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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

AcO acetato

AMP 5' adenosina monofosfato

AMP é

AAAPccTclico 3'-5' adenosina monofosfato ciclico

ATP 5' adenosina trifosfato

Bt, AMPc dibutril AMPc

cpm cuentas por minuto

DEAE dietilaminoetil

EDTA etilendiamintetracetato

GMP 3'-5!' guanosina monofosfato cfclico

h hora

Km Constante de Michaelis de la enzima para el
sustrato

/hmol micromol

ya microlitro

min minutos

pmol picomol

P ortofosfato unido a proteina

Pi ortofosfato libre

PP; pirofosfato libre

PM peso molecular

rpm revoluciones por minuto
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INTRODUCCION



I. FOSFORILACION Y DEFOSFORILACION DE PROTEINAS.

1.1. Generalidades

La modificacién covalente de enzimas y proteinas regu -
latorias a través del ciclo fosforilacidon~-defosforilacién de resi -
duos de serina, treonina o tirosina es un mecanismo muy impor -
tante en la regulacidén de numerosos procesos bioldgicos (Weller,
1979; Cohen, 1978; Cohen et al, 1981).

En la década del 30, Lipmann y Levene (1932, 1933) de-
mostraron la existencia de fosfato unido en forma covalente a
proteinas de la clara del huevo y de la leche. Sin embargo, de-
bieron pasar 20 afios para que Krebs y Fischer (1956; Krebs et
al., 1959) primero y luego Friedman y Larsen (1963), trabajando
con las enzimas del ciclo del glucdgeno, establecieron la rela -
cién entre el proceso de fosforilacién~-defosforilacién y la regu-
lacién enzimética.

Las enzimas que fosforilan proteinas, transfiriendo el
fosfato terminal de un nucleodsido trifosfato a un residuo de a -
minodcido, se denominan quinasas de proteinas (EC 2.7.1.37).

La remocidén del fosfato se debe a las fosfatasas de fosfoprotei-

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



cveda esquematizada en la figura 1.

NTP NDP

Quinasa de

- e
-
-

-~ Proteina

Proteina Protei r;a - Fosfato

Fosfatasa de

_ Fosfoproteina
Pi

Figura 1: Fosforilacién y defosforilacién de proteinas.

NTP: nucledsido trifosfato; NDP: nucledsido difosfato.

El fosfato, unido en forma covalente a la proteina, pue-

de modificar las propiedades originales de ésta y, asi, afectar el
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proceso metabdlico en el que la proteina toma parte.

Quizds, uno de los aspectos mas importantes en este siste
ma sea el hecho de que una misma quinasa o fosfatasa pueda ac -
tuar sobre numerosos sustratos proteicos. Esta particularidad de -
termina que un amplio espectro de procesos pueda ser controlado
por un nimero discreto de enzimas.

Aunque la fosforilacidon-defosforilacidon se presenta, apa-
rentemente, como un mecanismo sen‘cillo de regulacidn metabdli-
ca, hay que tener en cuenta que numerosas proteinas se fosforilan
en mds de un sitio (Hayakawa et al., 1973; Cohen, 1973; Embi et
al., 1980; Cohen, 1982). La fosforilacidn en diferentes sitios pue
de tener efectos distintos y, ademds, puede ser catalizada por mds
de una quinasa (Embi et al., 1980; Cohen, 1982), asi como dife -
rentes fosfatasas pueden llevar a cabo la defosforilacidn (Antoniw

y Cohen, 1976 ; Ganapathi et al., 1981; Cohen, 1982),

1.2. Fosforilacién y AMP _

A fines de la década del 50, el grupo de Sutherland (Rall
et al., 1957) descubrid que una molécula pequeia era la responsa-
ble del efecto activante de ciertas hormonas sobre la fosforilasa

del glucdgeno. Este metabolito resultd ser el AMPC. El mismo au-



tor le ad]Judicd al nucledtido ciclico el papel de segundo mensa-
Jero (Robinson et al., 1971), siendo el primer mensajero las hor-
monas, Estas llevan la informacién desde el érgano que las produ_
ce o las acumula al érgano "blanco". En las células del érgano
receptor del mensaje, el que lo trasmite es el AMP _.

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
unidn, se activa la adenilato ciclasa, enzima cuya subunidad ca-
talitlica se encuentra en la zona interna de la membrana. Al au-
mentar los niveles intracelulares de AMP_, se activan las quina-
sas de proteinas dependientes de este nucledtido y fosforilan cier
tas proteinas, hecho que desencadena determinados efectos fisio-
l6gicos. El ciclo comienza a revertirse cuando la fosfodiesterasa
de AMP_ 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 AMP_ estd mediado por fosforilacién

proteica:

1- El tipo de célula involucrado en el efecto del AMP_ contiene



S’ AMPc
PDE
AC PPi ATP Proteina Pi
AMP > Q.deP F de F
r ADP Proteina P
| [N ~—ATP
R
W_l




-7

una quinasa de proteinas dependiente de AMP
C

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

el proceso.

3- La fosforilacién del sustrato altera su funcidn in vitro.

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

tido ciclico.

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

Si bien son numerosos los procesos que responden a estas pau
tas, los tres mds ampliamente estudiados son los siguientes:

1 - La aceleracién de la glucogenolisis, proceso en el cual, una
serie de fosforilaciones en cadena llevan a la activacidén de
la fosforilasa del glucdédgeno (Krebs y Fischer, 1956; Krebs et
al., 1959).

2 - La inhibicién de la sintesis del glucégeno por inactivacion de
la sintetasa del glucégeno (Friedman y Larner, 1963; Schlender
et al.,. 1969; Soderling et al., 1970).

3 - Aumento de la lipdlisis en tejido adiposo por activacidén de la
lipasa (Huttunen et al., 1970).

Finalmente, es importante tener en cuenta que el mecanis-
mo descripto actia también como amplificador del mensaje, ya que

-]0_ -8

10 "M lleva la concen-

la hormona, en concentraciones de 10

8

M a 10-5M y éste causa efectos sobre

« s P -4 "3
metabolitos cuya concentracidn estd en el orden de 10 -10 "M,

tracidn del AMPC de 10°



Il. QUINASAS DE PROTEINAS

I1.1. Clasificacidn.

Krebs y Beavo (1979) hicieron una clasificacién de las
quinasas de proteinas, tomando como criterio el efector del cual
depende la actividad de la enzima.

En la Tabla | se detalla esta clasificaciédn con algunos a

gregados,

TABLA |

Clasificacidon de las quinasas de proteinas

Efector

AMP _ Tipo I y Il.

Cc12+ Quinasa de la fosforilasa
Quinasa de la cadena li-
viana de la miosina.

G MP )

c

Hemina ]

ARN de doble cadena 1

Poliaminas 1

FEC (factor epidérmico de crecimiento) 1
ca?* y fosfolipidos 1

Sin modulador conocido Varios ejemplos.
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I11.2. Quinasas de proteinas dependientes de AMP

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 activacidn fue dilucidado casi simultdneamente
por el grupo de Lipmann (Tao et al., 1970) y por Gill y Garren
(1971). TrabaJando con quinasa de proteinas de reticulocitos de
conejo, descubrieron que la enzima estaba formada por dos tipos
de subunidades diferentes: una responsable de la actividad cata-
ITtica (C), encargada de transferir el fosfato del ATP a la protei
na y otra con propiedades regulatorias (R), que en ausencia de
AMP. se halla unida a C, inhibiéndola. Ambas subunidades for -
man uvna holoenzima inactiva de estructura tetramérica R,Cy
(Beavo et al., 1975), Cuando la enzima se disocia, se iibercn
dos subunidades cataliticas y un dimero de la subunidad regulato
ria (Ry). ésto ocurre en presencia de AMP _, ya que la subunidad
regulatoria se une al nucledtido ciclico y pierde afinidad por la
subunidad catalitica.

La estequiometria de la reaccidon fue dilucidada por
Corbin et al. (1980) y se puede esquemetizar de la siguiente ma-

nera:

RpCy + 4 AMP_ =— R,. AMP_ + 2 C
(inactiva) . (activa)



-10-

Los estudios cinéticos llevados a cabo por varios autores
(Armstrong y Kaiser, 1978; Yicel y Ozer, 1981) favorecen la hi
pétesis de la formacidon de un comple|o ternario como paso inter-

medio de la disociacidn:

—_—
R2C2 + X AMPC T—_‘ R2C2. AMch

En esta reaccidn no se conocen ain cudntos moles de
AMPC se unen por mol de holoenzima,

En nuestro laboratorio, trabajando con quinasa de Mucor
rouxil, se ha logrado aislar este complejo ternario (Pastori et al.,
1981).

Las quinasas de proteinas obtenidas de diferentes tejidos
tienen propiedades similares. Se puede lograr fosforilacién utili-
zando sustratos y enzimas obtenidos de diferentes fuentes e, in -
cluso, es posible reconstituir holoenzimas heterdlogas utilizando
subunidades regulatorias y catalfiticas de distinto origen (Huttunen
et al., 1970; Corbin et al,, 1970; Yamamura et al., 1972),

Se pueden diferenciar dos tipos de quinasas de proteinas
dependientes de AMP_.. Se las denomina | y 1] segin el orden en
que eluyen de una columna de DEAE-celulosa.

Las principales diferencias entre las dos enzimas son las
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siguientes:

1- Las de tipo |l requieren AMP_ para disociarse, mientras que
las del tipo | lo pueden hacer no sélo por nucledtido ciclico
sino también en presencia de histona o de alta concentraciodn
salina (Corbin et al., 1975),

2- Las subunidades de las quinasas de tipo Il se reasocian inme-
diatamente cuando se elimina el AMP_ del medio, salvo que
la concentracién salina sea muy alta (Cl Na 0,5M). Por el con
trario, las quinasas del tipo | pueden mantenerse disociadas
en ausencia de AMPC y CI Na (Fleischer et al., 1976).

3- En las quinasas del tipo Il puede haber avtofosforilacidn de la
subunidad regulatoria (Erlichman et al., 1974).

Las svbunidades regulatorias de estas " enzimas son distin-
tas y a esto se puede atribuir las diferencias observadas en el
"comportamiento de las holoenzimas-| y Il, ya que sus subunidades
cataliticas son muy similares, sino idénticas (Takai et al., 1974).

Las quinasas de proteinas dependientes de AMP _ actdan
sobre un gran nimero de sustratos. En la Tabla Il se compilan al-
gunas de las proteinas que pueden ser fosforiladas por estas enzi-

mas,
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TABLA 1]

Algunos sustratos de las quinasas de proteinas dependientes de AMP,

Sustrato

Quinasa de la fosforilasa (Subunidades ALy F )
Sintetasa del glucdgeno (sitios la, 1b y 2)
Inhibidor 1 de las fosfatasas de fosfoproteinas
Piruvato quinasa

Acetil CoA carboxilasa

Histonas (H2B, H1)

Lipasa sensible a hormonas

Troponina |

Fosfodiesterasa de AMP _

Colesterol esterasa

Walsh y Ashby (1973) descubrieron un inhibidor termoesta
ble de quinasas de proteinas dependientes de AMP , cuyo efecto
c
inhibitorio se debe a que se une especificamente a la subunidad

catalitica libre.
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Il1. 3. Otras quinasas de proteinas,

La quinasa de la fosforilasa, (enzima que fosforila la
fosforilasa del glucdgeno, activdndola) es un complejo formado
por cuatro subunidades diferentes: o, F , ¥ yJ ., organizadas
de manera (« @) 86 )4 (Cohen, 1973; Hayakawa et al., 1973).
La subunidad & es la que lleva la actividad catalftica (Skuster
et al. 1980); la subunidad ? se fosforila (ver Tabla Il) y acti-
va a la enzima (Cohen, 1973; Hayakawa et al,, 1973); la subu -
nidad 64 también se fosforila, pero se desconoce el efecto que
este proceso produce (Cohen, 1973; Ganapathi et al., 1981). La
subunidad é es capaz de unir Co2+ y su estructura es idéntica
a la de la calmodulina (Grand et al., 1980). EI Cc:2‘t aumenta
la actividad de la quinasa de la fosforilasa.

La enzima que fosforila la cadena liviana de la miosina

2+

también se activa por Ca“ , por un mecanismo que requiere la
presencia de calmodulina (Nair y Perry, 1978).

Kuo y Greengard (1970) encontraron, en artrépodos, u-
na actividad de quinasa de proteinas dependiente de GMP.
Posteriormente se encontrd esta misma actividad en te]idos de
mamiferos (Nakazawa y Sano, 1975; Hofmann y Sold, 1979).

Estas quinasas pueden fosforilar una amplia gama de sustratos

proteicos.
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En lisados de reticulocitos de conejo existe una quina
sa que fosforila el factor de iniciacion 2 de la sintesis de pro
teinas (lF2). Esta fosforilacidn inhibe la sintesis de proteinas.
La hemina inhibe a esta enzima y, como consecuencia, activa
la sintesis de proteinas (Trachsel, 1977; Levin et al,, 1978).

Farrell et al. (1977) descubrieron que la inhibicidn
que ejercia el ARN de doble cadena sobre la sintesis de pro -
teinas, se debia a la activacion, por este dcido nucleico, de
vna quinasa capaz de fosforilar la subunidad A del IF 5.

El factor epidérmico de crecimiento (FEC) es una hor-
mona peptidica que, al unirse a receptores especiflcos en la
célula "blanco", desencadena una serie de procesos celulares,
Una respuesta inmediata que -generu el FEC es una fosforilacién
rdpida de proteinas asociadas a la membrana, Una caracteristi-
ca peculiar de la quinasa estimulada por FEC es que fosforila
las proteinas en residuos de tirosina (Haigler et al., 1978).

Atmar et al. (1981) encontraron una quinasa de protei-
nas nucleares no histénicas, 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 tejidos y fosforila sustratos como la
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proteina basica de la mielina y las subunidades | 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 glucdgeno en los sitios 3a, b y
¢ (Embi et al., 1980) y en el sitio 5 (Cohen et al., 1982),

Dentro del grupo de quinasas cuyos moduladores se desco
nocen (o no los tienen), podemos ubicar a las quinasas de tirosi-
na (distintas a la 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, 1980) y el
del sarcoma felino, VSF (Reynolds et al,, 1980) producen trans-
formaciones mcll.ignas en las células que infectan. Las transforma
clones estdn relacionadas con el producto de un gen en particu-
lar (oncogen) que, en el caso del VSA, se llama src y su produc
to (pp60°T¢) es una quinasa de tirosina (Beemon y Hunter, 1978).
Posteriormente se descubrido que las células normales tienen un

OSGI’C

gen, el sarc, cuya proteina, llamada ppé , es andloga ala

pp60°T€, teniendo también una actividad fosforilante de tirosina
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(Purchio et al., 1978; Beemon y Hunter, 1978; Collet et al.,

1978).

111. FOSFATASAS DE FOSFOPROTEINAS.

I111.1. 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 la misma década, Harris (1946) encontré, en huevos de
sapo, una actividad que hidrolizaba grupos fosfato unidos a pro -
teina y la I[lamd fosfatasa de fosfoproteinas,

Sutherland y Wosilait (1955) encontraron que la enzima
PR era una fosfatasa. Friedman y Larner (1963) demostraron que la
enzima que activaba la sintetasa del glucégeno también era una
fosfatasa. Krebs y colaboradores descubrieron una fosfatasa de la
quinasa de la fosforilasa (Riley et al., 1968).

Todos estos estudios condujeron a suponer que cada uno de
estos sustratos tenia una fosfatasa especifica. Sin embargo, cuan-

do se descubrid la amplia especificidad de sustratos de la quinasa
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de proteinas dependiente de AMP_, se supuso que Ia(s)fosfufcs&@)
de fosfoproteinas podrian comportarse de un modo similar.

Actualmente, esta especulacidn ha sido ampliamente con-
firmada por numerosos estudios, en los que se comprobd que enzi-
mas aisladas de diferentes fuentes, actuaban sobre numerosos sus -
tratos (Li, 1982; Ingebritsen y Cohen, 1983).

Sin embargo, hasta el presente, se hace muy dificil una
clasificacién sistemdtica de las fosfatasas de fosfoproteinas e,
incluso, es dificultosa la comparacion entre las enzimas descrip-
tas por diferentes autores.

Los métodos de extraccidn, sustratos utilizados y crite -
rios de clasificacion adoptados en los distintos laboratorios, con
ducen a esta confusidn.

Sin embargo, poco a poco, se han ido estableciendo simi
litudes entre las enzimas descriptas por distintos grupos de inves
tigacién y hay intentos de clasificacién que podrian abarcar to -

das las enzimas estudiadas,

111.2, Fosfatasas de fosfoproteinas en tejidos de eucariontes supe-

riores,
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l. 2.1, Higado

Luego de los primeros estudios en los que se pudo estable-
cer la existencia de actividad fosfatdsica de fosfoproteinas (ver
seccidn lll.1. de esta Introduccidén), se realizaron traba]os condu
centes a aislar y caracterizar estas enzimas en los diferentes tei
dos.

Meisler y Langan (1969) describieron la existencia, en hi-
gado de rata, de una actividad capaz de defosforilar histona y
protamina fosforiladas. Esta actividad se desdoblaba en dos picos
por cromatografia en DEAE~-celulosa.

Lee y sus colaboradores realizaron exhaustivos estudios so
bre las fosfatasas de la fosforilasa a en higado de conejo. Logra -
ron purificar a homogeneidad una enzima de PM=35.000 con un pro
cedimiento 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., 1975a). Esta enzima
era independiente de cationes y se inhibia en presencia de AMP,
Posteriormente se establecid la amplia especificidad de sustratos

que presentaba (Killilea et al., 1976). Estos mismos autores obser
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varon que esta entidad de bajo peso molecular a la que Ilamaron
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 extraccién, detectaron la presencia

de una enzima de PM= 260.000 a la que llamaron holoenzima (H).
Posteriormente, tanto en el laboratorio de Lee (Ganapathi et al.,
1981) como en el de Cohen (Ingebritsen et al,, 1980) se demos -

tré que la fosfatasa C era, en realidad, una mezcla de dos enzi-
mas diferentes,

Kobayashi et al. (1975), traba]ando con extractos solu -
bles de hfgado de conejo, separaron por cromatografia en DEAE-
celulosa, tres actividades fosfatdsicas (I, Il y Ill). Todas actua-
ban sobre la fosforilasa a y sobre fosfohistona, pero con distinta
especificidad, Mientras que las enzimas | y |l agfuabcn en forma
similar sobre ambos sustratos, la enzima |l] 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 conejo, lograron purificar a homogeneidad dos enzimas (|

y 11) que se separaban en una columna de afinidad de histona -
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Sepharosa. El peso molecular de las enzimas | y |l resultd ser
30.500 y 34.000 respectivamente. Ambas defosforilaban la fosfori-
lasa a, la sintetasa del glucdgeno, fosfocaseina y fosfohistona,

Mackenzie et al. (1980), trabajando con la porcidn solu -

ble de higado de rata, separaron tres enzimas (I, 1l y 1ll). 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 I, formado por las enzimas I, Il a y Il
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 sélo por la enzima |lb, preferia la sintetasa
del glucdgeno como sustrato, su peso molecular era 50.000, no se
activaba por tratamiento con etanol y era dependiente de catidn
divalente.

Tsulki y sus colaboradores (Tamura y Tsuikl., 1980; Tamura
et al., 1980; Hiraga et al., 1981), trabajando con extractos de
hTgado de rata, aislaron tres enzimas, 1A, IB'y Il. La enzima |A
(PM=69.000), actuaba sobre la sintetasa del glucégeno y sobre fos
fohistona; la enzima IB (PM=260.000), defosforilaba fosfohistonay

fosforilasa a, mientras que la enzima |l (PM=160.000) también ac-



tuaba sobre estos dos sustratos, pero con preferencia hacia la fos-
forilasa a.

Goris et al., (1977) aislaron, a partir de higado de perro,
una fosfatasa de la fosforilasa o asociada al glucégeno, que se po
dia diferenciar de la hallada en el citosol.

En otros laboratorios se describieron fosfatasas de fosfo -
proteinas de higado, utilizando diferentes sustratos (Pinna et al.,

1976; Titanji et al., 1980; Doperé et al., 1980; Jett et al., 1981).,

111.2.2. Misculo esquelético.

Kobayashi y Kato (1977) separaron tres enzimas de la frac-
cidén soluble de musculo de conejo. Las propiedades de estas enzi -
mas eran similares o las de las enzimas correspondientes aisladas
de higado por estos mismos autores (ver seccién I11.2,1. de estaln
troduccion).

En el laboratorio de Fischer (Gratecos et al., 1977), a
partir de miUsculo esquelético de conejo, se purificd una fosfatasa
de la fosforilasa a, que estaba unida al glucégeno. Esta purifica -
cion incluia una cromatografia de afinidad en polilisina-Sepharo-

sa y, para eluir la enzima de la columna, se utilizd urea 6M. El
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peso molecular de la enzima era, aproximadamente, 33,000, Esta
fosfatasa actuaba también sobre troponina I, pero no sobre la sin-
tetasa del glucdgeno, la quinasa de la fosforilasa o sobre fosfoés-
teres.

Antoniw y Cohen (1976), partiendo de misculo de conejo,
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 coluir_z
na de filtracion molecular: la fosfatasa | (PM=300.000), era prin-
cipalmente una fosfatasa de fosfohistona; la enzima Il (PM=170.,000)
defosforilaba la subunidad &A de la quinc-zsa de la fosforilasa y
también fosfohistona, pero su actividad sobre otros sustratos no e-
ra apreciable en este tejido; y la enzima 11 (PM=75,000 6 46.000)
era la principal fosfatasa de la fosforilasa a, de la sintetasa del
glucégeno y de la subunidad P de la quinasa de la. fosforilasa,
Posteriormente clasificaron estas enzimas en dos grupos (ver sec -
cién I1l.4. de esta Introduccién).

Lee y sus colaboradores encontraron en miésculo esqueléti-

co de conejo, dos enzimas similares a las que habian descripto en
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higado (ver seccidén I11.2.1, de esta Introduccién). Ambas eran de

bajo peso molecular ( 32.000 y 33.500 ). Una de ellas defosforilaba
especificamente la subunidad P y la otra, la subunidad A de la
quinasa de la fosforilasa (Lee et al., 1980; Ganapathi et al.,1981;

Silberman et al., 1984).

111.2.3. Corazédn.

En el laboratorio de H.C.Li se realizaron extensivos estudios
sobre las fosfatasas de fosfoproteinas de corazén canino (Li, 1975;
Hsiao et al., 1977; Li y Hsiao, 1977; Li et al., 1978; Binstock y Li,
1979). Se describieron cinco entidades: .A, B, C, U, v Uy, 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 vy fosfohi.;.tona, y no requerian cationes divalentes, aun

2+

que el Mn las activaba débilmente. Estas enzimas también actua-
. . 2+

ban como fosfatasas alcalinas en presencia de Mg® . Por el contra-

rio, U] y U2 eran dependientes de cationes divalentes, y estos au-

tores encontraron que U2 era la principal responsable de la defosfo

rilacion de la sintetasa del glucdgeno en misculo cardiaco.

Chou, Alfano y Rosen (1977), a partir de corazén bovino y
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siguiendo un procedimiento similar al utilizado por Brandt et al.
(1975a) en higado, lograron llevar a homogeneidad una enzima de
PM=30.000, capaz de defosforilar la quinasa de proteinas depen -
diente de AMP _. Esta enzima actuaba también sobre otros sustratos.
La defosforilacién de la quinasa requerfia AMP _, no asi la de otras
proteinas fosforiladas.

Killilea et al. (1978) por un lado y Khandelwal (1979) por
el otro, utilizando tratamientos que incluian precipitacién con e-
tanol, lograron purificar enzimas con propiedades similares a las
de las enzimas de bajo peso molecular estudiadas en otros tejidos.

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),

111.2.4. MUsculo liso.

Pato y Adelstein (1980; 1983a; 1983b), a partir de buche de
pavo, purificaron dos fosfatasas (I y Il) capaces de defosforilar la
cadena liviana de la miosina. La enzima | era independiente de ca-
tiones divalentes y actuaba también sobre la quinasa de la miosinag,

aunque con menor eficiencia que sobre la miosina misma. La enzima
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[ 4 + . . P 3
Il requeria Mg2 para su actividad y, prédcticamente, no actuaba so-

bre la quinasa de la miosina.

111.2.5. Reticulocitos.

Mumby y Traugh (1980), trabajando con reticulocitos de co-
nelo, lograron separar, por cromatografia en DEAE-celulosa y filtra
cidén molecular, varias fosfatasas de fosfoproteinas, Las clasificaron
en varios grupos segdn su peso molecular: el grupo B (PM=270.000)
defosforilaba la proteina ribosomal S6 (fosforilada por la quinasa de
proteinas dependiente de AMPC), el factor de iniciaciéon 3 de lasin-
tesis de proteinas (fosforilado por la quinasa || de caseina) y el fac-
tor de iniciacidn 2 (fosforilado por diferentes quinasas), La forma C
(PM=140.000) defosforilaba todos estos sustratos, salvo el factor de
iniciaciédn 2. Las formas A (PM?> 500.000) y D (PM=180.000) se ha -
Ilaban en cantidades escasas,

Grankowsky et al. (1980a) caracterizaron, en reticulocitos
de cone]o, una enzima capaz de defosforilar el factor de iniciacién
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*t,
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Crouch y Safer (1980) purificaron hasta homogeneidad aparen
te, también a partir de reticulocitos de conefo, una enzima de
PM=98.000 capaz de defosforilar el factor de iniciacién 2, tanto en

la subunidad & como en la 9 .

111.2.6. Fosfatasas de fosfoproteinas 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) describlieron fosfatasas en te]ido adiposo
pardo de rata., Krakower y Kim (¥981) purificaron una fosfatasa de la
acetil CoA carboxilasa a partir del panfculo adiposo del epidfdimo
de rata. También se encontraron fosfatasas de fosfoprotelnas en dife
rentes células sanguineas (Klener y Westhead, 1980; Clari y Moret,
1981), asi como en otros tejidos de mamiferos (Hardie y Cohen, 1979;
Reyl y Lewin, 1981; Mellgren y Schlender, 1982),

Albin y Newburgh (1975) hallaron actividad fosfatdsica en el

sistema nervioso central del insecto Manduca sexta.

En vegetales se describieron estas enzimas en hipocétilos de

soja (Paul et al,, 1980) y en cloroplastos de Pisum sativum (Bennett,

1980).
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111.2.7. Fosfatasa de fosfoproteinas dependiente de ATP-Mg.

En el laboratorio de Merlevede (Defreyn et al., 1977; Goris
et al., 1977; Yang et al., 1980; Vandenheede et al., 1980), a par-
tir de diferentes tejidos, se aislé, puriflcd y caracterizd una fosfa-
tasa de fosfoproteinas dependiente de ATP-Mg.

Los estudios de Merlevede y colaboradores demostraron que
la defosforilacidn del sustrato la lleva a cabo un factor catalitico
(FC , PM=70.000) que, ademas de ATP y M92+ requiere, para ser ac
tivado, la presencia de otro factor (FA, PM=50.000). En estudios

posteriores se precisd que F, es una quinasa de la sintetasa del glu

A
cbgeno y que puede ser reemplazada por C (la subunidad catalltica

de la quinasa de protelnas dependiente de AMPC) en la activacion

Pese a que esto conducirfa a pensar que estaria Implicada u-

de FC.
na fosforilacidn en el mecanismo de activacidon, no se observd incor
poracibén significativa de fosfato a ninguno de los factores (Yang et
al., 1980).

Recientemente se descubrié que una fosfatasa espontdneamen
te activa se puede volver dependiente de ATP-Mg por tratamiento

con el inhibidor 2 de fosfatasas de fosfoproteinas (Hemmings et al.,

seria un complejo inactivo de una subuni-

1982). De este modo, FC
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dad catalitica y el inhibidor 2. Una fosforilacién transiente del
inhibidor 2 en presencia de ATP-Mg y FA o C, permitiria la libe
racién de la subunidad catalitica y su activacion,

La especificidad de sustrato de esta enzima es idéntica a
la de las enzimas clasificadas por Cohen como fosfatasas del tipo

1 (ver seccién lll.4. de esta Introduccidn).

111.2.8. Calcinevurina,

Stewart et al. (1982), trabajando con una fosfatasa de
misculo esquelético de conejo que se activaba por Mn2* (fosfata-
sa 2 B, ver seccién Ill.4. de esta Introduccién), descubrieron que
la activacion era mayor si en lugar de MnZt se agregaba Ca?t y
calmodulina, Esta enzima estaba compuesta por dos subunidades
(PM=60.000 y 15.000). Todos estos datos condujeron a postular que
la enzima podria tener identidad con la calcineurina (Klee et al.,
1979; Wallace et al., 1980), proteina que en presencia de calcio
es capaz de unirse a la calmodulina (Cheung, 1970; Cheung, 1981).
Por otra parte, preparaciones purificadas de calcineurina mostra -

ban una actividad fosfatésica indistinguible, en cuanto a sus pro-

piedades, de |la fosfatasa 2 B.
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A su vez, Yang et al. (1982) demostraron que la actividad
fosfatdsica y la calcineurina cosedimentaban en gradiente de saca

rosa y coincidian en gel de poliacrilamida no desnaturalizante.

111.2.9. Fosfatasas de fosfotirosina.

Cuando se habla de fosfatasas de fosfoproteinas, sin otra
aclaracién, 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 tirosina y la relacién de estas fosforila -
ciones con ciertas transformaciones malignas (ver la seccién 11,3,
de esta Introduccién), se abrid el campo para el estudio de las
enzimas que revierten este proceso.

Brautigan et al. (1981) describieron, en carcinoma epider
moide humano, una fosfatasa que defosforilaba preferentemente
proteinas fosforiladas en tirosina, Esta enzima (PM=40.000) se inhi
bifa por zn2* y su actividad aumentaba en presencia de EDTA o
fluoruro (inhibidores tradicionales de las fosfatasas de fosfoprotef

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. (1981) hallaron en extractos de misculo e
higado de rata, una enzima capaz de defosforilar la cadena pesa
da de la inmunoglobulina G, fosforilada sélo en residuos de tiro_

2+ y era diferente del

sina, Esta enzima también se inhibia 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 impor
tante de fosfatasa de fosfotirosina, en fosfatasas de fosfoprotei -
nas, esta actividad era despreciable. Sin embargo, Li et al. (1981)
habfan hallado que las fosfatasas de fosfoproteinas Ilamadas | y

2+

1] tenfan capacidad de defosforilar, en presencia de Mg o Mn2+,

fosfoinmunoglobulina (IgG=-Tyr-P),

111.3. Regulacidén de las fosfatasas de fosfoproteinas.

111.3.1. Cationes divalentes.

El efecto de los cationes divalentes sobre las fosfatasas
es otro tema controvertido. No sblo es dificil establecer la rela-
cién 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 iones
cuando actdan sobre un sustrato y no cuando actdan sobre otro.

En numerosos laboratorios se describieron fosfatasas acti
vables por cationes divalentes, siendo Mn2+, M92+ y Co2+, en
este orden, los mas citados (.Li y Hsiao, 1977; Binstock y Li,
1979; Kobayashi et al., 1975; Brautigan et al., 1980; Li, 1982;
Ingebritsen y Cohen, 1983). 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; Li, 1982).

Se puede decir que, en general, aunque no en forma abso-
luta, las actividades de fosfatasa de fosfohistona y de sintetasa
de glucdgeno, 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 misculo esquelético de conejo, se
inhiblTa por diferentes nucledtidos. Posteriormente, numerosos es-
tudios (Li, 1982; Kandelwal, 1977; Hsiao et al., 1978; Khatray

Soderling, 1978; Mackenzie et al., 1980) dan cuenta de la accidn
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de nucledtidos y otros agentes quelantes de metales (fluoruro,
EDTA) sobre las fosfatasas.

En general, estos agentes inhiben a la enzima en forma
permanente, incluso luego de haber sido retirados, Esta inhibi-
cibén se revierte por el agregado de cationes divalentes (Mn2+,
Mg?*, Co?t),

Estos datos condujeron a postular que algunas fosfatasas
de fosfoproteinas podrian ser metaloenzimas espontédneamente ac
tivas., El tratamiento con quelantes sustraeria el metal y torna-
ria inactiva a la enzima, La presencia del cation divalente en
el ensayo, o la preincubacién con estos metales, volveria la
enzima a su estado inicial activo {Li, 1982).

Si bien muchos datos apoyan esta hipétesis, Fischer y

2+

. 54 .
sus colaboradores, trabajando con Mn® , no pudieron obser -
var radiactividad unida a proteina en una enzima de misculo

esquelético de cone|o que previamente habfa sido tratada con

agentes quelantes (Brautigan et al., 1980).

111.3.2. Efecto de los agentes desnaturalizantes y la proteéli-

sis sobre las propiedades cataliticas de las fosfatasas

de fosfoprotelnas.




El tratamiento de las fosfatasas de fosfoproteinas con a=-
gentes desnaturalizantes o la proteédlisis controlada, producen,
ademds de variaciones en el tamafdo de las enzimas (ver seccidn
111.5. de esta Introduccidén), cambios importantes en sus propie-
dades cataliticas.

Brandt et al. (1975a), al tratar extractos crudos de hi -
gado de cone]o con altas concentraciones de etanol (80%), nota
ron que la actividad total de fosfatasa de fosforilasa a aumenta
ba sensiblemente.

Kobayashi et al. (1975), trabaJando con tres fracciones
diferentes de fosfatasas, provenientes de higado de conefo, ob-
servaron que, luego de ser congeladas y descongeladas en presen
cia de ? -mercaptoetanol 0,2M, la actividad fosfatasica de fos
forilasa a aumentaba sensiblemente, no asi la de histona. En to-

2+

dos los casos, el Mn“", 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),

Brautigan et al. (1982), trabajando con una fosfatasa de

la fosforilasa a de misculo de conejo, encontraron que el trata-

miento con tripsina activaba a la enzima y que, si la proteélisis
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se realizaba en presencia de un catidon divalente (C02+> Mn2; M92+)
esta activacidn era mucho més notable,

Por otra parte, diferentes autores describieron la existen
cia de formas latentes de fosfatasas de fosfoproteinas, cuyas ac-
tividades s6lo se hacen evidentes después de tratamientos con a-
gentes desnaturalizantes (Brautigan et al., 1980; Jett y Hers,
1981; Ingebritsen et al., 1983a).

Los trabajos en que se detallan variaciones en las propie
dades cataliticas de fosfatasas de fosfoproteinas por este tipo de
tratamientos son numerosos (Lee et al,, 1980; Li, 1982;Ingebritsen
et al., 1983a): por otra parte, muchas enzimas descriptas no mo.
difican sus propiedades luego del tratamiento con agentes desna

turalizantes (Li, 1982; Ingebritsen et al., 1983a).

111.3.3. Moduladores proteicos de las fosfatasas de fosfoproteinas.

Brandt et al, (1974: 1975b) 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 (1975; 1976a; 1976b) hallaron, en

mésculo esquelético, dos inhibidores proteicos termoestables
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que se separaban en columna de intercambio idnico (se llamé
inhibidor 1 al que eluia primero de estas columnas e inhibidor
2 al segundo). El inhibidor 1 es activo sélo cuando esta fosfori
lado. Esta fosforilacién es catalizada por lo subunidad cataliti
ca de la quinasa de proteinas dependiente de AMP_. Por el con
trario, el inhibldor 2 es espontdneamente activo. Los pesos mo-
leculares respectivos son 20,000 y 25.000 (aunque el peso mole
cular del inhibidor 1 varia mucho segin el criterio utilizado pa
ra calcularlo debido a que es una molécula fuertemente asimé -
trica). Posteriormente, otros autores confirmaron la existencia
de estos inhibidores en diferentes te]idos (Goris et al., 1978;
Knight y Teal, 1980; Li, 1982),

En el l'aboratorio de Phillip Cohen se realizaron exhaus-
tivos estudios sobre estos inhibidores. Se pudo establecer que la
secuencia de aminodcidos de ambos moduladores era diferente,
por lo que se descartd un posible origen comin o la derivacién
de uno en el otro (Nimmo y Cohen, 1978; Foulkes y Cohen, 1980;
Aitken et al., 1982). En ese mismo laboratorio se logré compro-
bar que existia un comportamiento diferencial de las fosfatasas

respecto de los inhibidores (Cohen, 1980; Ingebritsen y Cohen,
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1983). Aprovechando esta propiedad y otras, Cohen clasificd a
las fosfatasas de fosfoproteinas en dos grupos (ver seccién Ill.
4, de esta Introduccidn). Las enzimas del grupo 1 se inhibenen
presencia de cualquiera de estos dos inhibidores, mientras que
las del grupo 2 no se ven afectadas por ninguno de ellos. Un he
cho que tiene implicancias regulatorias importantes es que, si
bien el inhibidor 1 fosforilado inhibe completamente la activi-
dad de las fosfatasas de fosfoproteinas del grupo 1, no inhibe
su propia defosforilacion por estas enzimas; de esta manera, el
inhibidor 1 puede ser defosforilado y desactivado tanto por las
enzimas del grupo 1 como por las del grupo 2.
Teniendo en cuenta que:
1- El inhibidor 1 es fosforilado y activado por la quinasa de pro
teinas dependiente de AMP .
2- La fosforllacldn del inhibidor 1 aumenta cuando se-tratan las
células con adrenalina o agonistas F*adrenérgicos (Foulkes
et al,, 1982),
3- Las fosfatasas de fosfoproteinas del grupo 1 defosforilan sus -
tratos fosforilados no sélo por la quinasa de proteinas depen-
diente de AAAPC, sino también por otras quinasas.

4- El inhibidor 1 inhibe a las fosfatasas de tipo | pero no inhibe
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su propia defosforilacidn por estas enzimas.

Se puede concluir que este sistema no sélo serviria co-
mo control de las fosfatasas, sino que permitiria al AMP cicli-
co controlar procesos en los que intervienen quinasas que no de
penden de este nucledtido.

El estudio de activadores de las fosfatasas estd mucho
menos desarrollado que el de los inhibidores, Sin embargo, al-
gunos autores detectaron la presencia de activadores de fosfata
sas en diferentes te]idos (Khandelwal y Zinman, 1978;Grankowsky

et al., 1980b; Knight y Skala, 1982),

111.3.4, Otros moduladores de las fosfatasas de fosfoproteinas.

Ademés del fluoruro, el EDTA, los nucledtidos, los catio
nes divalentes y los moduladores proteicos, son muchas las sustan
cias capaces de afectar la actividad de estas enzimas,

El fosfato y el pirofosfato son potentes inhibidores (Liy
Hsiao, 1977; Khandelwal, 1978; Li, 1982).

Algunos trabajos dan cuenta de la accidn estimuladora de
la alta concentracidn salina (Li y Hsiao, 1977; Khandelwal et
al., 1980).

Shimazu et al., (1978) encontraron que una fosfatasa de
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higado se inactivaba por tratamiento con glutatién oxidado,

}11.4. Una clasificacidn de las fosfatasas de fosfoproteinas,

Dadas las aparentes diferencias existentes entre las enzi-
mas descriptas por distintos autores, la confeccidn lde vna clasifi
cacidén que pudiera agrupar a todas las fosfatasas conocidas se
transformd 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 tejidos, propusieron una clasificacidn que abarcarfia la
mayoria, sino todas las enzimas de mamffe~ros, excepto las fosfa-
tasas de fosfotirosina (Cohen, 1980; Ingebritsen y Cohen, 1983).

Esta clasificaciéon, segin se muestra en la Tabla Ill, to-
ma en cuenta la especificidad de cada enzima, sus moduladores
y el comportamiento que presentan frente a los inhibidores ter}ng
estables.

Las enzimas de tipo | se inhiben por ambos inhibidores
proteicos y defosforilan especificamente la subunidad e de la
quinasa de la fosforilasa, mientras que las del tipo 2 son insen-

sibles a estos moduladores y defosforilan la subunidad ¢l de la

quinasa de la fosforilasa.
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Las fosfatasas de fosfoprotelnas de tipo 1 pueden presen-
tarse en dos formas: una forma espontdneamente activa y otra que
se activa en presencia de ATP-Mg y un factor fosforilante. Esta
Gltima seria un complejo de la forma activa y el inhibidor 2 (ver
seccidn |11.2.7. de esta Introduccion).

La actividad 2A tiene amplia especificidad de sustrato y
es independiente de cationes, Se puede separar, por pasaje por
DEAE-celulosa en tres fracciones: 2A,, 2A, y 2A,. Mientras que
las formas 2Al y 2A2 se activan por tratamiento con agentes des-
naturalizantes ( %-mercoptoefcnol), la forma 2A0 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 ?—mercapfoefcnol. El tratamiento desnaturali-
zante convierte a estas tres formas en una subunidad. catalftica
comin de PM=34,000 (Ingebritsen et al., 198.30).

La enzima 2B depende de C02+ y calmodulina y es, pro-
bablemente, la calcineurina (ver seccidn [11.2,8, de esta Intro-
duccidn).

La enzima 2C depende de M92+ y es activa sobre la sin-

tetasa del glucégeno y la subunidad o de la quinasa de la fos-
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forilasa, aunque no defosforila a la fosforilasa a (Ingebritsen y

Cohen., 1983),

Algunas de estas enzimas se pueden diferenciar también
por sus pesos moleculares, segin se puede observar en la Tabla

1v.

TABLA 1V

Pesos moleculares de las enzimas descriptas por Cohen y col.

Enzima Peso molecular
1 Formas moltiples

2 AO 210.000

2 A] 210,000

2 A, 150.000

2B 98.000

2 C 45.000

Otro aspecto que encard Cohen en sus estudios, es la im-

portancia relativa de cada una de estas enzimas en diferentes pro
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cesos metabdlicos y en distintos teJidos (Ingebritsen et al.,
1983a; Ingebritsen et al., 1983b; Ingebritsen et al., 1983c;
Pato et al,, 1983; Stewart et al., 1983).

De esta manera logrd establecer que, en misculo esque-
lético, la fosfatasa de fosfoproteinas de tipo 1 es la principal
responsable de la defosforilacion de la fosforilasa a, de la sin-
tetasa del glucdgeno y de la quinasa de la fosforilasa (subunidad
‘b ); por lo tanto, es la que determina la inactivacién de la
glucogenolisis y la estimulacion de la sintesis del glucdégeno. El
50% de la actividad de esta enzima estd asociada en un complejo
con el glucdgeno.

En hfgado, las fosfatasas 2A y 2C, también desempefian
un papel importante en el metabolismo del glucégeno. La enzima
1 actia sobre los mismos sustratos que en misculo y es la nica
que forma un complejo con el glucdégeno. En este te]ido, en la
defosforilacion de la fosforilasa a y de la sintetasa del glucdge-
no, la enzima 2A tiene una importancia considerable, La enzi -
ma 2C actia en forma detectable sobre la sintetasa del glucége
no.

En ambos te|idos, en ausencia de cationes divalentes,

la fosfatasa 2A es la mayor actividad defosforilante de la sub-
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unidad &4 de la quinasa de la fosforilasa y del inhibidor 1, En

. 2+ .
presencia de Ca“ , este papel lo desempeda la enzima 2B.

La enzima 2A tendria una participacion importante en la
regulacidn glucdlisis-glucogenolisis y en la sintesis de dcidos
grasos, mientras que la enzima 2C lo haria en la sintesis del co-
lesterol, ya que defosforila enzimas relacionadas con estos pro -

cesos metabdlicos,

111.5. Estructura de las fosfatasas de fosfoprotelnas,

El tratamiento de diferentes preparaciones de fosfatasas de
fosfoproteinas con agentes desnaturalizantes o enzimas proteoliti-
cas, ademds de modificar las propiedades cataliticas de las fosfa-
tasas (ver seccién Il1.3.2. de esta Introduccidn), prod-ucfa una re-
duccién en el tamafio de las mismas (Li, 1982; Lee et al., 1980).

En numerosos laboratorios se logrd purificar enzimas de ba
Jo peso molecular (30.000-40.000) cuando, en el proceso de extrac
cién, se Incluia un tratamiento con los agentes mencionados (Brandt
et al., 1975a; Gratecos et al., 1977; Chou et al., 1977). Las en -
zimas obtenidas en las extracciones que no incluian estos tratamien

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

1980).
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Estos hechos condujeron a Lee et al., (1976; 1978; 1980)
a postular que las enzimas de ba]Jo peso molecular podrian ser
subunidades cataliticas derivadas de "holoenzimas® de mayor ta-
mafo. Estos autores, utilizando métodos de extraccion muy sua =
ves, pudieron detectar en hlfgado de conejo, una enzima de peso
molecular cercano a 260.000, a la que denominaron H(Killilea
et al., 1979). La manipulacidén de esta enzima resultd muy difi-
cultosa, ya que originaba formas de menor tamafio. 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 &4 seriala
que posee capacidad catalitica y las otras serian regulatorias,

La estructura de la fosfatasa dependiente de ATP-Mg
y la de la enzima 2B o calcineurina, ya fueron descriptas en
las secciones 111.2,7. y 111.2,8, de esta Introducciodn.

Por otra parte, existen fosfatasas de fosfoproteinas que

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

(Hiraga et al., 1981; Ingebritsen et al,, 1983a).

TABLA V

Estructura de algunas fosfatasas de

fosfoproteinas

Fuente

Higado de
rata

Buche de
pavo

Reticulocitos
de conejo

Corazédn
bovino

Misculo

e .
esquelético
de conejo

Pesos moleculares

Holocenzima Subunidades

Estructura
propuesta

Referencias

Fosfatasa 1l « :35,000
160.000 P:65.000
Fosfatasa |l < :38,.000
132,000  p :65.000
¥ :55.000

Fosfatasa % :39.000

del factor de ?:60.000

iniciacidn 1F-2

98,000
Fosfatasa A :.35.000
tipo | ?:62.000

95,000
Fosfatasa H ©X:35,000
?:70.000

-<f;

°(Fx

-

Y

°(2 %2

Tamura et al,

(1980)

Pato vy
Adelstein
(1980)

Crouch y
Safer (1980)

Li (1982)

Paris et al.
(1984)
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‘111.6., Fosfatasas de fosfoproteinas en eucariontes inferiores,

En comparacién 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 regulacion
de la fosforilasa del glucdgeno y de la sintetasa del glucdgeno,

en Saccharomyces cerevisiae (Fosset et al., 1971; Huang y Cabib,

1974) y en Neurospora crassa (Tellez-1Adn et al,, 1969; Tellez-

Inén y Torres, 1970), asi como en la regulacidon de la piruvato
deshidrogenasa en N. crassa (Wieland et al,, 1972),

Sin embargo, la purificacién y caracterizacidén de fosfa-
tasas de fosfoproteinas en este tipo de organismos, es relativa-
mente reciente,

Hemmings (1981), trabajando con la levadura Candida
utilis, purificd parcialmente una fosfatasa de la glutamato des-
hidrogenasa dependiente de NAD. Esta enzima se activaba en
presencia de cationes (M92+> Mn2+). Su peso molecular aparen
te era 40,000 y podia defosforilar 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 misculo de cone-
Jo como sustrato, tres fracciones con actividad fosfatdsica, a
las que llamaron a, b y c¢c. Cuando utilizaron fosforilasa a pro-
veniente de la misma levadura como sustrato, sélo la fraccidn
c tuvo capacidad de defosforilarla. Esta enzima era totalmente

2+ ’ Mn2+ ) y se activa-

dependiente de cationes divalentes (Mg
ba por ATP-Mg. Cuando se desnaturalizaba a las enzimas a y b
en presencia de %-mercaptoefonol, estas se volvian capaces
de defosforilar el sustrato endégeno. La enzima ¢ purificada te-
nifa un peso molecular de 78.000 y, en este estado, era capaz de
defosforilar caseina pero no la fosforilasa a de conejo,.

Mc Clure y Korn (1983) purificaron una fosfatasa de la

miosina |1l 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 tirosina. Si bien no se observd acti-
vacién por moduladores, el ATP, el pirofosfato y el fluoruro
inhibfan su actividad, Esta Gltima inhibicién se revertfa parcial
mente en presencia de C|2Mn. Esta enzima no se inhibfa por el
inhibidor 2 de conejo. Estos datos condujeron a los autores a

postular que esta enzima seria del tipo 2A, segin la clasifica-
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cién de Cohen (ver seccidén lll.4., de esta Introduccidn).
Palen et al., (1983) hallaron varias actividades de fosfa-

tasas de fosfoproteinas en Saccharomyces cerevisiae, pero carac

terizaron s6lo una de ellas, capaz de defosforilar fosfocaseina
y las proteinas ribosomales acidicas L44 y L45, El peso molecu-
lar de esta enzima es de aproximadamente 80,000 y como el pro-
cedimiento de purificacidn 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+ .
a los ensayos Mn“ en ba]as concentraciones.

1v. AMPc Y MUCOR.

Los hongos del género Mucor (Clase: Zygomycetes, Or-
den: Mucorales) tienen la propiedad de presentar dos formas de
crecimiento diferentes, segin el medio en que se desarrollen.
Esta caracteristica, que es compartida con otros organismos, se
denomina dimorfismo.

Cuando Mucor crece en medio aerdbico, lo hace en for-

ma de micelio cenocitico tipico, dando hifas (ver Figura 3 ).
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En un ambiente anaerdbico, 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 diferencia
cidén morfolégica.

El estudio de estos fenémenos se encaré desde distintos
dngulos: se analizd la influencia de hidratos de carbono (Bartnicki-
Garcia, 1968; Friedenthal et al., 1974), el metabolismo respira-
torio (Paznokas y Sypherd, 1975), la sintesis de proteinas
(Orlowsky y Sypherd, 1977) y la influenclia de las poliaminas
(Inderlied et al., 1980).

Un avance fundamental se produjo cuando se pudo esfcbl_e
cer una relacidn entre el dimorfismo y el AMP_. Larsen y Sypherd
(1974) encontraron que la adicion de Bf2AMPc a cultivos aerébi-

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

morfologia levaduriforme. También hallaron que la concentracidn
de AMPC es mayor en la forma levaduriforme que en la filamento
sa. Passeron y colaboradores obtuvieron resultados similares tra-
baJando con M. rouxii. (Paveto et al., 1975; Cantore et al.,

1980). De los estudios llevados a cabo por estos dos laboratorios,
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se pudo establecer que durante la aereacién de un cultivo leva-
duriforme, los niveles de AMP_ disminuyen y que dicha disminu-
cién precede a la aparicion de los tubos germinativos.

Los diferentes resultados obtenidos conducen a suponer
que la regulacidn del dimorfismo en Mucor es el resultado de u-
na interaccién de factores ambientales, nutricionales y metabd-
licos, donde el AMP_ desempefia un papel muy importante. El es
tudio de su mecanismo de accién debe tenerse en cuenta en cual
quier modelo de regulacién del dimorfismo.

En la Figura 3 se muestra el ciclo de vida de M.rouxii y
la influencia de diferentes factores sobre el mismo.

Mucor no es el Onico eucarionte inferior en el que el

AMP tiene importancia fisiolédgica: en Blastocladiela emersonii

se ha estudiado la relacion entre este nucledétido y la diferencia

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

al., 1974; Scott, 1976) y en Dictyostelium discoideum (Loowis,

1972) el AMP _ es determinante de la morfologia.

La presencia de AMP_ en M. rouxii y la relaclién descu-
bierta entre este nucledtido y el dimorfismo del hongo conduje -
ron a encarar, en nuestro laboratorio, el estudio de las enzimas

relacionadas con el metabolismo del AMP_ en este organismo.
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} Espora
{Independiente de
condiciones ambientales)
o 4 .
CONDICIONES COp*hexosas Celula esferica
AMBIENTALES OzohexosaSozﬁa
QUE FAVORECEN " “« .
LA FORMA " n +Bl2AMP
LEVADURIFORME 02

Celula .
leva duriforme Micelio

\.

CO2 + hexosas

Figura 3: Ciclo de vida asexval, aerdbico y anaerdbico de M.
rouxil., Condiciones ambientales y nutricionales que
influyen sobre el dimorfismo,

PEA: fenetil alcohol,

La adenilato ciclasa fue caracterizada en fracciones par-

ticuladas de las formas filamentosa y levaduriforme de M.rouxii.
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Esta actividad, una vez separada de restos de pared celular, se-
dimentaba a 100.000xg junto con la fraccién 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 (Flawia y Torres, 1973; Londesborough y Nurminen,
1972; Gomes y Maia, 1979). Al igual que estas enzimas, la ade-
nilato ciclasa de M. rouxii depende de iones Mn2? Yy es insensi-
ble al fluoruro y a nucleétidos de guanina. La enzima pudo ser
solubilizada con CIK 0,5 N. La ciclasa soluble resultd 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 AMP _de 2-5 u4M, que la ubica entre
las fosfodiesterasas de alta afinidad para este nucledtido, Se en-
contrd .también que esta enzima, en extractos poco purificados,
se activaba por incubacidon con ATP-Mg vy AMP _ vy que esta acti-
vacidén permanecia luego de eliminarse los factores activantes
(Galvagno et al., 1979). Si se separaba la quinasa de proteinas
dependiente de AMP_ de la fosfodiesterasa, la activacién por
ATP-Mg y AMPC requeria el agregado de quinasa exdgena que po

dia ser de distintos origenes (Kerner, 1984), La incubacidn de
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la enzima activada, en condiciones que favorecian la defosfori-
lacién, hacia que la 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 condujeron a postular que la fosfodiesterasa de M.
rouxii se activa por protedlisis y por un proceso que involucra
fosforilacion, Dado que estos procesos no son aditivos, se pos-
tuléd que ambos mecanismos afectarian la misma zona de la molé-
cula proteica (Kerner, 1984),

Cuando se encard el estudio de las quinasas de protelnas,
se encontraron formas mdéltiples en extractos solubles del hongo
(Moreno et al,, 1977). Posteriormente se purificd parcialmente y

caracterizd una quinasa dependiente de AMP_. Se encontrd que

c*
posee algunas de las propiedades de las enzimas del tipo Il de
eucariontes superiores (Moreno y Passeron, 1980). Sin embargo

se descubrid que esta enzima posee la peculiaridad de que no se
disocia en presencia de AMP solo, aln en concentraciones altas,
sino que ademds requiere la presencia de histona o CINa. Apro-~
vechando esta propiedad, se pudo visvalizar y demostrar la exis-

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

en electroforesis en gel de poliacrilamida y en gradientes de
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sacarosa (Moreno et al,, 1983; Pastorl, 1983). El AMP_ unido a
la holoenzima se intercambia rdpidamente, mientras que el nu -
cledtido unido a la subunidad regulatoria libre tiene una velo-
cidad de intercambio baja. También se demostré que el nimero

de moléculas de AMPC que se unen a la holoenzima es la mitad

del que lo hace a la subunidad regulatoria,

V. OBJETIVO DE LA TESIS.

Dado que en M. rouxii existen las enzimas encargadas de
la sintesis y degradacion del AMPC (adenilato ciclasa y fosfodies
terasa de AMPC) y también existe una quinasa de proteinas depen
diente de AMPC; para que los procesos mediados por este nucled-

tido sean reversibles, es necesario que en Mucor existan fosfata-

sa(s) de fosfoproteina(s).
El objetivo de esta tesis es la bisqueda y caracterizacidn

de fosfatasas de fosfoproteinas en Mucor rouxii y de los posibles

moduladores enddgenos que pudieran regular la actividad de estas

enzimas.
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MATERIALES Y METODOS
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l. BUFFERS UTILIZADOS

Buffer M: Tris-CIH 10 mM, pH 7,3, EDTA 1,5 mM, ?-mercaptg
etanol 2 mM.

Buffer M-50: Tris-CIH 50 mM, pH 7,3, EDTA 1,5 mM, P—mer-

captoetanol 2 mM.

11. PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO.

11.1. Organismo.

En el presente estudio se utilizd el hongo dimérfico Mu-

cor rouxii (NRRL 1894), cepa original del Dr. W. Hesseltine
(Northern Utilization Research and Development Division Peoriaq,
111) cedida por el Dr. Roger Stork (Rice University, Houston,

Texas).

11.2., Obtencidn de esporas y mantenimiento de la cepa.

Se hizo esporular al hongo en un medio que contenia agar
al 5%-jugo de tomate (1:1). Ambos componentes se esterilizaron
en autoclave por separado y se mezclaron en caliente; la mezcla

se trasvasd inmediatamente a botellas de Roux (50 ml) y se dejé
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solidificar, Las botellas se mantuvieron por 24 h a 25° C como
prueba de esterflidad. Transcurrido este tiempo se sembraronen
cada botella 2 ml de una suspensién 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 agregd a-
gua destilada (20 ml) a cada botella y se raspd suavemente la
superficie del cultivo con un ansa de vidrio para desprender las
esporas de los esporangios. La suspensién obtenida se filtrd por
una malla de nylon, para retener trozos de micelio o de medio
que se pudieran haber desprendido. Las esporas se recogieron
por centrifugacién a 3.000 rpm durante 15 minutos, El precipi-
tado fue resuspendido en agua destilada y vuelto a centrifugar,
Este proceso se repitid tres veces, Finalmente las esporas se sus_
pendieron en agua destilo-dc: y en una alicuota de la suspensidn
se contaron utilizando una cdmara cuentaglébulos. La suspensién
se fracciond y se guardd 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-jugo de tomate, Los tubos se incubaron
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en las mismas condiciones que las botellas de Roux y, una vez
producida la esporulacién, se guardaron a 4°C,

En todos los casos se traba|d en condiciones de esterili-

dad.

11.3. Medio de cultivo.

El micelio fue crecido en medio YPG (Bartnicki-Garcia
y Nickerson, 1962) cuya composicidén es: extracto de levadura
(Difco) 0,3%, peptona (Ilnorp, tipo MC3) 1% y glucosa (Roux
Ocefa) 3%, El pH se aJustd a 4,5 con &cido sulfdrico 5 N, Se
prepard la solucién de glucosa en forma independiente, se auto-

clavd por separado y luego se mezcld con los otros componentes.

11.4. Cultivos.

Para obtener micelio en fase logaritmica tardia, se rea-
lizaron cultivos en erlenmeyers de 2 1 conteniendo 600 ml de
medio YPG., El indculo fue de 3-5 x 107 esporas/ml y el cultivo
se de|6 crecer aerdbicamente con agitacion constante durante 16-
18h a 28°C. El micelio se cosechd por filtracién al vacio sobre

papel Whatman N® 1 y se lavd sobre el filtro con agua destilada
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fria. Se escurrid el agua retenida por el micelio, presiondndolo
entre dos hoJas de papel de filtro y se lo guardé cortado en tro-
zos a -70°C hasta el momento de ser utilizado.

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

cesos se realizaron en condiciones de esterilidad.

I11. OBTENCION DE LAS FOSFATASAS DE FOSFOPROTEINAS DE

M. ROUXII.

111.1. Preparacidn de los extractos.

Todos los pasos se realizaron entre 0 y 4°C, El micelio
fue molido en nitrédgeno Iiquido y el polvo obtenido se suspendid
en dos volimenes de buffer M (peso a volumen). Se agitd suave -
mente la mezcla durante 30 minutos y se la filtré por tela de al_
godén. El filtrado se centrifugd a 2.000 x g durante 15 min. El
sobrenadante se volvid a centrifugar, esta vez a 100,000 x g du-

rante 60 min., Se descartd el precipitado y la fraccidn soluble

(SIOO) se dializéd exhaustivamente contra buffer M,

111.2. Primera cromatografia en DEAE-celulosa.

En una preparacién tipica, 30 ml de S100: conteniendo
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870 mg de proteina, provenientes de 30 g de micelio (peso hime-
do), se sembraron en una columna de DEAE-celulosa (2 x 32 cm),
a razén de 7-10 mg de protelna/ml de resina empaquetada, La co
lumna fue lavada con 2 volimenes de buffer M y la proteina se e
luyd con 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 ensayd actividad de fosfatasa
de fosfoproteinas en presencia y en ausencia de Cl2Mn 10 mM.
Las fracciones con actividad (delimitadas por barras en la Fig.
7) se recogieron separadamente y la proteina se precipitd con sul
fato de amonio sélido hasta una concentracidn de 75% de satura-
cién, ajustdndose 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 diali-
zados durante 2 horas (de modo que la conductividad fuese me -
nor a 4 mMHO) contra el mismo buffer. A la fraccidn que eluia
primero en DEAE-celulosa y se activaba en presencia de Mn2+,
se la llamé enzima |, a la que eluia a mayor fuerza idnica y no

se activaba en presencia del catién, se la llamd enzima |I.
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111.3. Segunda cromatografia en DEAE-celulosa.

Las fracciones | y Il, provenientes de la primera croma-
tografia de intercambio ionico, se sembraron en sendas columnas
de DEAE-celulosa (1,2 x 13 cm y 1 x 9,5 cm respectivamente).

El procedimiento utilizado para la elucidon fue idéntico al emplea
do en la primera cromatografia, salvo que los volimenes utiliza-
dos estuvieron de acuerdo con el tamafo de las columnas. La pro
teina de las fracciones con actividad de fosfatasa de fosfoprotel
nas fue precipitada con sulfato de amonio sdlido hasta 75% de sa
turacidén, centrifugada y redisvelta, en cada caso, en 0,5 ml de

buffer M.

111.4. Filtracién en Sephacryl S-300,.

Las soluciones concentradas de las enzimas | y 1], prove-
nientes de la segunda cromatografia en .DEAE-celulosa, contenien
do 34 y 4,7 mg de proteina respectivamente, se filtraron separa-
damente en columnas de Sephacryl $-300 (1,2 x 50 cm) previamen
te equilibradas con buffer M-50. Las muestras se eluyeron con el

mismo buffer, a un flujo de 0,25 ml/min. Se recogieron fraccio -
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nes de 0,5 m| y se ensayé actividad de fosfatasa de fosfoprotei-
nas en cada una de ellas. Las fracciones con actividad se junta
ron y concentraron hasta 1 ml, dializédndolas 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 puriticacidon estd resumido en la Tabla

VIL.

V. 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 preparacidn tipica, 150 g de micelio (peso hime-
’ g

do) de M. rouxii, fueron congelados en nitrégeno liquido y moli

dos en un mortero de porcelana. El polvo obtenido se suspendié
en 2 volimenes de buffer M. La mezcla se filtré a través de tela
de algodén y se centrifugé a 30,000 x g durante 30 min. El so -
brenadante (extracto crudo) se calentd a 90 - 100°C durante 5
min. en un bafio de agua hirviendo. Después de enfriar, la sus-

pension se centrifugo a 5.000 x g durante 15 min. El sobrenadan
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te clarificado se dializé exhaustivamente contra buffer M. La so-
lucién dializada (39 mg de proteina) se sembrd en una columna de
DEAE-celulosa (1,5 x 5 cm) equilibrada con buffer M. La colum~-
na se lavd con dos volimenes de buffer M y la proteina se eluyd
con 50 m! (correspondientes a 10 volimenes de columna) de un
gradiente lineal de CINa (0-0,7 M) en el mismo buffer. Se reco-
gieron fracciones de 0,5 ml y las que tenian actividad inhibido-
ra (marcadas como a y b en la Fig. 15) se juntaron separadamente"
y concentraron confra sacarosa 2 M en buffer M. Las soluciones
concentradas (1 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 ml. Se juntaron 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.l. Fosforilaciéon de histona.

Una mezcla de reaccidn tipica para la fosforilacidén de

histona contenia buffer Tris-CIH 50 mM, pH 7,4, % -mercapto-
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etanol 20 mM, EDTA 1,5 mM, C|2Mg 10 mM, 1,5 mg/ml de histo-
na 15 gg/ml de la subunidad catalftica de la protefna quinasa de_
pendiente de AMP_ (250 unidades/ml) y 0,1 mM de ATP (Y -P32)
(2.500 cpm/mol) en un volumen final de 10 ml. La Incubacién se
desarrollé durante 2 h a 30°C, Finalizado este periodo, la reac~
cién se detuvo por calentamiento a 65°C durante 4 min., La pro -
tefna se precipitd agregando 4 volimenes de solucién saturada y
nevtralizada de sulfato de amonio. El precipitado se recogid por
centrifugacidén a 12,000 x g durante 15 minutos. La histona se re=
disolviéd en 10 ml de agua destilada y se volvido a precipitar con
solucién de sulfato de amonlo, Este proceso se repitié entre 3 y
4 veces, Flnalmente el precipitado se disolvié en 5 ml de agua
destilada y se dializé exhaustivamente contra el mismo solvente,
La histona fosforilada (10 pmoles P32/mg de protelna) se fraccio

né en varios tubos y se guardd a =20°C.

V.2. Fosforilacién de fosforilasa.

Para la preparacién de la fosforilasa a se siguid esencial-
mente el método descripto por Chou et al. (1977), La mezcla de

reaccldn contenia, en 1 ml, buffer Tris=ClIH 25 mM. pH 8,6,
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(AcO),Mg 20 mM, Cl,Ca 1 mM, ATP (X =P32) 1 mM (400 - 500
cpm/pmol), 10 mg de fosforilasa b y 0,05 mg de quinasa de la
fosforilasa, La reaccién se desarrollé a 30°C durante 60 min. y
la fosforilasa a (P32) se aisléd en forma idéntica a la utilizada
para la histona (P32), salvo que en lugar de agua para disolver
y dializar la proteina, se utilizé buffer Tris=CIH 50 mM, pH 7,4.
En estas condiclones se logré incorporar 0,7 - 1 mol de fosfato
por subunidad de fosforilasa (PM=93.000), La proteina fosforila~

da se guardd a 4°C.

V.3. Fosforilacién de caseina.

La caselna se fosforilé utilizando quinasa de proteflnas in=-
dependiente de nucledtido cfelico obtenida de M. rouxil (Moreno
et al., 1977). La mezcla de reaccién contenfa, en 1 ml, buffer
Tris-CIH 50 mM, pH 7,4, Cl,Mg 20 mM, ATP (¥ -P°%) 0,15 mM
(500 cpm/pmol), 4,5 mg de caseina y 0,4 mg de enzima parcial~
mente purificada. La reaccién se incubdé 60 min. a 30°C y la ca-
seina (P32) se aislé de la misma forma que la histona (P32) y se
guardé a -20°C, En estas condiciones se incorporé, aproximada-

mente, 1 pmol de fosfato por mg de proteina.



V.4. Fosforilacidon del kémptido.

El kémptido (Kemp et al., 1976) se fosforild 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, EDTA 1,5 mM, F -mercaptoetanol 2 mM,
Cleg 10 mM, ~TP ( X-P32) 1 mM (300 cpm/pmol) y la enzima
(10 }Ag, 160 unidades) en un volumen de 0,2 ml. La reaccidn
se desarrolld a 30°C durante 2 h. El péptido fosforilado (0, 4

moles de fosfato por mol de kémptido) se aisld utilizando la me-

todologia descripta por Kemp et al. (1976).

Vi. ENSAYOS ENZIMATICOS.

VI.1. Fosfatasa de fosfoproteinas.

La actividad de fosfatasa de fosfoproteinas se midid, en

los ensayos de rutina y cuando no se aclara otra cosa, por la li-
. . 32 . . 32

beracidn de Pi (P" ") a partir de histona (P 7). La mezcla de reac

cidn contenia buffer Tris-CIH 50 mM, pH 7,4, e-mercaptoetc -

nol 2 mM, EDTA 1 mM, CI2Mn 10 mM (cuando se indica), 10 /'Ig

de histona (P32) (40.000-70.000 cpm) y la enzima, en un volumen



final de 50 }(l. Las reacciones se iniciaron por el agregado de
enzima, se desarrollaron a 30°C durante 20 min. y se detuvieron
agregando 20 Al de solucion de albdmina (20 mg/ml) y 20 Al
de una mezcla que contenia Gcido tricloroacético al 35%, fosfa-
to monoGcido de sodio 10 mM y Gcido silico-tungstico 80 mM.
Despu€s de dejar reposar 10 min. a 4°C, los tubos se centrifuga-
ron a 5.000 rpm durante 15 min. en centrifuga clinica, se toma -
ron alicuotas del sobrenadante (50/7.!) y se mezclaron con 2 ml
de mezcla centelleadora de tritén-tolueno y se dosaron (los deta-
lles se describen en la seccion X.4., de Materiales y Métodos).

El desarrollo de las reacciones fue lineal con el tiempo
y proporcional a la cantidad de enzima uvtilizada, en condiciones
en que no m&s del 30-40% del sustrato fuera defosforilado. Una u-
nidad de actividad enzim@tica se definid como la cantidad de enzi
ma capaz de liberar 1 pmol de fosfato por minuto en las condiciones
del ensayo antes descriptas.

Para confirmar que el P32 liberado al sobrenadante se de -
biera exclusivamente a Pi (P32) y no a péptidos (P32) formados por
la accién de proteasas, se vtilizé, s6lo como control en algunos

casos, el siguiente método de dosaje: a los 50 /l(l de reaccion se
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agregaron 20 4 1 de albdmina (20 mg/ml) y IOO/A | de @cido tri -
cloroacético al 10%. La mezcla se centrifugé 15 min., a 5.000 rpm,
se tomaron IOO/A.ldel sobrenadante y se le agregaron 25_k | de
fosfato monoGcido de sodio 50 mM y 75 4 | de molibdato de amo -
nio al 5% en &cido sulfdrico 3N. Luego de dejar reposar 10 min. a
temperatura ambiente, se agregaron 300 4 | de isobutanol saturado
en agua, para extraer el complejo fosfomolibdico. La mezcla se a-
gitd varias veces en forma intensa y, luego de dejar que las fases
se separaran, se tomaron 250 4| de la fase orgdnica, se mezclaron
con 3 ml de solucién centelladora de tritén-tolueno y se conté la
radiactividad como se detalla en la seccién X.4. de Materiales y
:Aétodos. En todos los casos los resultados obtenidos por los dos mé-
todos de dosaje fueron coincidentes.

El mismo ensayo descripto para histona (P32) se vtilizd pa-
ra fosforilasa a (P32), caseina (P32) y kémptido (P32). Las cantida
des uvtilizadas de cada sustrato se describen en el texto. Cuando se
utilizd kemptido (P32) como sustrato, se empled para el dosaje de
radiactividad, exclusivamente el método de extraccidn con isobu-

tanol.
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VI.2. Inhibidores de fosfatasas de fosfoproteinas.

El ensayo de inhibidores de fosfatasas de fosfoproteinas fue
esencialmente igual al vutilizado para medir la actividad de estas
enzimas, salvo que se agregd inhibidor a la reacciédn., La cantidad
de enzima vtilizada fue la necesaria para defosforilar el 30% del
sustrato en ausencia del inhibidor. Una unidad de inhibidor se de-
finiéd como la cantidad capaz de inhibir en un 50% la actividad de

la enzima |l en las condiciones descriptas previamente.

VIi.3. Quinasa de proteinas.

La actividad de quinasa de proteinas se midid por la fosfo-
rilacion de histona o de kémptido. Una mezcla de reaccidn tipica
contenia buffer Tris-ClH 50 mM, pH 7,4, F-mercapfoetqnol 2

mM, Cl_Mg 10 mM, ATP( X -P32) 0,1 mM (200-300 cpm/pmol), el

2
sustrato fosforilable (75 /’-g de kémptido o 150/(9 de histona )

i | d I. i
AMPC 1 }l.M y enzima en un volumen de 100/4_ Las reacciones se
desarrollaron a 30°C 10 min., al cabo de los cuales, las mezclas
se sembraron en papeles de fosfocelulosa (2,5 x 2,5 cm). Los pape

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

y se sumergieron en 3 m! de mezcla centelladora de tolueno. En
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la secciéon X.4. de Materiales y Métodos se detalla la forma en

que se midid la radiactividad.

VII. TRATAMIENTOS CON AGENTES DESNATURALIZANTES Y PRO-

TEASAS.

VIil.1. Tratamiento de las enzimas con etanol.

En este procedimiento se siguié, esencialmente, el método
vtilizado por Brandt et al. (1974). Un volumen de enzima se mez-
clé con dos volGmenes de solucién saturada y neutralizada de sul-
fato de amonio a 4°C. La suspensidn se centrifugd a 13.000 x g du
rante 15 min. y el precipitado se redisolvid en un volumen de bu -
ffer M. A esta solucidn se le agregaron 5 volGmenes de etanol
(95%) a temperatura ambiente e, inmediatamente, se centrifugd en
las mismas condiciones a las anteriores. La proteina precipitada
se disolvid en 1 volumen de buffer M, se clarificé por centrifuga-
cién, se descarté el precipitado de proteina desnaturalizada y el
sobrenadante se dializd exhaustivamente contra buffer M. Cuando
la concentracidn de las proteinas en la muestra a tratar fue menor
que 5 mg/ml, se agregd seroalbOmina bovina hasta llegar a una con

centraciéon de 10 mg de proteina/ml.



VII.2. Tratamiento de las enzimas con F-mercapfoefonol.

La muestra conteniendo enzima se llevd a una concentra-
cion de 0,2 M en e-mercapfoefunol y se congeld a -20°C duran
te 16 h (Kobayashi et al., 1975). Al cabo de este tiempo, la
muestra se descongeld y centrifugd a 13.000 x g durante 15 min,
'Se descartd la proteina precipitada y el sobrenadante se utilizo

como fuente de enzima,

VIl.3. Protedlisis de las enzimas con tripsina.

Un volumen de enzima se mezcld con un volumen de solu~-
cién de tripsina (2mg/ml) y se incubdé durante 20 min, a 25°C. La

reaccidon se detuvo agregando un volumen de inhibidor de tripsina

(6 mg/ml).

VIl.4. Tratamiento de los inhibidores a y b con tripsina.

El tratamiento de los inhibidores con tripsina fue idéntico
al vtilizado con las enzimas, salvo que la incubacién se realizd

a 30°C durante 30 min.
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VIil. DETERMINACION Y CALCULO DE LOS PARAMETROS MOLE-

CULARES E HIDRODINAMICOS DE LAS ENZIMAS Y LOS

INHIBIDORES.

VIil.1. Ultracentrifugacién 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 Ileva_
ron a 4°C y se utilizaron inmediatamente. Los gradientes, una vez
sembradas las muestras, se centrifugaron a 40,000 rpm durante 16 h
a 4°C, en un rotor modelo Spinco SW 55 Ti. Los gradientes se frac
cionaron en alicvotas de 0,2 m! haciendo siféon desde el fondo del
tubo y se ensayaron las actividades enzim&ticas en cada fraccion.

Las proteinas utilizadas como marcadores fueron: citocro-

mo c, peroxidasa y fosfatasa alcalina.

VIiil.2. Filtraciédn molecular.

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

el inhibidor a, por Sephodex G-50 y el b, por Sephadex G-75.
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Las columnas de Sephacryl $-300 (1,2 x 50 c¢m) fueron e=-
quilibradas con buffer M=50. Se sembraron muestras de 0,5 ml y
se eluyeron con el mismo buffer de equilibrio, a un flujo de 10
ml/hora. Se recogieron fracciones de 0,5 ml y se midié la activi-
dad enzimatica en cada una de ellas. Las proteinas marcadoras
fueron citocromo ¢, peroxidasa, catalasa y ?-galactosidusq.

Para los casos en que se utilizé Sephadex G=50 y G-75,
el procedimiento fue exactamente el mismo, salvo que el tamaiio
de las columnas fue distinto (1,1 x 65 cm) y las fracciones recogi
das fueron de 0,65 ml. Las proteinas marcadoras, cuando se utili-
z6 Sephadex G-75, fueron: citocromo ¢, mioglobina y anhidrasa
carbénica, y cuando se utilizé Sephadex G-50, hormona adreno-
corticotréfica (ACTH) citocromo ¢ y mioglobina.

En todos los casos el volumen de exclusion se midid utili-
zando azul dextrano disuelto en buffer M=50 con CINa 0,5 M y

la columna fue equilibrada y elufda con el mismo buffer,

VIII.3. Calculo del radio de Stokes de las enzimas | y Il.

Para estimar el radio de Stokes de las enzimas | y Il, se u-

tilizaron los datos de las columnas de Sephacryl S~300. El valor
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numérico se obtuvo por interpolacidn en el grafico (Laurent y
Killander, 1964) representando el (=log Kgy) versus el radio de

Stokes de las proteinas marcadoras.

Para definir Kav' se tomd la ecuacidn

donde V : volumen de elucidén de la

Ve -VO proteina.
a = V : volumen de exclusién de la
v Vt "Vo columna.
Vt: volumen total de la resina.

VIIl.4. Calculo de los coeficientes de sedimentacidn de las enzi-

mas | y Il.

Los valores de los coeficientes de sedimentacidn (s) de las
enzimas se calcularon a partir de los datos de sedimentacidon en
gradientes de sacarosa. Se grafico el SZO,w ‘de las proteinas mar-
cadoras en funcién de la distancia recorrida desde la superficie
del gradiente y, por interpolacién a partir del dato de la distan=

cia recorrida, se obtuvo el coeficiente de sedimentacidn de las

enzimas,

VIlIi.5. Cédlculo de los pesos moleculares de las enzimas | y |l.

El peso molecular de las enzimas | y Il se calculd segin
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el método de Siegel y Monty, (1966) aplicando la férmula:

‘n LW
6 « N . 20' I
donde:

'4

":fzo,w

N: nimero de Avogadro.

‘\20 :viscosidad del agua a 20°C (1,1 x 1072 g/cm x seg).
[ 4

a: radio de stokes en nm,
s: coeficiente de sedimentacién en 10~ seg.

v: volGmen especifico parcial (se tomé v= 0,74 cm3/g).

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

VIil.6. Calculo de los cocientes friccionales de las enzimas |

y 1.

Para calcular el cociente friccional de las enzimas | y 1|l

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

se aplicd la férmula de Siegel y Monti (1966):

f/fo’=
1/3
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VIIl.7. C&lculo de los pesos moleculares de los inhibidores a y b.

Para el cdlculo de los pesos moleculares de los inhibido-
res ay b se siguié el método descripto por Andrews (1964) utili -
zando los datos obtenidos de las filtraciones por columnas de Se-
phadex.

Se graficé el logaritmo del peso molecular de los marcado
res en funcidén del cociente Ve/Vo y, por interpolacidn, se obtu-

vieron los pesos moleculares de los inhibidores.

IX. PARAMETROS DE LAS PROTEINAS MARCADORAS.

Los valores de los parGmetros de las proteinas utilizadas
como marcadores en los gradientes de sacarosa y en las filtracio-

nes en gel, se resumen en la Tabla VI,

X. OTRAS TECNICAS.

32
X.1. Sintesis de ATP (=% -P ).

Este nucledtido se prepard siguiendo el método de Glynny
Chappell (1964) con las modificaciones introducidas por Chang et

al. (1974).
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X.2, Dosaje de proteinas.

La proteina fue valorada segin el método de Bradford

(1976) vtilizando seroalbdmina bovina como patrdn.

X.3. Determinacidn de las proteinas marcadoras,

Catalasa: Se midiéd la actividad enzimé@tica valorando el sustrato
no consumido (H202) con solucidn de |IK de acuverdo al
método de Terenzi et al. (1971).

Citocromo c¢: Se valord por espectrofotometria, midiendo la absor

bancia a 410 nm.

Peroxidasa: Se dosé midiendo la aparicién de color por oxidacién

de la o~dianisidina al descomponerse el HyO,, se =
gon el métodc_: descripto en el manual de Worthington
(1972).

Fosfatasa alcalina: Se valoréd midiendo la absorbancia a 410 nm

debida a la aparicidon de p-nitrofenol a partir
de p-nitrotenilfosfato, segin la técnica del
manual de Worthington (1972),

Anhidrasa carbdnica: Se valord segin el método descripto en el

manual de Worthington (1972), por varia-
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cién del pH en agua saturada con C02.

Mioglobina y ACTH: Se valoraron por el método de Bradford

(1976).

X.4. Medicién de la radiactividad.

La radiactividad de las muestras se valord en un conta-
dor de centelleo ITquido marca Packard Tricarb Mod. 3003, Las
muestras, con la correspondiente solucién centelladora, se con-
taron en viales de pl&stico chicos, dentro de los viales de vidrio
del aparato.

La mezcla centelladora de tolueno contenia: 0,1 g de di-
metil POPOP (1,4 bis 2 (4 metil-5 fenil benceno))y 4 g de PPO
(2,5 difeniloxazol) por litro de tolueno.

La mezcla centelladora que se nombra como tritén-tolue
no contenia 1 volumen de tritén y 3 volimenes de mezcla cente-

lladora de tolueno.
32

La radiactividad del P se midid con una ganancia del

25% y con una ventana de 50 - 00.

X.5. Medicién de la conductividad.

La conductividad en las soluciones se midié con un con-
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ductimetro marca PARSEC modelo Antares lll.

Xl. REACTIVOS.

El ortofosfato (P32) utilizado para la preparacién de ATP
((.-Psz) fue provisto por la Comisidn Nacional de Energia Atd-
mica.,

Los siguientes reactivos se compraron a Sigma:DEAE-celu
losa microgranular, la subunidad catalftica de la quinasa de pro_
teinas (de corazdén bovino), la histona (tipo Il S), la fosforilasa
b (de misculo de conejo) la quinasa de la fosforilasa (de mdsculo
de conejo), la caseina (de leche), el kémptido, la seroalbdmina
bovina, la tripsina, el inhibidor de la tripsina, el azul dextra-
no, el Sephacryl 5-300 y los Sephadex G-50 y G-75 y las protel
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 FOSFOPROTEINAS EN M, ROUXII.

l1.1. Caracterizacién preliminar de la actividad de fosfatasa de

fosfoproteinas.

Fué posible detectar actividad de fosfatasa de fosfopro-
tefna en extractos crudos de M, rouxii. En el sobrenadante de
100.000 x g (S]OO) esta actividad crecia en funcidén de la can-
tidad de extracto agregado y se estimulaba en presencia de
Cl2Mn 10 mM (Fig. 4). Como puede observarse en la misma figu

2+

ra, la actividad enzimdtica, en ausencia de Mn“ ', de|a de ser
lineal muy rdpidamente; mientras que, con el agregado del ca-
tién divalente, la linealidad se mantiene hasta cantidades ma-
yores de proteina,

Cuando el Sy00 S€ filtré por columna de Sephacryl
$-300 (Fig. 5), toda la actividad de fosfatasa de fosprotei =
nas eluyd después de la fosfatasa alcalina, De esta manera se

pudo comprobar que no hay formas enziméticas de peso molecu-

lar mayor a 80.000. Cuando se utilizaron inhibidores de protea
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N

’

Actividad Fosfatasica (unidades)

b

0 4 8
Proteina (ug)

Figura 4.~ Actividad de fosfatasa de fosfoproteinas en el $100°
La actividad enzimética se midié en presencia (=~0 —)

Y en ausencia (— ®—) de C|2Mn 10 mM, en funcién de

cantidades crecientes de extracto.



Figura 5.- Cromatografia del S100 €N Sephacryl $-300, Una mues-
tra de 0,8 ml, conteniendo 23 mg de protelna de la
preparacién de Sygo se sembrd en una columna (1,2 x
50 cm) de Sephacryl $=300, previamente equilibrada
con buffer M=50, y fue elufda con el mismo buffer.

Se recogieron fracciones de 0,5 ml. La actividad de
fosfatasa de fosfoproteinas se midid en presencia

(—o—)y en ausencia (—e—) de Cl2Mn 10 mM. Las
posiciones de las proteinas marcadoras (cyt ¢, cito-
cromo c¢; Per, péroxi&asa; AP, fosfatasa alcalina) y

del volumen muerto (V ) se indican con flechas.
(o]
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sas como benzamidina y EGTA en el buffer de homogenizacién, se
obtuvieron esencialmente los mismos resultados (estos datos no se
muestran), En esta figura, también se puede observar que la acti-
. . 2+ . . .
vidad estimulable por Mn eluia un poco antes que la actividad
independiente del cation., Este resultado pareceria indicar la exis
tencia de dos entidades diferentes.

El S]OO fue sometido también a centrifugacidn en gradien
te de sacarosa (Fig. 6).-Se puede observar un pico de actividad

. 2+ . . . .. .
dependierite de Mn con un coeficiente de sedimentacién ligera
mente menor que el de la peroxidasa, mientras que la actividad
en ausencia del catién fue practicamente despreciable., Con esto
se confirma que, al menos la forma dependiente de catién diva-
lente, es de bajo peso molecular. La escasa actividad indepen -
. 2+ .. . .
diente de Mn no es facil de explicar, aunque se podria deber
a la existencia de un inhibidor que cosedimente con esta activi-
dad o a algdn otro motivo desconocido.

Del conjunto 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 seccién |Il.5. de la Intro

duccidn ),
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Figura 6.- Centrifugacion en gradiente de sacarosa del S100°
Una alicuota de 100 ul de la preparacién de 5100
conteniendo 2,9 mg de proteina, Junto con los mar-
cadores, se sembré en un gradiente de sacarosa pre-
parado, centrifugado y fraccionado como se indica
en la seccién VIII.1. de Materiales y Métodos. Las
posiciones de las proteinas marcadoras (cyt ¢, cito
cromo c; Per, peroxidasa y AP, fosfatasa alcalinal)
se indican con flechas. Los ensayos se realizaron en
presencia (~—°—) y en ausencia (—e—) de CloMn10mM,
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o . .z
37) En columnas de filtracidn molecular parecen separarse dos ac-

2+

tividades, una dependiente y otra independiente de Mn" .

1.2, Purificacion parcial de dos fosfatasas de fosfoproteinas.

En la Fig. 7 se muestra la cromatografia del S'IOO en DEAE-
celulosa. Se puede observar la separacidn parcial de dos activida-
des. Una, cuyo pico lo encontramos en 30 mMHO (enzima |), se

2+
activa por iones Mn , mientras que otra, que eluye a 40mMHO
es practicamente independiente del catién divalente.

Esto indicaria la existencia de dos enzimas, Para corrobo-
rar esta hipbtesis, las fracciones delimitadas por las barras en la
Fig. 7 fueron recromatografiadas independientemente en columnas
de DEAE-celulosa. Como se puede observar en la Fig, 8 (A y B),
el comportamiento cromatografico 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 concentracidén de
CINa. En esta misma figura se observa también que la enzima |
se activa por iones Mn2+, mientras que la enzima |l es insensible
al agregado de este catidon.

Las fracciones delimitadas por las barras en la Fig. 8 Ay

B, se juntaron y, luego de ser concentradas, se filtraronsepara-



Figura 7.- Cromatografia en DEAE-celulosa del Sy00° Los deta-
lles del procedimiento vtilizado se describen en la
seccion Ill1.2, de Materiales y Métodos. La actividad
de fosfatasa de fosfoproteinas se midio en presencia
(—o—) y en ausencia (—e—)de CI2Mn 10 mM. En
alfcuotas apropiadas se dosd proteina (*°°***eeee) | La
ITnea llena representa la conductividad medida en

las diferentes fracciones.
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Figura 8.- Recromatografia en DEAE-celulosa de las fosfatasas
de fosfoproteinas | y ll. Las enzimas | y Il, prove -
nientes de la primera cromatografia en DEAE~celu~-
losa, fueron sembradas en sendas columnas de la
misma resina. Se las lavd, eluyd y se recogieron las
fracciones como se detalla en la seccién I11.3. de
Materiales y Métodos. En alicuotas apropiadas se
dosé actividad fosfatdsica en presencia (—o—) y
en ausencia (—e~—)de Clen 10 mM, También se
dosé en las diferentes fracciones la proteina (seeco-)

y la conductividad (——— ).

A, Fosfatasa |; B Fosfatasa |lI,
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damente por columnas de Sephacryl $S-300. Como se ve en la Fig.
9 A, laenzima | eluyd como un pico simétrico, 9 ml| después del
volumen muerto y su actividad era absolutamente dependiente de
Mn2+. La enzima Il eluyd 12 ml después del volumen muerto (Fig.
9 B) y su actividad se inhibia ligeramente por el agregado de
CloMn.

En este Oltimo paso de purificacidn, las actividades espe-
cificas de las fosfatasas | y Il eran 30 y 150 veces mayores, res =
pectivamente, que las calculadas para la fraccién Sy (Tabla ViI).

Las dos fosfatasas de fostfoproteinas se obtuvieron en dife-
rentes preparaciones, aunque las cantidades relativas de las mis -
mas podian variar,

La inclusién de benzamidina y/o EGTA (inhibidores de pro-

teasas) en los buffers de extraccién, condujo a los mismos resulta-

dos (estos datos no se muestran).

1.3. Determinacion de los parGmetros moleculares e hidrodin@micos

de las fosfatasas | y Il.

Para la obtencidn del radio de Stokes y del coeficiente de
sedimentacidén de las enzimas | y Il se utilizaron los datos prove-

nientes de la filtracion en Sephacryl S-300 y de centrifugacién



Figura 9.- Filtracién de las fosfatasas de fosfoprotefnas | y Il a
través de Sephacryl $S-300, A, Fosfatasa |; B, Fosfatasa
11. Alfcuotas apropiadas, provenientes de la segunda
cromatografia en DEAE-celulosa, fueron filtradas por
columnas de Sephacryl 5-300. Los detalles se descrl
ben en la seccion Ill.4. de Materiales y Métodos. La
actividad enzimdtica se midlid en presencia (—o—)y
en ausencia (—e—) de CloMn 10 mM. En alfcuotas a
propiacjas se dosd proteina (eeeeeecces), Vo indica el

volumen muerto de la columna,
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TABLA VII
Purificacién de las fosfatasas de fosfoproteinas | y Il .
Paso Proteina Actividad Actividad Purifi- Rendi -
(mg) especifica total cacién miento
(unidades/ (unidades ) (veces) (%)
mg)

S]00 870
Enzima IP 380 330.600 1
Enzima |l 215 187.050 1
Primera
cromatografia en
DEAE-celulosa
Enzima | 63 2.250 141,750 5,9 42,8
Enzima |l 14,4 10.180 146.590 47,3 78,4
Segunda
cromatografia en
DEAE-celulosa
Enzima | 34 3.780 128.520 9,9 38,9
Enzima |I 4,7 19.140 89.950 89 48,1
Cromatografia en
Sephacryl $-300
Enzima | 6,4 11.400 72.960 30 22,1
Enzima |l 1,7 32.250 54.820 150 29,3

9 . Se partiéd de 30 g de micelio, peso himedo.

b: La actividad de la enzima | se midiéd en presencia de Cl_Mn 10
mM y la de la enzima Il en ausencia del catién. En el S{gq, la
actividad de la enzima | se calculd restando la actividad en au
sencia de Mn2% a la actividad medida en presencia del catién.”
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en gradiente de sacarosa.

1.3.1., Determinacidon de los coeficientes de sedimentacidn.

Las centrifugaciones en gradientes de sacarosa se llevaron
a cabo de la manera que se describe en Materiales y Mé&todos, en
la seccidn XIll.1.

La Fig. 10 muestra las posiciones de las fosfatasas | (Fig.
10 A) y Il (Fig. 10 B) y de las proteinas marcadoras, luego de ha-
ber sido centrifugadas en gradientes de sacarosa.

Por interpolacidon en la recta que relaciona las distancias
recorridas por las proteinas marcadoras con sus coeficientes de se
dimentacidén (Fig. 10 C), fue posible calcular los coeficientes de
sedimentacién de las dos enzimas, obteniéndose los valores de

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

1.3.2. Determinacién de los radios de Stokes.

Para determinar los radios de Stokes de las fosfatasas de
M. rouxii, se las filtré en forma separada por columnas de Sepha-
cryl $-300, calibradas con proteinas marcadoras, como se detalla

en la seccién VIII.2. de Materiales y Métodos. Con los datos obte



Figura 10.- Centrifugacidn en gradientes de sacarosa de las en-
zlmas | y Il. Se sembraron allfcuotas de 100 y4l de
cada una de las enzimas, provenientes de la etapa
de Sephacryl $-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 la seccién VUL, 1, de Mate
rlales y Métodos, La posicién de las protefnas mar-
cadoras se indica con flechas. La actividad enzimé
tica se midid en presencia (—©°—)y en ausencia
(——e—) de Cl,Mn 10 mM.

A. Enzimal; B, Enzima |l

C. Se grafican los coeficientes de sedimentacién
(52 W) de las protefnas marcadoras (e) en funclién
de Pd's distancias recorridas, medidas en unidades
arbitrarias. Luego se interpolaron los valores obte-
nidos para las enzimas | (*) y Il (4).

Las proteinas utilizadas como marcadores fueron ci-
tocromo ¢, Cyt c; peroxidasa, Per y fosfatasa alca-
lina, PA.
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nidos de la filtracidn en gel, se graficd el (-log Kav) ! en
funcién del radio de Stokes (Fig. 11). Por interpolacidén en este
grafico fue posible calcular los valores del radio de Stokes de
las dos fosfatasas, encontrdndose un valor de 4,2 nm para la en

zima l y 3,0 nm para la enzima Il.

1.3.3. Calculo de los pesos moleculares.

Combinando los datos del coeficiente de sedimentacién y
del radio de Stokes, utilizando la ecuacién planteada en la sec-
cidn VIll.5., de Materiales y Métodos, fue posible calcular los
pesos moleculares de ambas enzimas. Los datos obtenidos fueron

64.000 para la enzima | y 46.000 para la enzima II.

1.3.4. Determinacidn de los cocientes friccionales.

Con los valores de los pesos moleculares y de los radios
de Stokes se calcularon los cocientes friccionales f/f_ de ambas
enzimas, aplicando la formula planteada en la seccion VIII,6. de
Materiales y Métodos.

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

para la enzima II,



Figura 11,- Determinacién del radio de Stokes de las fosfatasas
de fosfoproteinas 1 y Il por filtraciéon en Sephacryl
$-300. Las enzimas 1 y 1l (0,5 ml| de cada una, pro
venientes de la segunda cromatografia en DEAE-ce
lulosa) se cromatografiaron en columnas de Sepha =
cryl $-300, como se describe en la seccidn VIIl.2,
de Materiales y Métodos. Las proteinas marcadoras,
en el mismo volumen final, se cromatografiaron en
forma separada. Luego se graficd el (-log Kqy) en
funcidon del radio de Stokes, segin se describe en
la seccidn VII1.3., de Materiales y Métodos, de las
proteinas marcadoras (®) y se interpolaron los valo-
res obtenidos para las enzimas | y Il (sus posiciones
se sefialan con flechas).

Las proteinas marcadoras utilizadas fueron: 1, cito-
cromo c; 2, peroxidasa; 3, catalasa y 4, ?—galac-
tosidasa.
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1.3.5. Algunas consideraciones sobre los para@metros hidrodinédmi-

cos y moleculares de las fosfatasas de M. rouxii.

Los resultados obtenidos del cé@lculo de estos parametros
se hallan resumidos en la Tabla VIIl. Como se puede observar, los
pesos moleculares de ambas enzimas estGn muy por debajo de los
de las holcenzimas descriptas en eucariontes superiores (ver sec-
cidn 111.5. de la Introduccién).

Por otra parte, analizando los cocientes friccionales, se
puede deducir que la enzima | es una molécula asimétrica, ya que
su f/fo es relativamente alto. El cociente friccional de la enzima
Il, cercano a la unidad, indicaria que ésta es una enzima globu-

lar,

TABLA VIII

ParGmetros hidrodindmicos y moleculares de las enzimas | y Il

Enzima | Enzima Il
s (S) 3,2 3,0
a (nm) 4,2 3,0
PM 64.000 46,000

f/f, 1,58 1,26




|.4. Propiedades cataliticas de las enzimas | y Il.

I.4.1. Requerimiento de cationes divalentes.,

La enzima | es inactiva en ausencia de cationes divalen~-
tes. En la Fig. 12 se observa el aumento de su actividad en fun =
citn de la concentracién de Cl,Mn, La misma sigue una cinética
"michaeliana" y es posible calcular, graficando la inversa de la
velocidad en funcidn de la inversa de la concentracidon de manga
neso (gr&fico inserfado en la Fig. 12), la concentracidén de catidn
necesaria para llegar a la mitad de la velocidad maxima (Ko 5).

V4
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 activar a ia enzima |, mientras que el

C02+

, si bien puede activarla, lo hace con menor eficiencia.
La enzima Il no requiere cationes divalentes para su ac-

tividad,

1.4.2, Especificidad de sustrato de las fosfatasas | y Il.

En la Tabla X se puede observar la accidn de las fosfata-

sas | y Il sobre diferentes sustratos fosforilados.
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TABLA X

Especificidades de sustrato de las fosfatasas de fosfoproteinas | y Il

_Actividado (unidades)

Enzima | Enzima Il
Subsi’rafob -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,] 0,1 0 0

%a actividad de fosfatasa de fosfoproteinas se midié como se des~-
cribe en la seccidén VI,1. de Materiales y Métodos, en presencia
o cusencia de Clo,Mn 10 mM, Se utilizaron 0,35 yqg de la enzimall
y G,1 g de la enzima Il provenientes del paso de Sephacryl $-300.

bLas cantidades de los sustratos fosforilados utilizados en los ensa
yos fueron: histona-P, 10 ug; fosforilasa a, 10 ug; caseina=-P,100.

Mg y kémptido-P, 0,175 mg. En todos los casos, la cantidad de p32
unido a la proteina fue, aproximadamente, 100 pmoles.

. 2+ . . .
En presencia de Mn” , la enzima | sélo defosforila, en for-

ma eficiente, histona=P. En ausencia de cation divalente su activi

dad es nula,

La enzima Il, en ausencia de catién divalente, es activa so
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bre histona~P y sobre fosforilasa a. La actividad fosfatdsica sobre
fosforiiasa a es fuertemente inhibida por iones Mn2+, mientras que
sobre histona=P la inhibicién es mucho menor.

La K_ para la histona-P de la enzima | es, en presencia de
Clen 10 mM, 60}lg/ml, mientras que la de la enzima ll, en au-

sencia del catién, es 90 mg/ml (datos que no se muestran).

1.5. Efecto de nucledtidos, FNa y fosfato sobre la actividad de

las fosfatasas | y Il.

Tanto los iones fluoruro, los iones fosfato, asi como diver-
sos nucledtidos, inhiben las fosfatasas de fosfoproteinas en dife -
rentes tejidos (ver seccidon I11.3.1. y I11.3.4, de la Introduccidn).

En la Fig. 13 se muestra el efecto de estas sustancias sobre
las enzimas de M. rouxii.

El fosfato 20 mM inhibe completamente a ambas enzimas.
Esta inhibicién no se revierte, en el caso de la enzima Il, por el
agregado de Mn2+.

El FNa (50mM) o el ATP (ImM) inhiben marcadamente a la
enzima Il, pero no a la fosfatasa I. La inclusién de CloMn en el

ensayo revierte esta inhibicién. Cuando en lugar de ATP se utili=

26 ADP los resultaodos obtenidos fueron esencialmente los mismos



Figura 13.- Efecto del ATP, el FNa y el Pi sobre las activida-
des de las fosfatasas | y Il. Se ensayd la actividad
de la enzima | (0,35 ug) y de la enzima Il (0,1 mg),
provenientes del paso de purificacion de Sephacryl
$-300, de la forma en que se detalla en la seccidn
V1.l. de Materiales y Métodos. Los ensayos se hi -
cieron sin ningin agregado (barras blancas), con
ATP 1 mM (barras negras), con FNa 50 mM (barras
con rayas verticales) o con Pi 20 mM (barras conra
yas diagonales). La enzima | se ensayd en ausencia
(1) y en presencia (2-5) de CloMn. La enzima Il se
ensayd en ausencia (1-4) y en presencia (5-8) de
Cl_Mn. La concentracidn de C|2Mn utilizada fue

102mM.



-103-

ENZIMA ]

(Sapopiun) 0JISD}D}SO

ENZIMA II

POPIARIY

0



~-104-

(estos datos no se muestran).
Dado que la inhibicién por nucledtidos y por fluoruro de la
. . . 2+ .
enzima |l es parcialmente revertida por Mn® , es posible que estas
sustancias, por su capacidad queiante, estén eliminando de la molé
cula enzimética algdn catién divalente, Sin embargo no se descar-

P
on.

tan otros posibles mecanismos de inhibic

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con fluoruro y
nucleétidos, y como en los ensayos, de rutina se uvtilizaba EDTA,
se probd qué efecto tenia omitir este agente quelante en las reac~
ciones. Los resultados obtenidos fueron exactamente los mismos que
cuando el EDTA estaba presente (estos datos no se muestran),

La posibilidad de que la inhibicién por ATP se debiera a u-
na refosforilacién del sustrato o a la fosforilacién de algin factor,
o de la enzima misma, que determinasen una disminucidén de su ca-
pacidad defosforilante, se descarta, dado que la actividad de qui-
nasa de proteinas en las preparaciones de fosfatasa era nula (estos

datos no se muestran),

l.6. Tratamiento de las enzimas con agentes desnaturalizantes y con

proteasas.

Como se detalla en los puntos 111.3.2, y IIl1.5. de la Introduc
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cién, el tratamiento de algunas fosfatasas de fosfoproteinas de or
ganismos superiores con agentes desnaturalizantes o con protea -
sas, no sélo produce cambios en los pesos moleculares de estas en
zimas, sino que también determina variaciones en sus propiedades
cataliticas.

Con el objeto de conocer el efecto de este tipo de trata-
mientos sobre las fosfatasas de M. rouxil, se trataron, en primer
término, los extractos crudos (SIOO) con etanol, P-mercapfoefanol
y tripsina, de la forma en que se detalla en Materiales y Métodos.
Como puede observarse en la Tabla XI, 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 més 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 Sy con agentes desnaturalizantes o con tripsina, la ac -

tividad predominante en este extracto tiene propiedades similares

a las de la enzima 1l (ver Tabla Xl).
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TABLA XI.

Tratamiento del § con diferentes agentes

100

Actividad enzimédtica® (unidades)

Sustrato
Histona-P Fosforilasa a°
Tratamiento b -Mn2+ +Mn2+ -Mn2+ +Mn2+
Nlinguno 1 3 0,75 0,78
Etanol 3,1 3,3 2,6 ]
Tripsina 2,1 2,3 1,4 1
%-mercaptoetanol 1,2 1,3 1,1 0,8

9. La actividad enzimética se midiéd como se describe en la seccidn
V1.1. de Materiales y Métodos.

: El Syp0 (9 vg en cada caso) fue tratado con los diferentes agen-
tes segin se describe en la seccién VIl de Materiales y Métodos,
y utilizado como fuente de enzima,

: La cantidad de fosforilasa a utilizada en cada ensayo fue 10 ug
(conteniendo 100 pmoles de P32 ynidos en forma covalente a la
proteina,
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Para confirmar esta hipdtesis, se procedié a tratar independiente
mente a ambas enzimas con etanol. En la tabla XIl se muestran

los resultados obtenidos. Como puede verse, después del tratamien
to, précticamente no se modifican las propiedades de la enzima ll.
Por otro lado, la enzima | sufre varias alteraciones: a) la activi-

. . . 2+ .

‘dad con histona-P se hace independiente de Mn” , b) adquiere ac
tividad de fosfatasa de la fosforilasa a y c) esta actividad se inhi

2+

be marcadamente en presencia de Mn“ ., Si se observan las propie-
dades de la fosfatasa |, luego del tratamiento con etanol, se no -
taré que se asemejan estrechamente a las de la enzima |l.

Es de notar que resultados similares, aunque con pérdida
de actividad enzimética se obtuvieron con tratamiento con F-me_r
captoetanol o con proteélisis controlada (estos datos no se mues -
tran).

Dado que fa enzima |, por protedlisis o por tratamiento
con agentes desnaturalizantes, adquiria propiedades similares a
las de la enzima Il y teniendo en cuenta que su peso molecular
(64.000) es mayor que el de la fosfatasa |l (40.000), podria estor

ocurriendo una transformacién de la enzima | en la enzima Il por

protedlisis o disociacién de un péptido.
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TABLA X!

Efecto del tratamiento con etancol en las actividades de las enzimas | yll.

Actividad9 (unidades)

Fosfatasa de Histona-P Fosfatasa de fosforilasa a
Antes del Después del Antes del Después del
fratamiento tratamiento tratamiento tratamiento
Fosfatasa de -Mn2" +Mn2+ ~MnZ" +MnZ" -Mn2+ M2t —MaZ 'O'Mn2+
fosfoprote inas
Enzima 1| 0,1 3,2 3,1 3,3 £0,1 0,5 2,3 0,9
Enzima Il 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 en la seccién VII.1. de Materiales y Métodos. Las cantida-~
des de enzimas y sustratos vtilizados fueron las mismas que en la

Tabla X.

Para conocer mejor las propiedades de la enzima | tratada con
etanol, se estudid su comportamiento cromatogrdfico, tanto en DEAE-
celulosa como en Sephacryl S-300. Como se puede observar en la
Fig. 14 A, la conductividad a la que eluye de DEAE-celulosa, la

enzima tratada, es muy similar a la necesaria para eluvir a la en -



Figura 14,- Cromatografia en DEAE~-celulosa y filtracién en gel
de la enzima | tratada con etanol, A, Una alicuota
de 0,2 ml de la enzima | fue tratada con etanol de
la forma en que se describe en la seccién VII,). de
Materiales y Métodos. A la muestra tratada se le a-
gregdé 0,5 ml de seroalbdmina bovina (50 mg/ml) y
se sembrd en una columna de DEAE-celulosa (1,2 x
13 ¢m) preequilibrada con buffer M, La columna se
lavdé con 30 ml del mismo buffer. La protelfna se e-
luyd con un gradiente lineal de 0-0,4 M en CINa
en buffer M (volumen total 150 ml). Se recogieron
fracciones de 1,5 ml y se ensayd actividad de fos-
fatasa de fosfoproteinas.

B. Una alfcuota de 0,2 ml|l de la enzima |, procesa
da como se describe en A, se filtré a través de una
columna de Sephacryl $-300 (1,2 x 50 cm) equlili-
brada con buffer M-50, Se recogieron alicuotas de
0,5 ml y se e. ayé la actividad fosfatdsica.

El resto de la: condiciones son similares a las des-
criptas en las figuras 5 y 7.

Los ensayos se realizaron en presencia (—O0—)y en
ausencia (—e—) de CloMn 10 mM.
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zima Il de una columna similar (ver Fig. 8 B). Por otra parte, en la
Fig. 14 B se observa una reduccién en el tamafio de esta enzima,

luego del tratamiento.

Estos datos apoyarian la hipdtesis planteada anteriormente.

il. INHIBIDORES DE FOSFATASAS DE FOSFOPROTEINAS EN M.

ROUXII.

La pérdida de linealidad en los extractos crudos, en ausen=-

+ . . .’
2 (ver Fig 4) asi como la reduccidon en el tamafo de la

cia de Mn
enzima | y la variacién de sus propiedades luego del tratamiento
con agentes desnaturalizantes, condujeron a pensar en la posibili-

dad de que existiesen en M. rouxii moduladores de las fosfatasas

de fosfoproteinas.,

Il.1. Separacién de dos inhibidores de fosfatasas de fosfoproteinas.

Los extractos crudos de M. rouxii, 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.l5).
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Figura 15.- Cromatografia en DEAE-celulosa del extracto calen-
tado de M. rouxii. El extracto calentado (39 mg de
protefna) fue cromatografiado en DEAE-celulosa de
la forma que se describe en la seccién IV de Materia
les y Métodos, Se recogleron fracciones de 0,5 mly
en allcuotas apropiadas se dosé actividad Inhlbitoria
sobre la enzima | (—®—) y sobre la enzima 1] (—o0—)

La ITnea punteada indica el perfil de protelnas.



-112-~

El pico de actividad del primer inhibidor se detecté a 23 mMHO
(inhibidor a), mientras que el segundo (inhibidor b) eluia a 55
mMHO. En la Fig. 15 también se observa que el inhibidor b inhi=
be con mayor intensidad a la enzima ll.

Ambos picos obtenidos de la cromatografia en DEAE~-celulo
sa, fueron filtrados separadamente a través de columnas de Sepha
dex G-75. Los perfiles obtenidos se muestran en la Fig. 16, Ay
B. Como puede observarse, ambos inhibidores eluyen como picos
simétricos, con volimenes de elucidon muy diferentes (los picos
pequedos que eluyen con el volumen muerto no fueron estudiados).
Estos resultados eliminan la posibilidad de que la inhibicién del
inhibidor b sobre la fosfatasa | pudiera deberse a una contamina-
cidén con el inhibidor a.

Como se puede ver en la Tabla XlIl, después del paso de
filtracién 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 cru
do hervido, y suponiendo que ambos inhibidores, en este extrac-

to, se hallaban en igual cantidad (ver Fig. 15).



Figura 16.- Filtracién de los inhibidores a y b por Sephadex G-75.
El Inhlbidor a (4,5 mg) y el inhibidor b (0,43 mg),
provenientes del paso de DEAE-celulosa, se filtraron
por columnas de Sephadex G-75 (1,1 x 65 cm) de la
manera que se detalla en la seccién |V de Materiales
y Métodos. Se recoglieron alfcuotas apropiadas y se
midl8 capacidad Inhibitoria sobre la enzima | (—eo—)
y sobre la enzima |l (—o0—), También se dosé protel-

na (*ee¢¢++¢), Yo Indlca el volumen muerto de las co-

lumnas,

A. Inhibidor a; B. Inhibidor b.
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11.2, Célculo de los pesos moleculares de los inhibidores a y b,

En la Fig. 16 Ay B, se puede observar que el comportamien-
to de los inhibldores, cuando se los flltra por Sephadex G=75 es
marcadamente distinto eluyendo ambos inhibidores en volimenes
muy diferentes,

Tenlendo en cuenta esto, se utllizé una columna de Sepha~-
dex G=50 para el célculo del peso molecular del inhibidor a y una
de Sephadex G=75 para el del b.

Se utilizé el método descripto en la seccién VIII.7, de Mate
riales y Métodos, graficando el logaritmo del peso molecular de
las protelnas marcadoras en funcion del cociente Ve/Vo. Por inter-
polacién 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,

I1.3. Naturaleza de los inhibldores a y b.

En la Tabla X1V se puede observar el efecto del tratamiento

proteolftico sobre los inhibldores de M. rouxil,

La preincubacién con tripsina destruye completamente la
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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.inhibitoria @ (%)

Antes del tratamiento Después del tratamiento
Fosfatasa Inhibidor @ Inhibidor b Inhibidor a Inhibidor b
Enzima | 48 8 0 0
Enzima LI 51 52 0 0

: Alfcuotas conteniendo 0,2 g de inhibidor a o 0,06 ug de inhibi-
dor b fueron utilizadas, antes y después de ser tratadas con trip~-
sina segdn se describe en la seccidn VIl.4, de Materiales y Méto
dos, como fuente de inhibidor. Se considerd 100% de inhibicidn~
a la anulacién de la actividad enzimatica y 0% de inhibicidn a
la ausencia de efecto.

I1.4. Efecto de los inhibidores a y b sobre las fosfatasas de M.rouxii

11.4.1.Utilizando histona=P como sustrato.

En la Fig. 18 A y B, se puede observar que el grado de inhi-
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bicién de ambas fosfatasas de Mucor depende de la cantidad de inhi
bidor utilizado en cada ensayo.

En la Fig. 18 A, se observa que las curvas de inhibicién de
ambas enzimas, utilizando inhibidor a, son similares, Las cantida-
des de inhibidor necesarias para obtener 50% y 100% de inhibicion
fueron 0,18 y 0,50 pg respectivamente,

El inhibidor b, por el contrario, actia en forma diferente
sobre cada enzima, como se puede ver en la Fig. 18 B, El 50% de
inhibicién de la enzima Il se obtuvo con 0,04)59 de inhibidor b;
para lograr igual inhibicién de la enzima | fue necesario utilizar
0,16)'.9 de inhibidor. Ademas, para llegar a la inhibicién total de
la enzima |, se requiere utilizar 10 veces mas inhibidor b que pa-

ra lograr el mismo efecto sobre la enzima Il.

1§.4.2. -Utilizando fosforilasa a como sustrato,

Con el objeto de conocer el efecto de los inhibidores sobre
la defosforilacién de otras proteinas, se utilizd fosforilasa a como
sustrato. Sin embargo, estos experimentos sélo se realizaron con la
fosfatasa Il, ya que la enzima | no actla en forma eficiente sobre

este sustrato (ver Tabla X). En la Fig. 19 se puede ver la inhibi -



Figura 18.= lnhibicidn de las fosfatasas de fosfoprotelnas | y 11
en funcidén de la concentracién de los Inhlbldores a
y b utilizando histona-P como sustrato, Las condiclo
nes de ensayo fueron las descriptas en la seccidn V.
2. de Materiales y Métodos, salvo que se usaron can
tidades variables de los inhibidores a y b provenien
tes del paso de Sephadex G-75, El sustrato utilizado
fue histona-P. En cada caso se probd la inhibicién
sobre la enzima | (—©9—) y sobre la enzima ll (—o—),

A. Inhibidor a; B, Inhibidor b.
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cién de la defosforilaciéon de la fosforilasa a por la enzima Il uti-
lizando inhibidor a (Fig. 19A) o inhibidor b (Fig. 19B). El 50% de
la inhibicién se logra con 0,18/.{9. de inhibidor a y con 0,07).(9 de
inhibidor b; mientras que para lograr inhibicidén total es necesario
agregar al ensayo 0,7 pg de inhibidor a 6 0,3 ug de inhibidor b.

Los resultados obtenidos muestran que la defosforilacion 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.

i1.5. Comparacidon de la accion de los inhibidores ay b con la de

los quelantes de metales,

En la seccion |.5, de Resultados y Discusién se muestra el e-
fecto del ATP y el fluoruro sobre las enzimas de Mucor, Estas sus -
tancias inhiben a la enzima Il y no a la enzima |, y su efecto pue

. . 2+ . 2 T
de ser revertido por iones Mn“ , También se postula la posibilidad
de que su accidn se deba a la remocion de cationes divalentes de
la molécula enzimdtica,

El hecho de que ambos inhibidores inhiban o la fosfatasa |

(aunque en diferente grado), pese a que los ensayos de esta enzima
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se realizan con Cl2Mn 10 mM indicaria que los inhibidores -actdan
por un mecanismo distinto al postulado para el ATP y el fluoruro.

+ .
2t los ensayos de la enzima Il no re -

El agregado de Mn
vierte la accidén de ninguno de los inhibidores (estos datos no se

muestran). Esto confirmaria la suposicién de que los inhibidores

no actian como quelantes de metales.

11.6. Efecto del "envejecimiento" sobre el inhibidor b.

Cuando se conserva el inhibidor b a =20°C durante varias se
manas, se observa un incremento en su capacidad de inhibir a laen
zima | (ver Tabla XV). Para estudiar el motivo de este cambio, se
filtré el inhibidor b "envejecido” a través de una columna de Se-
phadex G=-75 (ver Fig. 20). Como se puede observar, aparece un
nuevo pico de actividad inhibitoria en una posicidn 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 produjo ningdn efecto (estos datos no se muestran).
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Figura 20.- Filtracién del inhibidor b "envejecido" por Sephadex
G-75. Una alfcuota de 0,5 ml de inhibidor, conte =
niendo 15 ug de protefna, se guardé a -20°C durante
cuatro semanas, Luego se la. filtré por una columna
de Sephadex G-75 (1,1 x 65 cm) equilibrada con bu-
ffer M=50. El procedimiento utilizado es el descripto
en la seccién VIIl.2., de Materiales y Métodos. En las
fracciones recogidas se dosé capacidad inhibitoria so
bre la enzima | (—e—) y sobre la enzimall (—o—),
Vo indica el volumen muerto.
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TABLA XV.

‘Actividad del inhibidor b "envejecido™.

Actividad inhibltoria (%)

Enzima | Enzima 11
Inhibidor b “fresco"P 12 45
Inhibidor b "envelecido"® 37 47

9. La actividad del inhibidor b se midid como se describe en la sec=-
cién V1.2, de Materiales y Métodos, utilizando 0,06 ug del inhi-
bidor b, proveniente del paso de Sephadex G-75.

: Se vtilizéd una muestra de Iinhibidor inmediatamente después de
ser filtrado por Sephadex G=75,

€. Se utilizé una muestra guardada a =20°C durante 4 semanas,

I11l. ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE LAS FOSFATASAS DE M,

ROUXI] Y SUS INHIBIDORES.

En la seccidn I1l.6. de la Introduccién, se describen las ca-
racteristicas de las fosfatasas estudiadas en eucariontes inferiores,
Un denominador comGn de todas ellas es que son de bajo peso mole-

cular, Si blen el trabajo de Mc Clure y Korn (1983) en Acanthamoe-
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ba castellanii y el de Palen et al. (1983) en Saccharomyces cerevi-

siade incluian en la extraccién de las fosfatasas tratamientos con a-

gentes desnaturalizantes, Hemmings (1980) en Candida utilis y

Windenger-Drissen y Becker (1983) en levadura comercial, no utili-
zaban este tipo de procedimientos. Las enzimas descriptas en el pre-
sente trabajo son también de bajo peso molecular. El conjunto de es
tos datos conduce a suponer que en eucariontes inferiores no existi-
rian "holoenzimas", es decir, enzimas de alto peso.molecular que
por disociacién originan "subunidades" més pequefias. 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 divalentes, también es interesan
te notar que las fosfatasas de todos los eucariontes inferiores estu-
diados requieren o se activan por cationes divalentes. El resto de
las enzimas relacionadas con el metabolismo del AMP ciclico (ade-
nilato ciclasa, fosfodiesterasa y quinasa de proteinas) tanto en M.
rouxii como en otros eucariontes inferiores, dependen complefume_r.\
te para su actividad de cationes divalentes (Pall, 1981), En M.
rouxii, la adenilato ciclasa, la quinasa de proteinas dependiente
de AMPc y la fosfodiesterasa de AMP_ tienen un requerimiento ab-

+ + . .
soluto de cationes divalentes (Mn2 o M92 ). La adenilato ciclasa
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P P - 2+ 3 »

actda dGnicamente con Mn" , la fosfodiesterasa actia con ambos ca-
3 - » - . + - 3
tiones, siendo més eficiente el Mn , mientras que la quinasa pre -
. 2+ 2+ . .
fiere el Mg al Mn~ ., La existencia de una fosfatasa de fosfopro -

- . . . . 2+_,, 2+
teinas, la enzima |, dependiente de cationes divalentes (Mn” =Mg” )

- . . . . . &

vendria a confirmar la importancia de estos iones en la regulacién
de las enzimas relacionadas directa o indirectamente con el metabo
lismo del nucleétido ciclico y sus efectos fisiolégicos. Por otra par
te, la fosfatasa |l seria’la Onica enzima relacionada con los efec =
tos del AMP _ que escaparia a esta regulacién.

Es muy dificil relacionar las fosfatasas de eucariontes infe -
riores con las de organismos superiores, Ya se explicd en la seccién
I11.4. de la Introduccidén que es dificil, incluso, relacionar entre
si las enzimas de mamiferos descriptas por diferentes grupos de in -
vestigacién. De esta manera, sélo se pueden comparar sus propieda-
des y relacionar estas enzimas por sus especificidades de sustratos,
sus requerimientos o sus pardmetros hidrodindmicos. Teniendo en cuen
ta esto, no es posible todavia hacer una comparacién entre las enzi
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 trabajos representan caracterizaciones

parciales de las enzimas y los enfoques son diferentes (sustratos u-
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tilizados, métodos de purificacidn, etc.).

En nuestro laboratorio se describié la regulacién de la fos
fodiesterasa de AMP de M.rouxii por fosforilacién y defosforila -
cidn (Golvagno et al., 1979; Moreno et al., 1982). 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 fosfoproteinas aqui descrip
tos son los primeros hallados en eucariontes inferiores. Si bien su
funcidén "in vivo" es ain completamente desconocida, podrian desem
pefiar un papel muy importante en la regulacion de estas enzimas.

En te]idos de mamiferos se describieron dos inhibidores de
fosfatasas (ver seccién 111.3.3. de la Introduccién). Aunque es difi-
cil establecer una relacién entre estos inhibidores y los descriptos
en este trabajo, es importante resaltar que el inhibidor b de Mucor
tiene ciertas similitudes con el inhibidor 2 de eucariontes superio-
res: ambos son espontdneamente activos y tienen un peso molecular

cercano a 20.000.
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1IV. CONCLUSIONES.

1.

5.

En Mucor rouxii existen, al menos, dos fosfatasas de fosfoprotefl

nas (enzimas | y I1).

Estas enzimas son de ba]Jo peso molecular y, en extractos crudos,

no se hallan formas de alto peso molecular, incluso trabajando

con inhibidores de proteasas,

La enzima | tiene las siguientes propiedades:

a) Es totalmente dependiente de cationes divalentes (Mn2+, Mg2+),

b) Sélo defosforila 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 conduc¢tividad de 30 mMHO.

La enzima 1] 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 inhibicién es revertida
por el agregado de Mn2+.

d) Su peso molecular aparente es de 40.000.

e) Eluye de DEAE-celulosa a una conductividad de 40 mMHO.,

El tratamiento de la enzima | con etanol la convierte en una for
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ma con parédmetros flsicoqulimicos y propiedades catalfticas muy

simllares a los de la enzima |l.

6. Existen en M. rouxii dos inhibidores termoestables de las fosfa-

tasas de fosfoproteinas (inhibidores a y b).

7. Las propiedadés del inhibidor a son las siguientes;

P

a) Inhibe 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
de 23 mMHO.

Las propiedades del inhibidor b son las siguientes:

a) Si bien inhibe a ambas enzimas, actia en forma més eficien-
te sobre la enzima |11,

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.

<

; /f (/L LLU/“

(%
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