad se inhi
+ . .2 . SI se observan las propie­be marcadamente en presencia de Mn

dades de la fosfatasa l, luego del tratamiento con etanol, se no ­

taró que se asemeian estrechamente a las dela enzima ll.

Es de notar que resultados similares, aunque con pérdida

de actividad enzimática se obtuvieron con tratamiento con F-mel

captoetanol o con proteólisis controlada (estos datos no se mue.s­

tran).

Dado-que la enzima l, por proteólisis o por tratamiento

con agentes desnaturalizantes, adquiria propiedades similares a

las dela enzima II y teniendo en cuenta que su peso molecular

(64.000) es mayor que el de la fosfatasa ll (40.000), podria estar

ocurriendo una transformación dela enzima l en Ia enzima ll por

proteólisis o disociación de un péptido.
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TABLA XlI

Efecto del tratamiento con etanol en las actividades de las enzimas l yll.

Actividada (unidades)

Fosfatasa de Histona-P Fosfatasa de fosforilasa a

Antes del Des pués del Antes del Después del
tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento

Fosfafm de -Mn2+ +Mn2+ —Mn2++Mn2+ -Mn2+ an2+ —an+ +Mn2+
fosfoprote inas

Enzima l 0,] 3,2 3,1 3,3 (0,1 0,5 2,3 0,9

Enzima ll 3,3 2,9 3,0 2,6 2,4 0,8 2,2 0,7

a : Las enzimas fueron tratadas con etanol en la forma en que se de­
talla enla sección Vll.l. de Materiales y Métodos. Las cantida­
des de enzimas y sustratos utilizados fueron las mismas que enla
Tabla X.

Para conocer melor las propiedades de la enzima l tratada con

etanol, se estudló su comportamiento cromatogrófico, tanto en DEAE­

celulosa corno en Sephacryl 5-300. Como se puede observar enla

Flg.14 A, la condUctividad ala que eluye de DEAE-celulosa, Ia

enzima tratada, es muysimilar a la necesaria para eluir ala en­



Figura 14.- Cromatografia en DEAE-celulosa y filtración en gel
de la enzima i tratada con etanol. A. Una alicuota
de 0,2 ml de la enzima I fue tratada con etanol de
la forma en que se describe enla sección Vii.i. de
Materiales y Métodos. Ala muestra tratada se le a­
gregó 0,5 mi de seroalbümina bovina (50 mg/ml) y
se sembró en una columna de DEAE-celulosa (1,2 x
13 cm) preequillbrada con buffer M. La columna se
lavó con 30 ml del mismo buffer. La proteina se e­
luyó con un gradiente lineal de 0-0,4 M en ClNa

en buffer M (volumen total 150 ml). Se recogieron
fracciones de 1,5 ml y se ensayó actividad de fos­
fatasa de fosfoproteinas.
B. Una alicuota de 0,2 ml de Ia enzima l, procesa
da como se describe en A, se filtró a través de un_a
columna de Sephacryl 51-300 (1,2 x 50 cm) equili­
brada con buffer M-50. Se recogieron alicuotas de
0,5 ml y se en. ayó la actividad fosfatósica.
El resto de la: condiciones s'o'nsimilares a las des­
criptos en las figuras 5 y 7.
Los ensayos se realizaron en presencia (——O--—)yen
ausencia (--O—) de Cl2Mn iO mM.
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zima ll de una columna similar (ver Fíg. 8 B). Por otra parte, enla

Fíg. 14 B se observa una reducción en el tamaño de esta enzima,

luego del tratamiento.

Estos datos apoyarian Ia hipótesis planteada anteriormente.

Il. |NH|BIDORES DE FOSFATASAS DE FOSFOPROTElNAS EN M.

ROUXII.

La pérdida de linealidad en los extractos crudos, en ausen­
. 2+ . , .,cna de Mn (ver Flg 4) asu como la reduccnon en el tamaño de lo

enzima l y la variación de sus propiedades luego del tratamiento

con agentes desnaturalizantes, conduieron a pensar enla posibili­

dad de que existiesen en M. rouxii moduladores de las fosfatasas

de fosfoproteinas.

||.i. Separación de dos inhibidores de fosfatasas de fosfoproteïn‘as.

Los extractos crudos de M. rouxíi, luego de ser calentados,

fueron capaces de inhibir a ambas enzimas del hongo, aunque con

diferente intensidad (estos datos no se muestran). Cuando los ex ­

tractos calentados se cromatografiaron en DEAE-celulosa, se sepa

raron parcialmente dos picos con actividad inhibitoria (ver Fig.15).
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Figura 15.- Cromatografía enIDEAE-celulosa del extracto calen­

tado de M. rouxii. El extracto caientado (39 mg de

proteina)fue cromatografiado en DEAE-celblosa de

la forma que se describe enla sección IV de Materia

ies y Métodos. Se recogieron fracciones de 0,5 ml y

en alfcuotas apropiadas se dosó actividad inhibitoria

sobre la enzima l (—-0—-)y sobre Ia enzima li(—-0-)

La linea punteada indica el perfil de proteinas.
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El pico de actividad del primer inhibidor Se detectó a 23 mMHO

(inhibidor a), mientras que el segundo (inhibidor b) elui'a a 55

mMHO. En la Fig. ¡5 también se observa que el inhibidor b inhi­

be con mayor intensidad a la enzima ll.

Ambos picos obtenidos de la cromatografia en DEAE-celulg

sa, fueron filtrados separadamente através de columnas de Sephg

dex G-75. Los perfiles obtenidos se muestran en la Fig. ló, A y

B. Como puede observarse, ambos inhibidores eluyen como picos

simétricos, con volúmenes de elución muy diferentes (los picos

pequeños que eluyen con el volumen muerto no fueron estudiados).

Estos resultados eliminan la posibilidad de que la inhibición del

inhibidor b sobre la fosfatosa l pudiera deberse a una contamina­

ción con el inhibidor a.

Como se puede ver enla Tabla Xlll, después del paso de

filt-ración por Sephadex G-75, las purificaciones obtenidas fue­

ron de 20 veces para el inhibidor a y de 80 veces para el inhibi_

dor b , mientras que los rendimientos fueron del 5 y 10% respec_

tivamente. Estos datos se calcularon con respecto al extracto cria

do hervido, y suponiendo que ambos inhibidores, en este extrac­

to, se hallaban en igual cantidad (ver Fig. 15).



Figura ¡6.- Filtración de los inhibidores a y b por Sephadex G-75.

El ¡nhlbidor a (4,5 mg) y el ¡nhlbldor b (0,43 mg),

provenientesdel paso de DEAE-celulosa,se thraron

por columnas de Sephadex G-75.(1,l x 65 cm) de la

manera que se detalla en la sección IV de AAateríales

y Métodos. Se recogieron all'cuotas aprop¡adas y se

midió capacidad lnhlblforía sobre la enzima l (—0—)

ysobrela enzima H (—-O-L Tambiénse dosó¡noteF

na 0--°-H-). Vo Indica el volumen muerto delas co­

Iumnas.

A. InthIdor a; B. Inhibidor b.
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TABLAXIH

Puñficacióndelosinhibidoresayb

Pasode

puflficación

Extractocalentadoa

lnhibidora Inhibidorb

Cromatografihen DEAE-cehflosa

Inhibidora Inhibidorb

FHtraciónpor SephadexG-75

lnhibidora Inhibidorb

Proteina

(m9)
39

Actividad
especifica (unidadegaw)(unidades)

Actividad

total

11.000 11.000

3.840 3.750

550

1.100

20 80

Purificación

(veces)

Rendi­ miento

(%) 100 100

-114­

35 34
5

10

guales,se­

:LaactividaddeIosinhibidoresczyb enelextractocalentadofuecalcula­

l

a
dosuponiendoqueendichapreparación,susproporcionessongúnsedesprendedeloFíg.15.
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“.2. Cálculo de los pesos moleculares de los inhibidores a y b.

En la Fig. ió A y B, se puede observar que el comportamien­

to delos inhibidores, cuando se los filtra por Sephadex G-75 es

marcadamente distinto eluyendo amb'os inhibidores en volúmenes

muydiferentes.

Teniendo en cuenta esto, se utilizó una columna de Sepha­

dex G-50 para el cálculo del peso molecular del inhibidor a y una

de Sephadex G-75 para el del b.

Se utilizó el método descripto enla sección Vlll.7. de Mai_’_e

riales y Métodos, graficando el logaritmo del peso molecular de

ias proteinas marcadoras en función del cociente Ve/Vo. Por inter­

polación en las rectas obtenidas en cada caso, fue posible obtener

los pesos moleculares de los inhibidores (Fig. 17, A y B).

El inhibidor a tiene un peso molecular aparente de 5.000 y

el b, de 20.000.

11.3. Naturaleza de los inhibidores a y b.

En la Tabla XlV se puede observar el efecto del tratamiento

proteoiftico sobre los inhibidores de M. rouxii.

La preincubación con tripsina destruye completamente la
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PM(I10-1.)
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1,1 1,3 1,5 1,7 1,9

Ve / Vo
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actividad de ambos inhibidores, de lo que se puede concluir que se

trata de moléculas proteicas.

TABLA XIV

Efecto del tratamiento con tripsina de los inhibidores a y b.

Actividad.inhibítoria°(%)

Antes del tratamiento Después del tratamiento

Fosfatasa Inhibidor a Inhibidor b lnhibidor a lnhibidor b

Enzima I 48 8 0 0

Enzima ll 5'I 52 0 O

:All'cuotas conteniendo 0,239 de inhibidor a o 0,06 Ag de inhibi­
dor b fueron utilizadas, antes y después de ser tratadas con trip­
sina según se describe enla sección Vll.4. de Materiales y'Mét'o
dos, como fuente de inhibidor. Se consideró 100% de inhibición­
ala anulación dela actividad enzimática y 0% de inhibición a
la ausencia de efecto.

l|.4. Efecto de los inhibidores a y b sobre las fosfatasas de M.rouxii

||.4.1.Utilizando histona-P comosustrato.

En la Fig. 18 A y B, se puede observar que el grado de inhi­
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bición de ambas fosfatasas de Mucor depende de la cantidad de inh_i

bidor utilizado en cada ensayo.

En la Fig. 18 A, se observa que las curvas de inhibición de

ambas enzimas, utilizando inhibidor a, son similares. Las cantida­

des de inhibidor necesarias para obtener 50% y 100% de inhibición

fueron 0,18 y 0,50Ag respectivamente.

El inhibidor b, por el contrario, actúa en forma diferente

sobre cada enzima, como se puede ver en la Fig. 18 B. El 50% de

inhibición dela enzima ll se obtuvo con 0,04}.g de inhibidor b;

para lograr igual inhibición dela enzima l fue necesario utilizar

0,-ló}¡g de inhibidor. Además, para llegar a la inhibición total de

la enzima l, se requiere utilizar lO veces más inhibidor b que pa­

ra lograr el mismo efecto sobre la enzima ll.

ll.4-.2. 'Utilizando fosforilasa a como sustrato.

Con el obíeto de conocer el efecto de los inhibidores sobre

la defosforílación de otras proteinas, se utilizó fosforilasa a como

sustrato. Sin embargo, estos experimentos sólo se realizaron con Ia

tostatasa ll, ya que la enzima l no actúa en forma eficiente sobre

este sustrato (ver Tabla X). En la Fig. 19 se puede verla inhibi ­



Figura 18.- inhibición de las fosfal'asas de fosfoprol'el'nas l y ll

en función dela concentración de los inhibidores a

y b utilizando histona-P como sustrato. Las condici_9

nes de ensayo fueron las descripfas en la sección VI.

2. de Materiales y Métodos, salvo que se usaron ca_r_¡

iidades variables de los inhibidores a y b provenieli

tes del paso de Sephadex G-75. El sustrato utilizado

fue histona-P. En cada caso se probó la inhibición

sobre la enzima l (—°—) y sobre la enzima II (—O-—).

A. lnhibidor a; B. lnhibidor b.
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ción dela defosforilación de Ia fosforilasa a por la enzima II uti­

lizando inhibidor a (Fig. 19A) o inhibidor b (Fig. i9B). El 50% de

la inhibición se logra con 0,]8/49. de inhibidor a y con 0,07.}49 de

inhibidor b; mientras que para lograr inhibición total es necesario

agregar al ensayo 0,7119 de inhibidor a 6 0,3}9 de inhibidor b.

Los resultados obtenidos muestran que la defosforilación de

la fosforilasa a también es inhibida por ambos inhibidores, aunque

se requieren mayores cantidades de los mismos para llegar a las

mismas inhibiciones que se lograron con histona-P como sustrato.

||.5. Comparación "de la acción de los inhibidores a y b con la de

los quelantes de metales.

En la sección l.5. de Resultados y Discusiónse muestra el e­

fecto del ATP y el fluoruro sobre las enzimas de Mucor. Estas sus ­

tancias inhiben a la enzima ll y no ala enzima l, y su efecto pue
. . 2+ .s . . .de ser revertido por iones Mn . Tambien se postula Ia pOSlbllldad

de que su acción se deba ala remoción de cationes divalentes de

la molécula enzimática.

El hecho de que ambos inhibidores inhiban a la fosfatasal

(aunque en diferente grado), pese a que los ensayos de esta enzima
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se realizan con Cl2Mn lO mM indicari'a que los inhibidores actúan

por un mecanismo distinto al postulado para el ATP y el fluoruro.
2+ .a los ensayos de la enznma Il no re ­El agregado de Mn

vierte la acción de ninguno de los inhibidores (estos datos no se

muestran). Esto confirmarfa la suposición de que los inhibidores

no actúan como quelantes de metales.

ll.ó. Efecto del "enveíecimiento" sobre el inhibidor b.

Cuando se conserva el inhibidor b a —20°Cdurante varias si

manas, se observa un incremento en su capacidad de inhibir ala en

zima l (ver Tabla XV). Para estudiar el motivo de este cambio, se

filtró el inhibidor b "enveiecido" através de una columna de Se­

phadex G-75 (ver Fig. 20). Como se puede observar, aparece un

nuevo pico de actividad inhibitoria en una posición similar a la

del inhibidor a, y con propiedades similares a éste. De esta mane­

ra, el inhibidor b se habria convertido en una forma de menor pe­

so molecular con caracteristicas similares a las del inhibidor a.

Por otra parte, un tratamiento similar sobre el inhibidor a

no produio ningún efecto (estos datos no se muestran).
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inhibitoria

Actividad

Número de fracción

Figura 20.- Filtración del inhibidor b "envelecido" por Sephadex
G-75. Una alfcuota de 0,5 mI de inhibidor, conte ­
niendo 15’49 de proteina, se guardó a -20°C durante
cuatro semanas. Luego-se la. fíltró por una columna
de Sephadex G-75(1,1x 65 cm) equilibrada con bu­
ffer M-50. El procedimiento utilizado es el descripto
en la sección Vlll.2. de Materiales y Métodos. En las
fracciones recogidas se dosó capacidad inhibitoria so
bre la enzima l (—-o—) y sobre la enzima ll (—-o——-)'._
Vo indica el volumen muerto.
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TABLA XV.

'Activídad del inhibidor b "envelecido'.

Actividad inhibitoriacl (%)

Enzima l Enzima il

inhibidor b “fresco"b 12 45

inhibidor b ‘envelecido"° 37 47

a: La actividad del inhibidor b se midió como se describe enla sec­
ción Vl.2. de Materiales y Métodos, utilizando 0,06 ug del inhi­
bidor b, proveniente dei paso de Sephadex G-75.

: Se utilizó una muestra de inhibidor inmediatamente después de
ser filtrado por Sephadex G-75.

C: Se utilizó una muestra guardada a -20°C durante 4 semanas.

lll. ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE LAS FO'SFATASAS DE M.

ROUXil Y SUS iNHlBlDORES.

En ia sección |il.6. de la introducción, se describen las ca­

racteristicas de las fosfatasas estudiadas en eucariontes inferiores.

Un denominador común de todas elias es que son de balo peso mole­

cular. Si bien ei trabaio de Mc Clure y Korn (i983) en Acanthamoe­
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ba castellanii y el de Palen et al. (1983) en Saccharomyces cerevi­

siae incluian en la extracción de las fosfatasas tratamientos con a­

gentes desnaturalizantes, Hemmings(1980) en Candida utilis y

Windenger-Drissen y Becker (i983) en levadura comercial, no utili­

zaban este tipo de procedimientos. Las enzimas descriptas en el pre­

sente trabaio son también de baio peso molecular. El coniunto de es

tos datos conduce a suponer que en eucariontes inferiores no existi­

rion "holoenzimas", es decir, enzimas de alto pesohmolecular que

por disociación originan "subunidades" más pequeñas. En Mucor no

se hallaron estas formas, ni siquiera cuando se buscaron en extrac­

tos crudos y utilizando en los buffers inhibidores de proteasas.

Con respecto a los cationes dívalentes, también es interesan

te notar que las fosfatasas de todos los eucariontes inferiores estu­

diados requieren o se activan por cationes div'alentes. El resto de

las enzimas relacionadas con el metabolismo del AMPci-clico (ade­

nilato ciclasa, fosfodiesterasa y quinaso de proteinas) tanto en_A_/l_.

rouxii como en otros eucariontes inferiores, dependen completame_n

te para su actividad de cationes divalentes (Poll, i981). En_M_.

rouxii, la adenilato ciclasa, lo quinaso de proteinas dependiente

de AMPcy la fosfodiesterasa de AMPc tienen un requerimiento ab­
+ 2+ . .soluto de cationes divalentes (Mn2 o Mg ). La adenilato olclasa
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. 2+ . ,actúa Únicamente con Mn , Ia fosfodlesterasa actua con ambos ca­
. . , . . 2+ . .tlones, srendo mas efrcnente el Mn , mlentras que Ia qurnasa pre ­

+
fiere el M92+ al Mn2 . La existencia de una fosfatasa de fosfopro ­

tel'nas, la enzima l, dependiente de cationes divalentes (Mn2+=M92+)

vendria a confirmar la importancia de estos iones enla regulación

de las enzimas relacionadas directa o indirectamente con el metabg

lismo del nucleótido ciclico y sus efectos fisiológicos. Por otra pal

te, la fosfatasa ll seri'a'la única enzima relacionada con los efec e

tos del AMPCque escaparia a esta regulación.

Es muy dificil relacionar las fosfatasas de eucariontes infe ­

riores con las de organismos superiores. Ya se explicó enla sección

lll.4. de la Introducción que es dificil, incluso, relacionar entre

si las enzimas de mamïferos descriptas por diferentes grupos de in ­

vestigación. De esta manera, sólo se pueden comparar sus propieda­

des y relacionar estas enzimas por. sus especificidades de sustratos,

sus requerimientos o sus parámetros hídrodinómicos. Teniendo en cue_n

ta esto, no es posible todavia hacer una comparación entre las enz_i

mas de M. rouxii y las de eucariontes superiores. Tampoco es posi ­

ble hacer comparaciones serias con las enzimas de otros eucariontes

inferiores, ya que todos los trabaios representan caracterizaciones

parciales de las enzimas y los enfoques son diferentes (sustratos u­
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tHizados, métodos de purificación, etc.L

En nuestro laboratorio se describió Ia regulación de la fos_

fodiesterasa de AMPc de M.rouxii por fosforilación y defosforila ­

ción (Galvagno et a|., i979; Moreno et al., i982). Sin embargo

hasta el momento, no fue posible establecer si las fosfatasas aqui

descriptas defosforilan y desactivan a la fosfodiesterasa o si exis ­

te (n) otra (s) enzima(s) que realiza (n) este proceso.

Los inhibidores de fosfatasas de fosfoprotel'nas aqui' descrip_

tos son los primeros hallados en eucariontes inferiores. Si bien su

función "in vivo" es aün completamente desconocida, podrian deserl

peñar un papel muy importante en la regulación de estas enzimas.

En teiidos de mamiferos se describieron dos inhibidores de

fosfatasas(ver sección Hl.3.3. de la hflToducción). Aunque es difi­

cil establecer una relación entre estos inhibidores y los descriptos

en este trabaío, es importante resaltar que eI- inhibidor b de Mucor

tiene ciertas similitudes con el inhibidor 2 de eucariontes superio­

res: ambos son espontáneamente activos y tienen un peso molecular

cercano a 20.000.
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lV. CONCLUSIONES.

1.

5.

En Mucor rouxii existen, al menos, dos fosfatasas de fosfoprotel'

nos (enzimas l y ll).

Estas enzimas son de balo peso molecular y, en extractos crudos,

no se hallan formas de alto peso molecular, incluso trabalando

con inhibidores de proteasas.

La enzima l tiene las siguientes propiedades:

a) Es totalmente dependiente de cationes divalentes (Mn2+,M92+),

b) Sólo defosforlla en forma eficiente histona-P.

c) No se inhibe .por ATP o fluoruro.

d) Su peso molecular aparente es de 64.000.

e) Eluye de DEAE-celulosa a una conduétividad de 30 mMHO.

La enzima ll tiene las siguientes propiedades:

a) Es independiente de cationes divalentes e, .incluso, su activi­

dad se puede inhibir por el agregado de los mismos.

b) Defosforila en forma eficiente histona-P y fosforilasa a.

c) Se inhibe por ATP y fluoruro, y esta inhibición es revertida

por el agregado de Mn2+.

d) Su pesa molecular aparente es de 40.000.

e) Eluye de DEAE-celulosa a una conductividad de 40 mMHO.

El tratamiento de la enzima l con etanol la convierte en una for
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ma con parámetros fi'sicoqul'micos y propiedades cataliticas muy

similares alos dela enzima ll.

Existen en M. rouxii dos inhibidores termoestables de las fosfa­

tasas de fosfoproteinas (inhibidores a y b).

Las propiedades del inhibidor alson las siguientes:

a) lnhibe en forma similar a ambas enzimas del hongo.

b) Su peso molecular aparente es de 5.000.

c) Eluye de una columna de DEAE-celulosa a una conductividad

de23mMHO.

Las propiedades del inhibidor b son las siguientes:

a) Si bien inhibe a ambas enzimas, actüa en forma más eficien­

te sobre la enzima ll.

b) Su peso molecular aparente es de 20.000.

c) Eluye de DEAE-celulosa a una conductividad de 55 mMHO.

El inhibidor b, después de ser_guardado a -20°C durante varias

semanas, se convierte parcialmente en una forma con propieda­

des similares a las del inhibidor a.

w

L
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