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A Raquel, Horacio y Fernando

A mis padres

A mi familia, mis amigos y
a todos los que fueron ángeles
pero sobre todo a
Buenaventura, Víctor y Ricardo



Cuando el niño era niño,
era el tiempo de preguntas como
¿Por qué estoy aquí
y por qué no alli?
¿Cuándo empezó el tiempo
y dónde termina el espacio?...

Cuando el niño era niño,
encima de cada montaña tenía
el anhelo de una montaña más alta
y en cada ciudad el anhelo
de una ciudad más grande.
y siempre es así todavía...

Cuando el niño era niño,
lanzó un palo como una lanza
contra el árbol
y hoy vibra allí todavía.

P. Handke - W. Wenders
"Las Alas del Deseo" (1986)

Y sin embargo se mueve,
y en ese sin embargo se resume
toda la cuestión. A pesar del
silencio que crece verticalmente;
sin embargo. sí, a pesar de las heridas
que puedan herirse y aún de los
muertos que seguirán muriendo,
sin embargo siempre, si, eppur
si muove, sí.

Desiderio Arenas
"Oficio de tinieblas por Galileo
Galilei“ (1984)
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ABREVIATURAS

AMPc. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..adenosina 3'-5'monofosfato cíclico

ATP. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..adenosina 5' trifosfato

BSA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..seroa1búmina bovina

Cam . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..calmodulina

DEAE . . . . , . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..dietil aminoetil

D20 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..agua deuterada

DTT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..ditiotreitol

EDTA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..ácido etilén diamino tetracético

FGF. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..factor de crecimiento de fibroblastos

GDP. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..guanosina 5'difosfato

GMPc. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..guanosina 3'—5'monofosfato cíclico

GTP. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..guanosina 5'trifosfato

GTPXS. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..guanosina 5'—0-(3—tio trifosfato)

kDa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..kilo Daltons

NAD. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..nicotinamida adenina dinucleótido

PM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..peso molecular

ROS. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..segmentos externos de bastones de retina

SDS. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..dodecil sulfato de sodio

TEMED. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..N,N,N',N’ tetrametil etilendiamina

TRIS. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..2-amino—2 hidroximeti1-1,3 propanodiol





CONSIDERACIONES GENERALES

Las células deben adaptarse al medio que las rodea y para respon­
der en forma adecuada necesitan sensar en forma muyprecisa su
entorno. Para ello han desarrollado mecanismosque captan las se­
ñales del medio ambiente (luz, nutrientes, hormonas, factores de
crecimiento), las procesan en forma discriminada y producen 1a
respuesta apropiada. El conjunto de procesos involucrados consti­
tuyen los sistemas de transducción de señales.

Estos sistemas aparecen en los organismos más rudimentarios y con
la evolución han ido ganando en complejidad, pero se puede afir­
mar que se ha mantenido un principio básico de organización de
los mismos.



TRANSDUCCION DE SEÑALES EN EUCARIOTES

Características generales

Al ser la membranaplasmática el punto de contacto de la célula
con el exterior, es allí donde se produce la captación de las
distintas señales y su discriminación que culmina en diferentes
eventos bioquímicos.

Los organismos eucarióticos han desarrollado varias estrategias
moleculares para la transducción de señales extracelulares a tra­
vés de la membrana. Los diferentes mecanismos pueden dividirse en
seis grupos, de acuerdo al esquema de la figura 1.

Cítoplasma

HUMO
extracelular

La primera clase (E1) es la más sencilla y es utilizada por las
hormonasesteroideas, que poseen una hidrofobicidad suficiente
para atravesar la bicapa lipídica. En el citoplasma se unen a una
proteína que actúa como receptor y que, además, es capaz de



translocarse al núcleo y pegarse al ADN.De esta forma, el recep­
tor activa la transcripción de genes especificos y de ese modose
produce la respuesta celular (Beato, 1989). Otra estrategia (E2)
implica la unión del ligando con un receptor que atraviesa la
membranay el complejo así formado se internaliza. Un ejemplo de
este mecanismoes la captación de colesterol por la lipoproteina
de baja densidad (LDL); el complejo formado se une al receptor de
LDLy el conjunto se internaliza en forma de vesículas; en el ci­
toplasma se libera el colesterol mientras que el receptor en ge­
neral se recicla y la LDL se degrada en lisozomas (Brown et al,
1983).

Un mecanismodiferente (E3) se da en las sinapsis y placas neuro­
musculares; en esos casos, los neurotransmisores (acetil colina,
ácido Kaminobutirico, etc.) se unen a una proteina transmembrana
que actúa como canal iónico. Al unirse el ligando, el canal se
abre rápidamente y permite el paso de iones que producen un cam­
bio en el potencial eléctrico de la membrana (Barnard et a1,
1987).

La cuarta estrategia (E4) involucra a los receptores de la fami­
lia de las integrinas. Estos receptores ligan proteínas de la ma­
triz extracelular a microfilamentos del citoesqueleto, y requla­
rían la forma de la célula, la movilidad, el pegado a la matriz
extracelular y el crecimiento (Hynes, 1987).

Los mecanismosrestantes son los que implican a receptores trans­
membranaque, al unirse al ligando, disparan una actividad enzi­
mática de su región intracelular (E5), cuyo mejor ejemplo son los
receptores con actividad de quinasa de tirosina y otros recepto­
res (Es) que se acoplan a transductores llamados proteinas G para
producir segundos mensajeros intracelulares que regulan la acti­
vidad de diferentes proteinas citoplasmáticas. Estos dos mecanis­
mos involucran a miembros de la familia de las GTPasas como son



las proteínas ras en el primer caso y las proteinas G en el se­
gundo; por ese motivo se describirán ambos mecanismos en forma
más detallada.

Transducción de señales mediada por receptores con actividad de
quinasa de tirosina

Numerososfactores de crecimiento, comoel factor de crecimiento
epidermal (EGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF),el factor estimulante de colonias 1 (CSF-l), etc. y hor­
monas como la insulina, se ligan a receptores transmembrana que
poseen actividad de quinasa de tirosina.mm
Los receptores de esta familia poseen una topología común. Todos
poseen un dominio extracelular glicosilado para unir el ligando,
un dominio hidrofóbico único que atraviesa la membranay un domi­
nio citoplasmático que contiene una región catalítica con activi­
dad de quinasa de tirosinas (Hanks et al, 1988; Yarden y Ullrich,
1988). Debido a su configuración, estos receptores pueden consi­
derarse comoenzimas alostéricas asociadas a la membrana(Ullrich
y Schlessinger, 1990).

De este modo, la activación del receptor por unión de un ligando
extracelular debe ser transmitida a través de la bicapa para ac­
tivar las funciones del dominio intracitoplasmático. En la figura
2 se puede observar un esquema general de la estructura de estos
receptores.
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Sobre la base de la similitud de secuencias y características es­
tructurales, estos receptores han sido clasificados en 4 subcla­
ses, cuyas caracteristicas son las siguientes:

Subclase I: Dossecuencias repetitivas, ricas en cisteina, en
el dominio extracelular (receptor EGF)

Subclase II: Heterotetrámeros azfiz ligados por puentes disulfu­
ro con secuencias ricas en cisteína similares a la
subclase I (receptor de insulina)

Subclase III: Cinco repeticiones de tipo inmunoglobulina en el
dominio extracelular y secuencias de inserción hi­
drofílicas en el dominio con actividad de quinasa



(receptor de PDGF,CSF-l y C-kit)

Subclase IV: Similar a la subclase III pero con tres repeticio­
nes de inmunoglobulina en lugar de cinco (receptor
de FGF).

La activación de la función fosfotransferasa inducida por el li­
gando está mediada por oligomerización del receptor (Schlessin­
ger, 1988; Williams, 1989). El cambio conformacional del dominio
extracitoplasmático que sigue a la unión del ligando induce la
oligomerización del receptor que estabiliza interacciones entre
dominios intercitoplasmáticos adyacentes y lleva a la activación
de la función mencionada. La oligomerización permite la transmi­
sión de un cambio conformacional desde el dominio extracelular al
intracelular, sin requerir cambios de posición en el dominio
transmembrana. Los receptores oligomerizados poseen una elevada
actividad de fosfotransferasa y una afinidad por el ligando au­
mentada (Yarden y Schlessinger, 1987).

El mecanismode activación por dimerización puede ocurrir de tres
formas diferentes:

a) Ligandos monoméricos inducen la formación de dimeros
b) Ligandos monoméricosse unen a receptores diméricos estabili­

zados por puentes disulfuro y producen un cambio conformacio­
nal en el complejo
Ligandos diméricos inducen la formación del dimero

VC

Unavez activados, los receptores son capaces de fosforilar tiro­
sinas, de sustratos exógenos o de sus propias cadenas polipepti­
dicas (Ullrich y Schlessinger, 1990). La autofosforilación se
produce en el dominio catalítico (receptor de PDGF)(Kazlauskas y
Cooper, 1989), o en el extremo carboxilo terminal (receptor EGF)



(Margolis et al, 1989a). La autofosforilación eliminaría el efec­
to negativo que ejercen algunas secuencias de esas regiones, y
permitiría asi la interacción con sus sustratos (Honeggeret al,
1988).

El extremo carboxilo terminal ejercería, por lo tanto, un control
negativo sobre la actividad enzimática del receptor. Otra región
donde se produce una modulación negativa de la actividad, es el
dominio yuxtamembrana. En esta región, los receptores pueden ser
fosforilados en serinas o treoninas por quinasas como la PKA o
PKC. El receptor de EGFpor ejemplo, es fosforilado por PKAen la
treonina 654 que está ubicada en esta región (Yarden y Ullrich,
1988). Esta fosforilación tiene tres efectos: 1) Inhibe la acti­
vidad de quinasa de tirosina; 2) Disminuye la afinidad del recep­
tor por su ligando; y 3) Promuevela internalización del receptor
(Sibley et al, 1987). Este mecanismoes un feed-baC' negativo que
ejerce el factor de crecimiento sobre su vía; además, serviría
para la transmodulación de la actividad del receptor o regulación
heteróloga, ya que otros factores de crecimiento, como PDGF,bom­
besina, 6to., activan PKCy por ende, la fosforilación de esta
región (Lin et al, 1986). De ese modo, los factores de crecimien­
to mencionados regularian negativamente al receptor de EGF.

E l 1,]. J i l l. ¡i i i
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Los factores de crecimiento disparan varias respuestas celulares
comoestimulación del intercambio de Na+/H+, influjo de Ca2+, ac­
tivación de fosfolipasa C-Xy estimulación del transporte de glu­
cosa y aminoácidos (Ullrich y Schlessinger, 1990). Es decir, la
fosforilación de sustratos celulares junto con alteraciones en el
contenido de iones de la célula, provee un estímulo interno para
el crecimiento. Los eventos de fosforilación implican en un pri­
mer paso, la activación de la fosfolipasa C-3 por la actividad de



quinasa de tirosina del receptor (Margolis et al, 1989a). La fos­
folipasa C-Xdegrada fosfatidil inositol (PIPz) generando inosi­
tol 1-4-5 trifoefato (IPa) y diacilglicerol (Nishizuka, 1988).
Estos dos compuestos actúan como segundos mensajeros, es decir,
compuestosintracelulares cuya concentración varía en respuesta a
un estímulo externo (primer mensajero) y desencadenan las res­
puestas celulares a ese estímulo. El IP3 permite la liberación de
Ca2+de compartimentos intracelulares y el diacilglicerol (DAG)
activa a la proteína quinasa C (PKC)que fosforila serinas y
treoninas y cumple el segundo paso de fosforilaciones en respues­
ta al estímulo externo.

Sin embargo, la activación de la fosfolipasa C-3 por PDGFno se
correlaciona con un aumento en la síntesis de ADN(Margolis et
al, 1990); además, algunos receptores de factores de crecimiento
comoel CSF-l no fosforilan a la PLC-Xpara ejercer su función
(Downinget al, 1989). Esto sugiere que la activación de la vía
de los fosfoinosítidos no es el único mecanismoutilizado por los
distintos factores de crecimiento. En los últimos tiempos, se han
ido identificado sustratos de la actividad de quinasa de tirosina
y dichos sustratos están relacionados con distintas vías de
transducción de señales. Hay evidencias concretas de que la fos­
fatidil inositol 3 quinasa (Varticovski et al, 1989), GAPo pro­
teína activadora de la actividad GTPásica de ras (Molloy et al,
1989) y el producto del proto-oncogen c-raf (Morrison et al,
1989) se fosforilan de esa forma. En 1a figura 3 se esquematizan
los sustratos conocidos de la actividad de tirosina quinasa y las
posibles vías activadas.

Comose ve, además del aumento de Ca2+ y la activación de PKCpor
la PLC-3, se activa una quinasa de serinas y treoninas citoplas­
máticas (c-raf), una enzima que participa en el ciclo de síntesis
de fosfoinositidos (fosfatidil inositol 3 quinasa) y una proteína
que interacciona con las proteínas ras.
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Además,se dispone de datos que indican que estos sustratos son
componentesde un complejo preexistente con capacidad de activar
diferentes vías y conducir a respuestas celulares pleiotrópicas
(Margolis et al, 1989b). Existiría asi una "partícula de transfe­
rencia de señales" (PTS)que, al activarse el receptor, permiti­
ría la interacción de la mismacon el propio receptor y con otros
sustratos para activar las vías correspondientes. En forma esque­
mática el modelo es el que se observa en la figura 4.
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Para la interacción del receptor con sus sustratos se requiere
también a la proteínas codificadas por los genes ras, cuya des­
cripción detallada se verá en otra sección de esta Introducción;
numerosas evidencias sugieren que estas proteinas son el nexo en­
tre los receptores y sus sustratos, aunque no se conoce el meca­
nismo por el cual actúan. Se sabe que mutantes de proteinas ras
(p21ra8) son capaces de inducir la sintesis de ADNy transforma­
ción en ausencia de suero, es decir, de factores de crecimiento
(Stacey y Kung, 1984). Además, la microinyección de anticuerpos
anti p21ras neutralizantes inhibe el efecto de distintos factores
de crecimiento (Mulcahy et al, 1985). Mediante el empleo de anti­
cuerpos neutralizantes, se llegó a la conclusión de que p21ra8
actúa en un paso intermedio entre los receptores y quinasas de
proteinas citoplasmáticas; la microinyección de esos anticuerpos
inhibe el efecto de los productos de oncogenes como c-fms y c­
fes, cuya estructura es igual a la de los receptores con activi­
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dad de tirosina quinasa. En cambio, el efecto del anticuerpo pue­
de ser superado sobre-expresando el producto de los oncogenes c­
mosy c-raf que son quinasas citoplasmáticas (Smith et al, 1986).
Además,en experimentos de este tipo se vio que al microinyectar
anticuerpo anti p21 y PLC-3hay transformación celular, pero si
se microinyecta p21tas con anticuerpos anti-PLC-X ese efecto no
se observa, por lo que p21ras activaria a la PLC-3 (Smith et al,
1990). Por otro lado, ya existían datos previos que indican que
p211‘a5activa la hidrólisis de fosfatidil inositol (Lacal et al,
1987). Sin embargo, también se sabe que p21tas tiene efectos
transformantes aún cuando no está activada la PKC (Gauthier-Rou­
viere et al, 1990).

Todoesto sugiere que las p21ras activan diferentes sistemas y se
puede dividir su acción en dos vías, una dependiente de PKCy la
otra independiente de esa enzima; la segunda vía supondría la ac­
tivación de quinasas citoplasmáticas comoc-raf y c-mos. Esta hi­
pótesis es reforzada por el hecho de que los receptores de facto­
res de crecimiento activan PKCpara producir algunos efectos y
para otros no.

Todo indica, entonces, que la cadena de eventos desatada por un
factor de crecimiento implica la activación de su receptor, luego
(por un mecanismo aún desconocido), la activación de p211'aS y en
este punto se producen las bifurcaciones con la activación de me­
canismos independientes o dependientes de PKCque concluyen en
síntesis de ADN(proliferación) y/o transformación morfológica
(diferenciación)(Marshall, 1991).

Transducción de señales mediada por receptores acoplados a pro­
teinas G

Diferentes señales extracelulares comohormonas, neurotransmiso­
res o la luz, ejercen sus efectos intracelulares por mediode re­
ceptores con estructuras relacionadas que se acoplan a proteínas
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de la familia de las GTPasas, denominadas proteínas G. Estas pro­
teinas actúan comotransductores de la señal activando distintos
efectores. En general, estos efectores acúan produciendo segundos
mensajeros, aunque también hay proteínas G que regulan la activi­
dad de canales iónicos. Comoya se vio, los segundos mensajeros
son compuestos intracelulares que median los efectos de señales
externas, actuando sobre numerosas proteínas y, de ese modo, co­
ordinan la respuesta de la célula al mensajero extracelular o
primer mensajero. Los segundos mensajeros más difundidos son el
AMPcíclico, el Ca2+ y productos del metabolismo de los fosfoino­
sitidos. La producción de estos segundos mensajeros está mediada
por proteinas G, aunque en el caso de los fosfoinosítidos y Ca2+,
las evidencias aún no son concluyentes y, además, el papel del
transductor sería compartido con proteínas ras. En la tabla 1 se
resumen los ligandos, receptores y efectores más importantes li­
gados a distintas proteínas G (Bourne y De Franco, 1989).

LIGAHDO TIPO DE RECEPTOR PROTBIIL 6 EFECTO

catecoianinan B adrenér- B adrenérgico G. activación de
gicas,glucagon,etc. adenilil ciclasa

alinas nz ndrenérgicao, a: adrenérgico Gi inhibición de adenilii ciclasa,
sonatostatina, etc. activación de fosfolipasa C y

apertura de canales de li

desconocido desconocido Go desconocido

catecolanínas nl adrenér- al adrenérgico Gx o Gp activación de fosfolipnsa C
gicas, vasoprenina. etc.

fotones rodopsina transducina(6t) activación de fosfodiesterasa
de CUPcíclico
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Comose verá luego, hay una marcada conservación de estructura y
función de las distintas proteínas G, por lo que no es sorpren­
dente que los receptores acoplados a estas proteínas pertenezcan
a una familia de proteínas relacionadas (Bourne y De Franco,
1989).

101

Los distintos receptores de esta familia (resumidos en la tabla
1) muestran distinto grado de conservación de la secuencia amino­
acidica, pero todos poseen una topología similar (Dohlmanet al,
1987). Un diagrama esquemático de los mismos se aprecia en la fi­
gura 5.

vam­
tnnuÑïn
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Todos los miembros de esta familia parecen atravesar la membrana
plasmática siete veces y tienen el amino terminal orientado hacia
el espacio extracelular y el carboxilo terminal en el citoplasma.
Esta estructura parece ser muyadecuada para transmitir la señal
a la proteína G asociada que reside en la cara interna de la mem­
brana plasmática, por medio de cambios conformacionales inducidos
por el ligando (Lefkowitz y Caron, 1988). Los dominios transmem­
brana serían los encargados de unir el ligando. En el caso de la
rodopsina, la proteína (opsina) tiene asociado 11 cis-retinal que
cambia de conformación por efecto de la luz y cumpliria el efecto
estérico del ligando y dicha molécula se asocia a la región
transmembrana (Stryer, 1986).

Los loops intracitoplasmáticos o el carboxilo terminal serían,
por su parte, las zonas de interacción con las proteínas G. Ade­
más, en el extremo carboxilo terminal se producen fosforilaciones
que regulan la actividad del receptor.

H . a l. .. 1 .].]. ..

A1activarse el receptor por unión del ligando específico, ocu­
rren dos procesos. Unoes la activación de la proteina G asociada
que, a su vez, activa al efector; al mismotiempo, el receptor
activado es fosforilado y este mecanismopermite su desensibili­
zación. La desensibilización puede ser homóloga o heteróloga. En
el primer caso, la activación de una vía promuevela fosforila­
ción del receptor por enzimas especificas comola rodopsina qui­
nasa (Wilden y Kuhn, 1982) o la quinasa del receptor B adrenérgi­
co (Benovic et al, 1986), y esa fosforilación desactiva sólo a la
propia via; en el caso de la desensibilización heteróloga, la ex­
posición de una célula a un agonista determinado, inhibe la res­
puesta a otros agonistas que actúan por medio de diferentes re­
ceptores, fosforilando dichos receptores. Estas fosforilaciones
son llevadas a cabo por las quinasas de proteínas A y C, como se
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ha demostrado para el receptor B adrenérgico (Sibley et al,
1987).

En algunos casos, la fosforilación del receptor permite la inter­
acción con proteínas que compiten con la proteína G y, de esa
forma, inactivan la vía de transducción. Esto se ha demostrado
para la rodopsina, que al fosforilarse interacciona con una pro­
teína llamada arrestina, que impide la activación de transducina
(Wilden et al, 1986).

Finalmente, los receptores fosforilados son internalizados y, en
general, luego de defosforilarse son reciclados.

Otros segundos mensajeros

Ademásdel AMPcíclico y Ca2+-fosfoinosítidos, existen otros se­
gundos mensajeros comoel GMPcíclico, metabolitos del ácido ara­
quidónico y el pH citoplasmático.

El GMPcíclico está difundido en algunos tipos celulares solamen­
te. Por un mecanismosimilar al del AMPcíclico, media la relaja­
ción de músculoliso en respuesta al factor natriurético atrial y
en células de la mucosa intestinal media la secreción de sales en
respuesta a una exotoxina bacteriana (Waldman y Murad, 1987).
Además,participa en el mecanismode la visión (Stryer, 1986); en
células de la retina en oscuridad, el GMPcíclico se une a cana­
les de Na+manteniéndolos abiertos; al captarse la luz, se activa
la rodopsina y vía transducina se activa la fosfodiesterasa de
GMPcíclico que degrada al nucleótido y permite el cerrado de los
canales de Na+ con la consiguiente hiperpolarización de la mem­
brana.

El ácido araquidónico es liberado por fosfolipasa A2 o por fos­
folipasa C y diacil glicerol lipasa a partir de fosfolípidos; por
acción de diferentes enzimas (cicloxigenasa, lipoxigenasa y epo­
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xygenasa) es convertido en metabolitos que participan en mecanis­
mos inter e intra celulares (Needlemanet al, 1986); estos meta­
bolitos participan en la estimulación de la liberación de insuli­
na, en liberación de hormonalutainizante y en la regulación hor­
monal de canales de K+ en neuronas sensoriales de Aplysia. Los
receptores que activan la fosfolipasa A2actuarían vía proteínas
G (Jelsema, 1987).

Por su parte, el pH citoplasmático parece actuar como segundo
mensajero en varios tipos celulares. Por ejemplo, en fibroblas­
tos, en respuesta a factores de crecimiento hay una rápida alca­
linización del citoplasma de alrededor de 0,2 unidades de pH
(Pouyssegur et al, 1984). El pHcitoplasmático es regulado prin­
cipalmente por el antjporter Na+/K+y también por un antiporter
de bicarbonato y, sobre ellos actúan la proteína quinasa C y
otros componentes de mecanismos de transduCCión de señales (Vara
y Rozengurt, 1985).

Transmisión del mensaje el núcleo

En forma frecuente, la estimulación de receptores resulta en una
alteración de la transcripción de genes específicos. Esto se debe
a que los segundos mensajeros o bien proteínas que actúan en al­
guna vía de transducción de señales, modulan la actividad de fac­
tores de transcripción.

Así, el AMPcíclico induce la expresión de numerosos genes y ese
efecto es mediado por una proteína que se une a un consenso de­
terminado en la región promotora de esos genes. Ese consenso se
denomina CRE o elemento de respuesta a AMPcíclico (Montminy y
Bilezikjian, 1987).

La activación de la PKCpor ésteres de forbol también produce in­
ducción de la expresión de genes; estos genes poseen un consenso
denominado TRE que es reconocido por factores de transcripción
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como AP-l cuya actividad es regulada por PKC(Angel et al, 1987).
El factor AP-l es un dímero formado por los productos de los pro­
tooncogenes c-jun y c-fos.

De este modoentonces, las señales tanto para proliferación como
para diferenciación celular, llegan al núcleo y producen su efec­
to. La figura 6 resume los mecanismos vistos.

HORMONAS FACTORES DE CRECIMIENTO

Tkoána
qumasav A A A [Receptor

¿ / V V V

ras ? proteína G

Eventos \\\\\\\\\ F///
Independiente Segundos
de segundos mensajeros
rnensajeros\ X

Supresores de tumores Fact. transcripción
(Rb, p53) Hos,jun,myc)

x 9/
PROLIFERACION - DIFERENCIACION

En Saccharomycescerevisiae el ciclo celular se regula por dis­
tintas vías y constituye un buen ejemplo para ilustrar esta sec­
ción, comose aprecia en la figura 7.
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En respuesta a nutrientes, el sistema RAS-adenilil ciclasa produ­
ce AMPcíclico, y las quinasas de proteínas dependientes de dicho
nucleótido activan factores de transcripción nucleares que produ­
cen el crecimiento celular (Broach, 1991). Por otro lado, para la
reproducción sexual, las células a liberan la feromona a que es
captada por células a por medio de un receptor (STE 2) que se co­
necta con una proteína G (codificada por los genes SCGl, STE4 y
STElB)y este complejo activa quinasas de proteínas específicas
(STE7, STEll); éstas activan un factor de transcripción (STE12)
que actúa sobre distintos genes produciendo un arresto del creci­
miento y los cambios morfológicos necesarios para el cruzamiento
(Fields, 1990).



TRANSDUCCION DE SEÑALES EN PROCARIOTES

Consideraciones generales

Los procesos fisiológicos bacterianos de adaptación al entorno
son mediados por segundos mensajeros y, en especial, por quinasas
de proteinas o fosfotransferasas. La modificación post-traduccio­
nal de proteínas por fosforilación, ampliamente difundida en eu­
cariotes. también cumple un papel central en organismos procarió­
ticos (Saier et al, 1990).

Estas fosfotransferasas tienen caracteristicas similares a las
eucarióticas, pero también poseen propiedades únicas. Entre los
mecanismosque regulan, se encuentran el metabolismo intermedia­
rio, el transporte de carbohidratos, la transcripción de genes y
la diferenciación celular, comotambién procesos de virulencia,
fijación de COzfotosíntético, etc. (Cozzone, 1988).

Se han encontrado tres mecanismosdistintos de fosforilación de
proteínas en bacterias (Saier et al, 1990). Ellos son:

a) Quinasas de proteínas activadas por metabolitos
b) Sistemas de sensor-regulador o de dos componentes
c) Sistema de fosfotransferasas dependiente de fosfoenol piruvato

(PTS)

Quinasas de proteínas activadas por metabolitos

Este grupo incluye a miembrosde la clásica familia de fosfo­
transferasas dependientes de ATP,que son semejantes a las carac­
terizadas en eucariotes. Estas enzimas fosforilan a sus sustratos
en serina, treonina y tirosina (Reizer et al, 1988); incluso se
han caracterizado algunas que son capaces de fosforilar proteínas
de origen eucariótico (Chiang et al, 1989).



Si bien existen casos en que responden a segundos mensajeros, co­
mo AMPCo Ca2+ (Platt et al, 1988), en general son activadas en
forma alostérica por metabolitos celulares (Groismany Saier,
1990).

En la figura 8 se muestra un esquema del funcionamiento de estas
quinasas.
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Comose ve, la activación concluye por acción de una fosfatasa
que actúa sobre la proteína que fue fosforilada. La actividad de
fosfatasa puede deberse a una enzima distinta, o bien puede ser
propiedad de la misma enzima (Saier et al, 1990).

Enngignss

Las quinasas de esta familia mejor caracterizadas son las isoci­
trato de hidrogenasa quinasas de bacterias entéricas y las fosfo­
transferasas que fosforilan HPr, una proteína transportadora de
fosfatos del PTS.
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En el primer grupo se encuentra comosustrato la isocitrato de
hidrogenasa. En E, coli se ha demostrado que su fosforilación re­
versible modulael flujo de carbono Via ciclo de ácidos tricarbo­
xílicos y shunt del glioxalato (Wangy Koshland, 1982; Nimmo,
1984). Dentro de este grupo también es sustrato la citrato liasa­
ligasa. En Clostridium sphenoídes se ha demostrado que su fosfo­
rilación regula el metabolismodel citrato (Antranikian et al,
1985).

Las fosfotransferasas del segundo grupo fosforilan a HPr (Postma
y Lengeler, 1985) y de ese modo producen una conexión entre dos
sistemas de transducción de señales que emplean la transferencia
de fosfatos comomecanismo de activación.

Sistemas de dos componentes

Muchasde las respuestas adaptativas en bacterias, que varían
desde cambios transientes en la movilidad a reorganizaciones glo­
bales de la expresión génica y la morfología celular, son media­
das por los llamados sistemas regulatorios de dos componentes
(Stock et al. 1989).

En su forma más simple, estos sistemas están formados por un re­
ceptor o sensor, que habitualmente está ubicado en la membrana
interna, y un regulador que es una proteína citoplasmática con
capacidad para unirse al ADN.La información captada por el sen­
sor se transmite al regulador por fosforilación. Estos sistemas
poseen en general más de dos componentes y, en algunos casos, co­
moen quimiotaxis, la respuesta final no es la expresión de genes
sino cambios en la rotación del flagelo. Además, en algunos ca­
sos, los sensores con actividad de quinasa de proteinas son cito­
plasmáticos y necesitan de otras proteínas de membranaque capten
la señal.



El mecanismode activación de estas vías sigue los siguientes pa­
sos: primero, el sensor capta la señal y, comoconsecuencia de
ello, se autofosforila en un residuo histidina; luego, el sensor
fosforilado interacciona con el regulador y le transfiere el fos­
fato a un residuo aspartato activándolo. Finalmente, el regulador
fosforilado cumplesu efecto, ya sea activar la transcripción de
genes, cambiar el sentido de la movilidad, etc. (Bourret et al,
1989).

Este modelode funcionamiento fue deducido a partir del análisis
de las secuencias aminoacidicas de sensores y reguladores de dis­
tintos sistemas.

Los sensores tienen una secuencia variable en la región amino
terminal que es la encargada de captar la señal específica y po­
seen en el carboxilo terminal una región conservada. Esta región
tiene dominios conservados que aparecen en otras quinasas de pro­
teínas y, además, en casi todos los casos, en esta región se en­
cuentra el sitio de autofosforilación (Bourret et al, 1989).

Por su parte, los sensores presentan una región conservada en el
amino terminal, mientras que la región carboxilo terminal es muy
variable, y seria la zona encargada de producir el efecto final
(Bourret et al, 1989).

El mecanismopostulado implica, entonces, la interacción proteí­
na-proteína entre las regiones conservadas de cada componente. Es
por ello que esas regiones han sido denominadas "transmisor" y
"receptor", respectivamente (Kofoid y Parkinson, 1988).

La autofosforilación del sensor es una típica reacción de quina­
sa; en ella, se transfiere el fosfato 3 del ATPal anillo imida­
zólico de una histidina. La fosfohistidina obtenida puede consi­
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derarse un intermediario de alta energía que media la transferen­
cia de un fosfato de un dador a un aceptor; esto es diferente a
lo que ocurre con fosfoésteres comofosfoserina, fosfotreonina o
fosfotirosina, que son más estables y sirven para modular veloci­
dades de catálisis. La diferencia se debe a que la fosfohistidina
posee una energia libre estándar de hidrólisis muyalta (Stock et
al, 1989).

Los reguladores son fosforilados en un residuo aspartato que se
encuentra en la región conservada y forma parte de un consenso
que forma un bolsillo acídico que permite el ataque nucleofilico
por parte del fosfato de la fosfohistidina (Stock et al, 1989).
Debidoa la alta energia libre de hidrólisis del fosfoaspartato,
el regulador fosforilado es poco estable y eso seria aprovechado
por estos sistemas para producir efectos transientes (Bourret et
al, 1989).

D. l. l . l 1 i l

Los sistemas de dos componentes están ampliamente difundidos en
los mecanismosregulatorios bacterianos. En la tabla 2 se deta­
llan los más conocidos.

Comopuede apreciarse, una única bacteria como por ejemplo, E.
coli, posee varios sistemas regulatorios de dos componentes que
le permiten adaptarse a diferentes estímulos externos. Si las se­
ñales se transmitiesen por medio de un segundo mensajero común,
habría una gran probabilidad de interferencias.



ESPECIE SEISOB REGULADOR FUICIOI

Proteina Localización Proteina Transcripción

E. coli-S. typhinuriun Che A citoplasna Che B N0 Quillotaxis
Che Y IO

Rhizobiun neiiioti ¡tr B citoplasla Htr C SI hsililación de Hz

Escherichia coli Env Z lelbrana Olp R SI Expresión de porinas

Agrohactetiun tunefacicns Vir h lelbrana Vir G SI Transfornación de plantas

Escherichia coli Pho l ¡cubrana ? Pho P SI hsililación de fosfatos
Pho B lelbrana ?

Bhizohiun neiiloti F11 L lelbrana ? Fix J SI Fijación de N2

Bacillus subtilic DegS citoplasla ? DegU SI aninas degradativas

Baciiius subtilís ¡in h ¡cubrana Spo 0h SI Esporulación
Spo OF IO

Spo 0B IO

Es por ello que los sistemas de transferencia de fosfatos entre
el sensor y el regulador son ventajosos, ya que permiten utilizar
un mecanismocomúnque cuenta con las necesarias diferencias para

(Stock,
hay similitudes suficientes comopara que ha­

asegurar la especificidad de cada señal y su efecto
1987).
ya interacción

Sin embargo,
entre miembrosde distintas vías en condiciones

1988), habiéndose demostrado
por sensores de

anormales (Ninfa et al, fosforila­
ciones de reguladores otros sistemas in vitro.
Además, esto también podría ocurrir in Vivo; hay casos en los que
el fenotipo de una célula que tiene una mutación en un sensor
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puede interpretarse comoel resultado de un bajo nivel de inter­
conexión entre pares de sensorregulador inapropiados (Ronson et
al, 1987).

E ., a .

Unejemplo clásico de sistema de dos componentes es el del siste­
ma que regula la expresión de porinas en E, coli.

Las células de E. coli están compuestas por dos compartimentos,
periplasma y citoplasma, delimitados por la membranaexterna y la
pared celular, por un lado, y por la membranainterna, por otro
(Stock et al, 1989). El complejo membranaexterna-pared celular
es rígido y permite soportar la presión osmótica del medio; posee
además, canales formados por homotrímeros de porina que permiten
el intercambio con el entorno (Nikaido y Vaara, 1985). Las dos
porinas principales de E. coli son los productos de los genes
0mpFy 0mpC;los niveles de estas porinas están regulados en res­
puesta a varios parámetros ambientales, comoosmolaridad del me­
dio, temperatura, fuentes de carbono, etc. (Lugtenberg et al,
1976). La regulación es llevada a cabo a nivel transcripcional
por dos genes que forman el locus 0mpBy son los denominados OmpR
y EnvZ (Hall y Silhavy, 1981).

En la figura 9 se detalla el funcionamiento del sistema.
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La proteína EnvZ es una proteina intrínseca de membranaque es
capaz de sensar la presión del espacio periplasmático. Cumpliendo
con su papel de sensor, se autofosforila en histidina y trans­
fiere el fosfato a un aspartato de la proteína OmpR. Esta
proteína fosforilada activa la transcripción de los genes que
codifican para las proteínas OmpFy OmpC.
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de fosfotransferasas dependiente de fosfoenolpiruvatoSistema
(PTS)

Este sistema se basa en la transferencia de un grupo fosfato del
lafosfoenolpiruvato (PEP) a una serie de proteínas que permiten

translocación de determinados carbohidratos, su fosforilación y
la respuesta quimiotáctica correspondiente (Saier et al, 1990).

u . i ..

La cadena del PTS comprende habitualmente cuatro proteinas: HPr y
la enzima I que son proteínas solubles encargadas del acoplamento

y las enzimas II y III que se unen a membranas y son
azúcar (Saier, 1989). Las fosforilaciones

energético,
específicas para cada
se producen en residuos histidina (Potsma y Lengeler, 1985). En
la figura 10 se puede observar un modelo del mecanismo del PTS.
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En E. coli y otras bacterias entéricas, la enzima III actúa como
efector alostérico regulando la actividad de permeasas de carbo­
hidratos, enzimas catabólicas, adenilil ciclasa y, probablemente,
de reguladores transcripcionales. En bacterias Grampositivas, el
PTSregula enzimas catabólioas y permeasas de carbohidratos por
una fosforilación directa (Saier et al, 1990).

Además,algunos operones sufren la fosforilación directa de anti­
terminadores transcripcionales, comoes el caso de E. coli y B.
subtilis (Amster-Choderet al, 1989).

E . i. i J ETS

Una de las funciones primordiales del PTSes la captación de car­
bohidratos específicos. Esta clase de transporte ocurre en forma
de sistema vectorial que cataliza la translocación de los sustra­
tos a través de la membrana. Además, al mismo tiempo que se pro­
duce su translocación, los carbohidratos son fosforilados por un
proceso vectorial dependiente de PEP. De este modo, en el inte­
rior de la célula no hay carbohidratos libres (Potsma y Lengeler,
1985). Existe cooperatividad entre la unión del sustrato en la
cara externa de la membranay la unión de la enzima III (o la en­
zima II) en la cara interna, y esto representa un verdadero sis­
tema de transducción de señales, ya que una limitada cantidad de
la enzima permite la regulación alostérica de numerosos sistemas
(Saier, 1989).

Además,estos carbohidratos tienen un efecto quimiotáctico sobre
la bacteria. Esta señal no se transduce por medio del sistema
cheA-cheY, sino que implica a las enzimas II o III del PTS (Len­
geler et al, 1981). Debido a esto, la quimiorecepción está muy
ligada al proceso de translocación y fosforilación. La fosforila­
ción reversible de estas enzimas es la señal para activar la vía
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quimiotáctica. Nose sabe si estas enzimas interactúan directa­
mente con algún componente del sistema quimiotáctico cheA-cheY o
ejercen su efecto por algún factor difusible.

EE + J l . i J BIS

El sistema PTS regula también la captación y el catabolismo; los
efectos del PTS sobre estos procesos son conocidos comoexclusión
del inductor y represión catabólica.

En ausencia de sustratos del PTS, la transferencia de fosfatos
desde el PEPse detiene en la enzima III; esta enzima fosforilada
activa a la adenilil ciclasa y las permeasas para azúcares que no
se transportan por el PTSestán activas. En presencia de un sus­
trato del PTS, la enzima III transfiere el fosfato a dicho sus­
trato, por lo que no es capaz de activar la adenilil ciclasa.
Además, la enzima defosforilada se une a las permeasas y las
inactiva.

La inactivación de las permeasas es el fenómeno conocido como ex­
clusión del inductor; la síntesis de las enzimas que catabolizan
carbohidratos que no se transportan por el PTS es disparada por
el AMPcde modoque, al disminuir el nivel de este nucleótido,
disminuye la síntesis de esas enzimas, constituyendo el fenómeno
denominadorepresión catabólica (Saier, 1989).



CARACTERISTICAS DE LA FAMILIA DE LAS GTPasas

Características generales

Las proteinas que pertenecen a esta familia se distinguen por un
diseño estructural y un mecanismo de activación comunes. Cada
miembroconstituye un switch preciso que cambia su afinidad por
otras macromoléculas. La activación se produce por unión de GTPy
la inactivación por hidrólisis del GTPa GDP;este mecanismover­
sátil permite a las distintas GTPasasamplificar señales trans­
membrana,dirigir la sintesis y translocación de proteinas, guiar
el tráfico vesicular a través del citoplasma y controlar la pro­
liferación y diferenciación de células animales.

Comoblancos de mutaciones y toxinas microbianas, las GTPasas
cumplen papeles importantes en la patogénesis del cáncer y de en­
fermedades infecciosas.

Las características enumeradas, hacen de las GTPasasun claro
ejemplo del curso de la evolución que ha permitido obtener diver­
sidad funcional a partir de un mecanismoy una estructura conser­
vados (Bourne et al, 1990).

Los miembros más importantes de la familia son:

1) Los productos de los oncogenes y protooncogenes ras y proteí­
nas relacionadas

2) GTPasasque participan en la síntesis ribosomal de proteínas
cuyo ejemplo clásico es el factor de elongación bacteriano EF­
Tu

3) Las subunidades a de las proteínas G, heterotrímeros que par­
ticipan en la transducción de diversas señales.

El término GTPasaes el que mejor define a esta familia, ya que
hace hincapié en la actividad bioquímica crucial de estas proteí­
nas y, por lo tanto, ha sido acuñado recientemente (Bourne et al,
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1990), dejándose de lado otras definiciones comoproteínas que
unen GTP.Con esta definición, se diferencia claramente a esta
familia de otras proteinas, comopor ejemplo, guanilil ciclasa o
tubulina, cuyos mecanismosde acción y activación son diferentes.

Ciclo del GTP

El ciclo de las GTPasas, que se muestra en la figura 11, incluye
tres estados conformacionales de 1a proteina. La liberación del
GDPunido convierte al estado "inactivo" de la proteína en un es­
tado "vacío" transiente. Bajo las condiciones normales del cito­

el GTPtiene mayor probabilidad de unirse que el GDP(por
y luego de este

hi­

plasma,
la diferencia en la concentración de uno y otro),
evento la proteína adquiere la conformación "activa" que por
drólisis del GTPrevierte a la forma inactiva.
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La irreversibilidad de la hidrólisis del GTPhace que el ciclo
sea unidireccional. La funcionalidad está dada por las diferentes
capacidades para interactuar con macromoléculasespecificas.

Para la mayoría de las GTPasas, la fracción de moléculas en la
forma "activa" depende de las velocidades relativas de dos reac­
ciones: a) disociación del GDPy b) hidrólisis del GTP. Esas ve­
locidades están definidas, respectivamente, por dos constantes de
velocidad, Kdi9.GDPy Kcat.GTP. La relación entre las formas uni­
das a GTP y GDP es:

GTPasa.GTP Kdis.GDP

GTPasa.GDP Kcat.GTP

En casi todos los casos, estas constantes de velocidad son regu­
ladas por proteinas específicas. Aquellas que aumentan Kdis.GDP
se llaman proteínas intercambiadoras de nucleótidos (GNRPs),
mientras que las que aumentan Kcat.GTP se denominan proteínas ac­
tivadoras de la GTPasa (GAPs)(Bourne et al, 1991).

Utilizando los ejemplos del factor de elongación bacteriano tu
(EF-Tu) y de las proteínas G, se puede observar claramente las
diferentes funciones que cumple el ciclo de las GTPasas. El ciclo
del EF-Tuestá esquematizado en la figura 12.

Unaproteína intercambiadora de nucleótidos, EF-Ts, se une a la
forma inactiva de EF-Tu y promueve la disociación de GDP. Luego,
EF-Tu unido a GTP se disocia de EF-Ts y se une al aminoacil ARN
de transferencia (ARNt)para formar un complejo que se une al ri­
bosomaprogramado. La hidrólisis del GTP, promovida por el ribo­
soma, que actúa comoGAP,sirve para controlar y mejorar la fide­
lidad de la traducción. Este proceso se conoce comoprueba de
lectura cinética y compara la duración de la interacción codón­
anticodón con el tiempo requerido para la hidrólisis del GTP. En
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altapaso de control, un anticodón incorrecto tiene
el

el primer
probabilidad de disociarse del codón antes de la hidrólisis y
aminoacil-ARNt será rechazado. Existe un segundo paso de control
y está dado por la unión del complejo EF-Tu.GDPal ribosoma ya
que dicho complejo no se libera en forma inmediata, sino que se
mantiene unido un tiempo suficiente como para que un anticodón
débilmente unido tenga una segunda oportunidad para disociarse.

GDP GTP

aadRNA
aa-tRNAW

H

aa-tRNA
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Las proteínas G por su parte, utilizan el mecanismopara transdu­
cir señales a través de la membranay su ciclo se esquematiza en
la figura 13.

GDP

p.- \
® Respuesta ©

El receptor actúa como GNRPpromoviendo la disociación del GDPde
la subunidad a; la unión del GTPproduce la disociación del trí­
mero aBXdel receptor y la separación de a-GTP del complejo BK.
El complejo a-GTPinteractúa con el efector activándolo y la in­
teracción termina por hidrólisis del GTPpor una actividad GTPasa
propia de la subunidad a. El complejo a-GTP se une a BKpara re­
poner el estado "inactivo" de la proteina.
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La actividad GTPasa está controlada en forma diferente en estos
dos casos ya que hay requerimientos distintos para amplificar se­
ñales y para la lectura de prueba. En el caso del EF-Tu, el meca­
nismo requiere que la interacción con el ribosoma acelere por un
factor mayor a 105 la Kcat.GTP intrínseca, que es muybaja; la
actividad GTPásica actúa como un cronómetro y debe ser muypreci­
sa para garantizar la eficiencia y la fidelidad de la traducción.
Por eso el complejo EF.Tu activo-aminoacil ARNttiene una dura­
ción determinada y por eso también, la hidrólisis del GTP debe
ser tan estrictamente condicional y depender del ribosoma.

En el caso de las proteínas G, los requerimientos no son tan es­
trictos. La amplificación de la señal se produce usando una Kcat.
GTPfija y esta actividad es propia de la proteína. La hidrólisis
de GTPes mucho más lenta que en el caso del EF-Tu. Esta veloci­
dad de hidrólisis de GTPes lo suficientemente lenta para ampli­
ficar la señal (ya que permite la interacción con más de una mo­
lécula del efector), y es lo suficientemente rápida para terminar
con la transmisión del mensaje de modode mantener las condicio­
nes fisiológicas óptimas (Bourne et al, 1990).

Regiones implicadas en la unión del nucleótido

Se han identificado cinco regiones implicadas en la unión del nu­
cleótido en distintos miembrosde la familia (Halliday, 1984).
Estas regiones, en especial las primeras cuatro, están muy con­
servadas y se les ha denominado ACEGI,contando desde el extremo
amino terminal. El consenso A es GXXXXGK;el E amino de la lisina
junto con hidrógenos de grupos amídicos de la cadena principal de
varios aminoácidos forman puentes de hidrógeno con los fosfatos a
VB­
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La región C está definida por el consenso DXXG;el aspartato se
une al Mg2+ a través de una molécula de agua, mientras que el
protón amídico de la glicina forma un puente de hidrógeno con el
fosfato 3.

La secuencia consenso E es una región muyhidrofóbica que precede
a la región G. Esta región tiene la secuencia caracteristica NKXD
y participa en la unión de la guanina; la asparagina forma un
puente de hidrógeno con el Ce de la base y el aspártico hace lo
propio con el NHz de la posición 2 del anillo. La lisina forma
puentes de hidrógeno con carbonilos de G y K del consenso A esta­
bilizando la unión de la base.

La región I está definida en la familia ras por la secuencia TSA;
la alanina está en contacto con la base y, dado que ese es el
único punto de contacto, es posible que por eso sea dificil en­
contrar sus equivalentes en el resto de la familia. Sus homólogos
serian la región TSAL (171-174) de EF-Tu y TCAVDT(366-371) en
subunidades a de proteínas G.



PROTEINAS G

Características generales

Las proteínas G son trímeros formados por subunidades a y el com­
plejo BK. Las subunidades a se caracterizan por un PMque oscila
entre 39 y 54 kDa, y al producirse la activación se disocian del
complejo B3. Funcionalmente, el complejo BXes una unidad, aunque
está formado por dos péptidos: la subunidad B con PMde 35-36 kDa
y la subunidad 3 cuyo PM se halla entre 8 y 10 kDa (Gilman,
1987).

Estos trimeros confieren al proceso de transducción de la señal
dos características fundamentales: direccionalidad y amplifica­
ción (Heidemany Bourne, 1990). La direccionalidad está dada por
la actividad GTPasa como ya se vio. Comoconsecuencia de dicha
actividad, la reactivación requiere que haya una nueva interac­
ción con el receptor, lo que diferencia este procesos del aloste­
rismo. Existe una barrera de energía que impide la disociación
espontánea del nucleótido, ya sea en 1a forma di o trifosfato. La
amplificación ocurre por dos mecanismos: primero, la activación
de un único receptor permite la activación de un número muchoma­
yor de proteinas G; segundo, cada subunidad a tiene una vida me­
dia en el estado activado que le permite interaccionar con varias
moléculas del efector.

Clasificación y función de las subunidades a

Gracias a las técnicas de clonado y secuenciación, se han identi­
ficado numerosas subunidades a en todos los organismos eucarióti­
cos. Hay más de 30 miembros de esta familia clonados, y al ali­
nearlos se observa que hay alrededor de un 20%de aminoácidos in­
variables (Lochrie y Simon, 1988), que son los implicados en la
unión del nucleótido. Además,la conservación entre las distintas
especies es muyalta. En base a la homología de la secuencia ami­
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noacídica, en mamíferos se puede clasificar a las subunidades a
en 4 grupos, según el detalle que se observa en la figura 14
(Simon et al, 1991).
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La clase G9presenta a as y aolf. Ambasactivan a la adenilil ci­
clasa pero aolf está restringida a tejidos neuronales especificos
y su función sería participar en la transducción de señales olfa­
torias (Jones y Reed, 1989). as es ADPribosilable por la toxina
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de Vibrio cholerae (CT)(Northup et al, 1980), y también es capaz
de activar canales de Ca2+ (Brown y Birnbaumer, 1988; Mattera et
al, 1989).

La clase Gi tiene los siguientes miembros: ail, aiz, aia, aoa.
aob, atc, atr y az. Todas estas subunidades a, excepto az, son
ADPribosiladas por toxina de Bordetella pertussis (PT). Las tres
ai son muyhomólogas entre si y su función es inactivar a la ade­
nilil ciclasa (Bokochet al, 1984) y activar canales de K+atria­
les (Yatani et al, 1988). Las dos ao abundan en cerebro (Asano et
al, 1987). Si bien no se sabe con exactitud qué funciones cum­
plen, distintos experimentos indican que actuarían en los si­
guientes procesos: acople de receptores quimioatractantes y fos­
folipasa C (Kikuchi et al, 1986), activar canales de Ca2+ (Hes­
cheler et al, 1987) y de K+ (Van Dongen et al, 1988), y acople
con receptor adrenérgico a2 (Cerione et al, 1986). Las at forman
parte de la transducina de conos (c) y bastones (r), activan la
fosfodiesterasa de GMPcíclico de la retina permitiendo que ocu­
rra el fenómeno de la visión (Stryer, 1986). Ambasson ADP ribo­
silables por C.T. y P.T. La subunidad az tiene semejanzas con la
familia ai pero tiene rasgos propios: además de no ser modifica­
ble por P.T., presenta muybaja velocidad de intercambio y de hi­
drólisis de GTP(Casey et al, 1990). Se ha postulado que podria
regular PLC(Cockroft, 1987), e inhibir canales de K+por acción
de sustancia P (Nakajima et al, 1938).

La familia Gq incluye a aq, all, a14, als y a16. Las dos primeras
tienen alta homologia y están ampliamentedifundidas en distintos
tejidos (Strathmann y Simon, 1990); difieren en la región de in­
teracción con BZ, por lo que generarian señales con diferentes
constantes de tiempo y diferentes especificidades de receptor
(Simonet al, 1991). Las tres formas restantes están restringidas
a algunos tejidos solamente y cumplirían funciones similares. El
papel preponderante de esta familia es activar fosfolipasa C y
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son insensibles a PT (Smrcka et al, 1991). Dado que se ha detec­
tado efecto de esta toxina sobre la actividad de la enzima men­
cionada, se ha postulado la existencia de otra proteína G, sensi­
ble a PT que activaría PLC (Ohta et al, 1985) denominada GPLC.
Esto implica que algunas isoformas de PLCse activarían por pro­
teínas G sensibles a PT, otras por proteínas G insensibles a di­
cha toxina y otras que responderían a p21ras.

La clase G12 está formada por a1z y ala; ambas son ubicuas y se­
rían resistentes a PT (Parks y Weischaus, 1991). Aún no se conoce
las funciones que cumplen.

Además,por distintos experimentos se ha postulado que debe exis­
tir Gs, una proteina G asociada a la exocitosis; actuaria acti­
vando PLCo produciendo algún otro segundo mensajero para produ­
cir el efecto (Barrowmanet al, 1986), pero aún no se ha confir­
madosu existencia.

Ademásde mamíferos, se ha detectado la existencia de proteínas G
en plantas. Por ensayos bioquímicos e inmunológicos se detectó
una proteína G en hojas de alfalfa que estaría vinculada a fito­
cromo (Muschietti et al, 1991). Por otro lado, en Arabidopsis
thaliana se clonó una subunidad a (GPA1)que tiene un 73%de ho­
mología con aia (Ma et al, 1990).

Además,se han identificado proteínas G en eucariotes inferiores
que mantienen las características halladas en organismos superio­
res. En Saccharomyces cerevisiae, se encontraron dos subunidades
a denominadas SCG1y SCGz (Dietzel y KurJan. 1987; Nakafuku et
al, 1988). Comose vio en otra sección, participan en la respues­
ta a feromonas.
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En Dictyostelium discoideum se clonaron dos genes que codifican
para subunidades a: ai y a2 (Devreotes, 1989). Estarían acopladas
a receptores guimiotácticos participando en los fenómenos de
agregación celular y diferenciación (Firtel et al, 1989).

También se ha detectado en TTypanosomacrusi la presencia de al
menos una proteína G. Esto se logró por medio de técnicas bioquí­
micas e inmunológicas (Coso et al, 1991) y por reconstituciones
heterólogas (Eisenschlos et al, 1986a).

Tambiénse han reportado subunidades a en Chenorhabditís elegans
(Lochrie et al, 1991) y en Drosophila melanogaster (Quan et al,
1989).

En general, las subunidades a de eucariotes inferiores tienen en­
tre un 60 y un 75% de homología con sus equivalentes en mamífe­
ros, lo que indica una alta conservación durante la evolución pa­
ra mantener la función de estas proteínas.

Características y funciones del complejo BB

En mamíferos se han encontrado cuatro isotipos de subunidades B
(Levine et al, 1990; Simon et al, 1991). Comparten más del 80%de
homología y cada isotipo presenta una secuencia aminoacídica
idéntica en distintos organismos, hecho que estaría indicando una
conservación de la función. De las cuatro isoformas, tres están
ampliamentedifundidas en los distintos tejidos, mientras que la
variante B4 es abundante en cerebro y pulmón.

La subunidad X ha presentado dificultades para su estudio, ya que
se tiñe poco y es difícil de localizar en geles (Hildebrandt et
al, 1984). Por técnicas electroforéticas, inmunológicas y de se­
cuenciación de proteínas, se demostró su diversidad (Roof et al,
1985; Hildebrandt et al, 1985). Se han detectado dos isotipos en
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retina (Van Dop et al, 1984; Fukada et al, 1989), y al menos
otros cuatro en otros tejidos (Giulian y Graham, 1988; Gautam et
al, 1989).

Las subunidades B presentan la secuencia C-A-A-X(donde C es cis­
teína, A un aminoácido alifático y X cualquier aminoácido), en la
región carboxilo terminal. Esta región es idéntica a la que apa­
rece en proteinas ras, laminas nucleares, factor a de mating de
levaduras, etc. (Rine y Kim, 1990). Esta secuencia ha sido deno­
minada CMAXbox y en los ejemplos citados permite que las protei­
nas sufran una serie de modificaciones post-traduccionales y se
asocien a membranas. Se ha demostrado que las subunidades 3 su­
fren esas modificaciones (Fukada et al, 1990), excepto 31 de re­
tina. En ese tejido, el complejo 832 aumenta la unión de GTPa at
30 veces más que 631 y que at.GDP tiene mucho más afinidad por
532 (Ohguro et al, 1990). Todo esto indicaria que, en este caso,
las modificaciones post-traduccionales en la secuencia C-A-A-X
estarian relacionadas con la interacción entre el complejo BX
(que seria activo sólo al ser modificado) y at y no con el ancla­
je a membranas como se habia postulado (Fukada et a1, 1990).

La función más conocida del complejo 83 es atenuar la acción de
las subunidades a (Neer et al, 1987; Cerione et al, 1987). Sin
embargo, se han detectado otras funciones para este complejo. Da­
do que el intercambio de nucleótidos en la subunidad a se produce
en forma eficiente sólo en presencia del receptor activado y de
BX, y que la adición de BXlibre a ai o ao acelera el intercambio
aunque en presencia de receptor el intercambio aumenta aún más
(Higashijima et al, 1987), se ha postulado que DXcumpliria el
papel de intercambiador, mientras que el receptor regularía la
función de BK (Heideman y Bourne, 1990).

Además. se han reportado efectos directos de BBsobre efectores.
Asi, se reportó que BXactiva a la fosfolipasa A2 de retina para
producir ácido araquidónico y que at inhibe dicho efecto (Jelsema
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y Axelrod, 1987). También se vio que 83 activa canales de K+ de
corazón en concentraciones nanomolares (Logothetis et al, 1987),
aunque el mismoefecto se observó utilizando concentraciones pi­
comolares de ai (Codina et al, 1987).

Estos resultados desataron polémicas entre los laboratorios invo­
lucrados. Sin embargo, por análisis genéticos de Saccharomyces
cerevisiae se demostró que el mecanismode recepción de la señal
provocada por feromonas, ya visto en secciones anteriores, re­
quiere que las subunidades B y X producidas por los genes STE4 y
STE18sean funcionales. Más aún, deleciones en el gen que codifi­
ca para la subunidad a (SCGI) potencian el efecto de la feromona
(Whiteway et al, 1989). Esto indica que el complejo BS es el en­
cargado de activar al efector y la subunidad a jugaría un papel
inhibitorio.

Por lo tanto, el complejo 93 cumpliría las siguientes funciones:

a) Estabilizar la interacción de las subunidades a con los re­
ceptores, tal vez induciendo la formación de complejos apro­
piados con cinéticas de activación específicas

b) Modular los efectos de las subunidades a activadas
c) Regular, al menos indirectamente, la actividad de canales y

fosfolipasas

La diversidad de las subunidades B y 8, las modificaciones que
sufren las últimas, la interacción con distintas subunidades a,
sugieren que el complejo BSes importante en el establecimiento
de asociaciones específicas con receptores y en la integración de
diversas vías mediadas por proteínas G.
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Relación estructura-función de las subunidades a

La comparación de regiones conservadas de la secuencia de subuni­
dades a oon otras GTPasas, la construcción de quimeras, la modi­
ficación por toxinas bacterianas y ensayos de mutagénesis dirigi­
da, han permitido postular una estructura tridimensional de estas
proteinas y detectar las regiones funcionalmente importantes.

Tomandocomo base las secuencias consenso de Halliday (Halliday,
1984) se alinearon las secuencias de subunidades a con las del
EF-Tu y p21ras y se obtuvo una secuencia "a promedio" (Masters et
al, 1986). Además,teniendo en cuenta la estructura tridimensio­
nal del EF-Tu (Jurnak, 1985) se postuló la estructura para la
subunidad "a promedio" que se muestra en la figura 15.

Al hacer la predicción de la estructura basándose en la obtenida
para p21ra9 (deVos et al, 1988), se obtuvo un resultado idéntico
(Holbrook y Kim, 1989).
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Ademásde las cuatro regiones involucradas en la unión del nu­
cleótido, las subunidades a presentan otros dominios funcionales.
Unode ellos es la región responsable de la actividad GTPásica
(GAP)que ha sido ubicada entre las regiones A y C, aproximada­
mente entre los aminoácidos 100 y 230, como resultado de varias
evidencias experimentales:

La arginina 201 de as es el blanco de la toxina de cólera
(CT) cuyo efecto es la inhibición de la actividad GTPásica
(Cassel y Selinger, 1977)
Mutaciones en la arginina 201 o en la glutamina 227 de as in­
hiben la actividad GTPásica (Landis et al, 1989). Un efecto
similar se observó en ai (posiciones 179 y 205)(Lyons et al,
1990).
Comparandocon las secuencias de p21ras y de GAP(la proteina
que estimula la hidrólisis del GTPunido a p21) se observan
homologias en esta región (McCormick, 1989a)(figura 16).

T R V V S G F V F GAP(891-903)

as (189-210) C R*V L T S G I F

p21ras (31-45) K Q V V

Tambiénse definió un dominio atenuador, que controla la función
de la subunidad a en forma independiente de la GTPasa; el dominio
estaría ubicado entre los aminoácidos 15 y 144 y se lo caracteri­
zó por el efecto de mutaciones en dicha región (Osawaet al,
1990a), y por la expresión de quimeras aa/ai (Osawa et al,
1990b).

Por el método de quimeras también se mapeó la región que interac­
túa con el efector. En as, el fragmento comprendido entre los
aminoácidos 235 y 355 es responsable de la activación de la ade­
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El extremo amino terminal es la zona de contacto con el
BX. La proteólisis de este extremo impide la unión de la
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Teniendo en cuenta todos estos datos, se ha postulado el modelo
que se observa en la figura 17 con los dominios funcionales de
las subunidades a (Osawa et al, 1990b).

Consensos

de Halliday I t . , Interacciónn eraccnon
Atenuador C25? efector receptor

NH ¿ZÍZáïzaáá 'COOH
2

PTCT



- 43 _

Comose ve, se puede considerar a estas subunidades como dos mi­
tades; una de ellas, la que contiene el amino terminal con una
función atenuadora y la otra, que posee el carboxilo terminal con
una función activadora.

Finalmente, si se considera la organización espacial de la pro­
teína, se ve que los extremos deben ubicarse muycerca uno del
otro. Esto concuerda con el efecto de BXsobre la interacción re­
ceptor-subunidad a. Además, otro dato que refuerza este modelo es
el requerimiento del complejo BB, que interactúa con el amino
terminal, para el efecto de la toxina pertussis que actúa sobre
el carboxilo terminal (Tsai et al, 1984). Tambiénse requiere que
ambosextremos sean funcionales para el efecto de la toxina de
cólera (Osawaet al, 1990b). Por lo tanto, desde el punto de vis­
ta tridimensional, se puede considerar a las subunidades a como
un núcleo que tiene la capacidad de unir el nucleótido y propie­
dades efectoras y atenuadoras, y cuya función es regulada por los
dos extremos.

Organización de los sistemas de transducción mediados por proteí­
nas G

En un mismotipo de células hay varias subunidades a distintas y,
dada la intercambiabilidad de los complejos BK, existe la posibi­
lidad de varias combinaciones de subunidades. Estas relaciones
combinatoriales podrían regular la interacción del receptor con
la proteína G y la cinética de activación de la respuesta (Simon
et al, 1991). Tambiénse ha postulado que existiría una comparti­
mentalización de los diferentes trimeros (Strittmatter et al,
1990). Además, los distintos complejos BXtienen afinidad dife­
rencial con las diferentes subunidades a (Casey et al, 1989b).

Todo esto contribuye a que se formen complicados circuitos de
transducción de señales con capacidad para interactuar entre si.
Esta seria una explicación para la multifuncionalidad de las sub­
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unidades a; cada una de ellas es capaz de activar distintos efec­
tores (canales, adenilil ciclasa, etc.), y podrian servir como
núcleo de coordinación de diferentes vias.

La posibilidad de interconexión requiere la existencia de meca­
nismos de control. Uno de ellos parece ser un mecanismo de con­
trol por feed back mediadopor fosforilaciones. Este tipo de me­
canismo ha sido observado en Dictyostelium disooideum (Stone y
Reed, 1990). Incluso se ha reportado la interacción de proteínas
G con ras (Yatani et al, 1990).

A partir de estos datos puede deducirse el papel fundamental que
cumplenestas proteínas en la coordinación e integración de in­
formación.



PROTEINAS RAS

Consideraciones generales

Las proteínas ras son miembros de la familia de las GTPasas (Bar­
bacid, 1987), que se distinguen de las subunidades a de proteínas
Gpor las siguientes características:

—No interaccionan con subunidades BB

- Nnoson ADPribosilables por toxinas de cólera o pertussis

- Su peso molecular oscila entre 21000 y 24000

La última característica las diferencia también de los factores
de iniciación y elongación de la síntesis proteica, ya que mien­
tras las proteínas ras tienen alrededor de 200 aminoácidos, los
factores citados tienen entre 400 y 900.

Las proteinas ras parecen ser muyubicuas en eucariotes y se las
puede encontrar en forma proto-oncogénica u oncogénica. Esta úl­
tima es capaz de transformar no sólo líneas celulares sino que se
la ha encontrado en tumores de diversos órganos. Debido a esto,
estas proteínas han sido estudiadas intensamente en los últimos
años.

Caracteristicas de los genes ras

Los genes ras fueron identificados como los responsables de la
transformación mediada por cepas del virus de sarcoma de rata y
de allí proviene su nombre: Bat Sarcoma. Se han detectado cuatro
retrovirus que contienen genes ras: H-MSV(Harvey, 1964), K-MSV
(Kirstein y Mayer, 1967), BALB-MSV(Aaronson y Barbacid, 1978) y
Rasheed-MSV(Rasheed et al, 1978). Estos genes han sido clonados
y secuenciados (Dhar et al, 1982; Tsuchida et al, 1982; Rasheed
et al, 1983; Reddy et al, 1985).
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En mamíferos se han hallado tres genes ras: H-rasl, K-rasZ y N­
ras. Este último es el único que no ha sido transducido por re­
trovirus y se lo aisló de una linea celular de neuroblastoma
(Shimizu et al, 1983). Además, se detectaron dos seudogenes: N­
rasZ y K-rasl (Barbacid, 1987).

La región codificante comprende cuatro exones salvo K-rasZ que
tiene dos formas alternativas para el exón 4 y produce dos pro­
teinas isomorfas de 188 y 189 aminoácidos (Barbacid, 1987). Pre­
sentan además, un quinto exón en la región 5' no codificante
(Ishii et al, 1985). Los exones están muyconservados, lo que su­
giere que existió un gen ancestral común, mientras que los intro­
nes son muydivergentes, por lo que las longitudes son diferen­
tes.

Los promotores no presentan las secuencias TATAy CAATque apare­
cen en la mayoría de los genes eucarióticos; presentan, en cam­
bio, zonas ricas en GCque probablemente son reconocidas por el
factor spl, característico de genes de mantenimiento celular
(Ishii et al, 1986).

Estructura tridimensional de las proteinas ras

A partir de la obtención de la estructura cristalina del EF-Tu
(Jurnak, 1985; McCormicket al, 1985), se esbozaron modelos para
la estructura tridimensional de las proteínas ras. Para ello se
aprovechó la existencia de secuencias conservadas que participan
en la unión del nucleótido y estos modelos demostraron ser acer­
tados cuando se logró cristalizar al producto de c-H-ras unido a
GDP (DeVos et al, 1988).

El dominio catalitico constituye una unidad formada por una hoja
B enrollada en el centro, que está rodeada por a hélices. En la
figura 18 se observa un diagrama con la estructura topológica de
la proteína.



La proteina está formada por seis cadenas B ubicadas en forma pa­
ralela, excepto la Ba que es anti—paralela, y por cinco a héli—
ces. Estos dos tipos de cadenas están conectados por diez loops.

La estructura cristalina fue obtenida a una resolución de 2,7
A. Conesta resolución fue posible trazar el esqueleto polipep­
tídico y, además, aproximar la orientación del átomo Cp y distin­
guir algunas cadenas laterales de aminoácidos. El esqueleto poli­
peptídico obtenido es el que se muestra en la figura 19.

En el esquema de la figura 19 se observa que el nucleótido inter­
acciona con una especie de "bolsillo" formado por los loops L1,
L2, L7 y L9. En estos loops se ubican los aminoácidos de las se­
cuencias A (unión de fosfatos), C (unión del Mg2+) y G (unión de
la base). Estas secuencias (fragmentos 12-15, 59-63 y 116-119)
están remarcadas en el esquema, ya que las mutaciones por susti­
tución responsables de la activación oncogénica ocurren en ellas.
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Tambiénse cristalizó una mutante oncogénica de c-Hras unida a
GDP(Tong et al, 1989) en la que hay una sustitución de valina
por glicina en la posición 12. Esto permitió comparar las estruc­
turas tridimensionales de una forma proto-oncogénica con una on­
cogénica. La estructura general de la proteína transformante es
muysimilar a la de la normal; sólo se advierten diferencias en
los loops L1, L2, L3 y L4 en la mitad amino terminal de la molé­
cula: las mayores diferencias se producen en la región comprendi­
da entre los aminoácidos 9 y 18 y, fundamentalmente, se deben a
la pérdida de dos puentes de hidrógeno de los residuos 12 y 13
con el B-fosfato. Esto parece alterar la orientación de dicho
fosfato que redundaria en una alteración de la velocidad de hi­
drólisis del GTP.
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Finalmente, también se logró cristalizar proteínas ras unidas a
análogos no hidrolizables de GTP, es decir que la proteína se
cristalizó en su conformaciónactiva. La cristalización se obtuvo
originalmente a una resolución de 2,6 A (Pai et al, 1989) y
luego se la mejoró hasta lograr una resolución de 1,35 A (Pai
et al, 1990; Milburn et al, 1990). Las diferencias estructurales
que se producen al intercambiar GDPpor GTPse observan en las
regiones que están en contacto con el X fosfato e implican a la
treonina 35 y la glicina 60 en especial, y también a la glicina
10 y la alanina 11. Todo esto resulta en dos regiones que mues­
tran cambios conformacionales notorios entre un estado y otro
(Jurnak et al, 1990). Una abarca la región comprendida entre los
aminoácidos 30 y 38, y la otra envuelve al fragmento que se ex­
tiende entre los residuos 60 y 76. La figura 20 muestra las dife­
rencias entre ambasestructuras.
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Ambasregiones aparecen en la superficie de la molécula y son ve­
cinas. Todoesto hace que sean sitios potenciales de interacción
con otras proteinas (Milburn et al, 1990). Teniendo en cuenta la
posición del carboxilo terminal que es la región que se une a la
membrana,el fragmento 60-76 queda orientado precisamente hacia
la membrana, mientras que la otra región que presenta cambios
conformacionales queda orientada hacia el citoplasma. Por lo tan­
to, el mecanismode activación de la proteina supondría la inter­
acción con alguna proteina de membranao asociada a ella, que fa­
cilite el intercambio de GDPpor GTPpor medio de un cambio con­
formacional en esa zona que luego se transmitiria a la otra re­
gión para producir un nuevo cambio conformacional que permita la
interacción con algún efector citoplasmático.

Propiedades bioquímicas. Unión e hidrólisis de GTP

Comoya se ha visto, las proteínas ras pertenecen a la familia de
las GTPasasy poseen, por lo tanto, la propiedad de unir e hidro­
lizar GTP.

In Vitro, proteinas ras purificadas exhiben bajas velocidades de
disociación de GDPe hidrólisis de GTP(John et al, 1988; Neal et
al, 1988), lo que implica la existencia de proteinas que catali­
zan el intercambio de nucleótidos (GNRPs)y de proteínas que es­
timulan la actividad GTPásica (GAPs). Las mutaciones oncogénicas
puedenafectar cualquiera de estas dos fases del proceso de acti­
vación de las p21ras. Se ha demostrado la existencia de mutantes
con capacidad de interactuar con GAPpero que impiden el aumento
de KcatGTPpor dicha proteina (Satoh et al, 1987; McCormick,
1989b) y se las ha encontrado en tumores humanos. Otra clase de
mutantes exhiben un aumento de la Kúia.GDP que redunda en una ma­
yor proporción de la forma unida a GTP (Walter et al, 1986; Feig
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y Cooper, 1988). Si bien no se hallaron mutantes de esta clase en
tumores, se ha comprobadosu capacidad de transformar lineas ce­
lulares.

Se ha identificado en mamíferos proteínas que favorecen el inter­
cambio de GDP por GTP, denominadas GDS (West et al, 1990; Wolfman
y Macara, 1990; Downwardet al, 1990), y también se reportó la
existencia de una proteína llamada GDIque desfavorece dicho in­
tercambio (Fukumoto et al, 1990). En S. cerevisiae se ha hallado
también una proteína que actúa comoGDS; dicha proteína es el
producto del gen CDC25 y se la ha identificado por experimentos
genéticos (Powers et al, 1989) y bioquímicos (Jones et al, 1991).
En Schizosaccharomyces pombe, el producto del gen Ste 6 tiene ho­
mología con CDC 25 y cumpliría la misma función (Hughes et al,
1990). También se ha encontrado en S. cerevisiae una proteína que
actúa como GDI y es el producto del gen MSI 1 (Ruggieri et al,
1989).

Estas proteínas producirían al interactuar con p21r89 un cambio
conformacional que permite el intercambio de nucleótidos que es­
pontáneamente ocurre muy lentamente. La velocidad de hidrólisis
del GTPunido, también es baja en ausencia de proteínas estimu­
lantes y esto se ha podido explicar analizando la estructura
cristalina de la proteína. La glutamina 61 sería, a través de su
oxígeno carbamilico, la encargada de activar una molécula de agua
que produce el ataque nucleofilico sobre el X fosfato (Pai et al,
1990). Existen otras evidencias que le asignan a esa glutamina un
papel clave en la actividad GTPásica endógena:

a) Está muyconservada en las proteínas "ras-relacionadas“, ex­
cepto en los productos de los genes rap (Pizon et al, 1988;
Kitayama et al, 1989)
Las proteínas rap tienen treonina en la posición 61 y su acti­
vidad GTPásica es menor a la de las proteinas ras (Frech et
al, 1990).

b
V
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c) La sustitución de la glutamina 61 por cualquier otro aminoáci­

do reduce la actividad GTPásica de p21ras e impide su activa­
ción por GAP(Der et al, 1986; Vogel et al, 1988).

La baja actividad GTPásica podria explicarse por el hecho de que
esta glutamina podria tener diferentes orientaciones y sólo una
de ellas sería capaz de activar la molécula de agua (Bourne et
al, 1991). Según esta explicación, la función de la proteina que
estimula la GTPasa (GAP)sería estabilizar la conformación en la
forma más favorable para que ocurra la hidrólisis del GTP. Compa­
rando con Ga, se observa que la glutamina 61 equivale a la gluta­
mina 227, que es importante para la actividad GTPásica. El otro
residuo importante, comoya se vio, es la arginina 201. La posi­
ción equivalente en p21r88 es la de la tirosina 32. Esta tirosina
cambia de orientación al unirse al GTP, pero difiere muchode una
glutamina, por lo que es probable que sirva para interactuar con
GAPque aportaría la función restante, ya que posee una arginina
equivalente a la 201, que podría estabilizar la orientación de la
glutamina.

La proteina activadora de la GTPasa de p21ras ha sido denominada
GAP(McCormick, 1990). Se la detectó en el citosol de ovocitos de
anopus (Trahey y McCormick, 1987), y luego en cerebro bovino
(Gibbs et al, 1988). El gen responsable fue clonado (Trahey et
al, 1988; Vogel et al, 1988), y se determinó que hay dos formas
de la proteína: el tipo I, que es una proteína de 125 kDa que se
expresa en todos los tejidos y el tipo II, que tiene 95 kDa y se
obtiene por splicing alternativo (Trahey et al, 1988), y ha sido
detectada en placenta (Halenbeck et al, 1990). GAPes una protei­
na citosólica pero cuando hay estimulación por factores de cre­
cimiento como PDGFse fosforila y se transloca a la membrana
(Molloy et al, 1989; Kaplan et al, 1990). Se advierten dos regio­
nes estructurales en la proteina: una región carboxilo terminal
que es suficiente para estimular la actividad GTPasade p21ras
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(Marshall et al, 1989) y una región amino terminal que presenta
secuencias SHzy SH3. Estas son secuencias regulatorias que apa­
recen en quinasas de tirosina que no son receptores (src, fps,
abl, etc.), en fosfolipasa C-Xy en el oncogen crk (Koch et al,
1991), y cuya función seria permitir la interacción de las pro­
teinas portadoras de estos consensos.

Tambiénse han identificado proteínas similares a GAPen eucario­
tes inferiores. S. cerevisiae presenta las proteinas IRA1 e IRA
2 (Tanaka et al, 1989; 1990) que cumplirian la función de GAP.
GAPde mamíferos es capaz de reemplazar la función de estas pro­
teinas en levaduras mutantes (Ballester et al, 1989).

Los datos analizados muestran claramente que GAPactúa como regu­
lador negativo de p21r39. Más aún, la sobreexpresión de GAP su­
prime la transformación neoplásica inducida por una p21ras acti­
vada (Zhang et al, 1990).

Tomandocomoejemplo a S. cerevisiae, donde se ha identificado el
mayor número de proteínas que interaccionan con ras, el ciclo de
activación de estas proteinas seguirá el modelo que se observa en
la figura 21.
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Dominios funcionales

Las proteínas ras presentan varios dominios funcionales. Además
de las regiones ACEGI,que como ya se vio, participan en la unión
del nucleótido, se han reconocido cuatro dominios más, que son
importantes desde el punto de vista funcional:

Dominio efector
Epitope reconocido por anticuerpos neutralizantes
Región de anclaje a membrana
Dominiohipervariable

En la figura 22 se presenta un esquema de los dominios funciona­
les de las proteínas ras.
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Por medio de ensayos de mutagénesis dirigida, se determinó que
sustituciones en la región comprendida entre los aminoácidos 32 y
40 son capaces de eliminar la capacidad transformante (Sigal et
al, 1986). En base a esto, esta región ha sido llamada dominio
efector. Además, esta región es una de las dos que presentan cam­
bios conformacionales importantes cuando se produce el intercam­
bio de nucleótidos, tal comose dedujo de la estructura cristali­
na de la proteína (Milburn et al, 1990). Este hecho, tal como se
vio, refuerza la hipótesis de una función efectora para este do­
minio.

Unhecho interesante es que las mutaciones que eliminan la capa­
cidad transformante también impiden el efecto de GAPsobre la ac­
tividad GTPásica (Adari et al, 1988; Calés et al, 1988). Mutacio­
nes que no afectan la actividad biológica de p21ras tampocoafec­
tan la actividad de GAP. Esto llevó a postular que GAP, como un
posible efector de p21ra5, además de su papel de regulador nega­
tivo (Sigal, 1988; McCormick, 1989b). Otra evidencia más directa
de esta posible función de GAPes el hecho de que p21ras unida a
GTPimpide el acople de una proteína G al receptor de acetilcoli­
na, y que anticuerpos anti-GAP inhiben este efecto (Yatahi et al,
1990). El modelo que postula a GAPcumpliendo la doble función de
efector y regulador de p21ra9, se esquematiza en la figura 23.

Al unirse a GTP, p21ras es capaz de asociarse a GAPy favorece la
translocación de esta última a la membrana. El complejo formado
permite continuar la transferencia de información hacia el inte­
rior de la célula vía GAPy, además, como GAPestimula 1a GTPasa,
se produce la desensibilización del sistema. En el caso de una
forma oncogénica de p21r89, el complejo ras-GAP se forma, pero
GAPes incapaz de producir la desensibilización, por lo que la
vía queda activada en forma constitutiva.
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Si este modelo es el correcto, deberían hallarse mutantes de GAP
incapaces de activar la GTPasa, pero con el resto de sus propie­
dades normales. Estas mutantes serían oncogénicas. En ese senti­
do, es importante destacar que el gen NFl, responsable de la neu­
rofibromatosis de tipo I cuando está mutado, presenta una región
de 360 aminoácidos que es muysimilar en secuencia a la región
catalítica de GAPy, más aún, un fragmento de 1500 aminoácidos
que contiene a los 360 citados, presenta gran homologia con los
productos de los genes IRAl e IRA2 de levaduras (Xu et al, 1990;
Buchberg et al, 1990). Actualmente, se está investigando la posi­
bilidad de que los neurofibromas sean el resultado de la incapa­
cidad de la proteina NFl de estimular la GTPasa de p21ras o de
alguna proteina de esta familia.

Los datos que surgen del estudio de la proteína NFl podrían con­



firmar el modelo propuesto para GAPy proteinas similares.

El anticuerpo Yl3-259 (Furth et al, 1982) es un monoclonal hecho
en rata que ha sido muyútil en la caracterización de las protei­
nas ras.

Este anticuerpo tiene comocaracterística principal, la capacidad
de neutralizar el efecto transformante de p21ras (Mulcahyet al,
1985). Esto ocurre porque el anticuerpo impide el intercambio de
nucleótidos (Hattori et al, 1987).

Este hecho sugiere que el anticuerpo al pegarse impide la acción
de las proteínas intercambiadoras de nucleótidos (GNRPs).Esto se
confirmó con la estructura cristalina de la proteína ya que la
región de pegado del anticuerpo, que es la comprendida entre los
aminoácidos 63 y 7B (Lacal et al, 1986a), es la segunda región
que muestra cambios conformacionales apreciables al producirse el
intercambio de GDPpor GTP.

B ., 1 J . 1

Las proteínas ras se sintetizan en el citoplasma en ribosomas li­
bres y, luego de sufrir varias modificaciones post-traducciona­
les, se localizan en la cara interna de la membrana plasmática
(Lowyy Willumsen, 1989). Esta localización subcelular es critica
para su actividad biológica (Barbacid, 1987), y entre las modifi­
caciones post-traduccionales se encuentra la adición de lípidos.
Estos lípidos permiten el anclaje a la membrana,ya que las pro­
teinas ras no presentan dominios hidrofóbicos capaces de cumplir
esa función.

Por mutagénesis dirigida, se detectó que la cisteína 186 es re­
querida en forma absoluta para el pegado a membranay para la in­
corporación de palmitato a la proteína (Willumsen et al, 1984).
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De acuerdo a este resultado, se postuló que la adición de palmi­
tato a esa cisteína permite el pegado a la membrana. Sin embargo,
hay muchas objeciones a este modelo:

a) La asociación de ras a la membranaes estable, mientras que
la unión de palmitato a la proteína no lo es (Maggeeet al,
1987).

b) Una fracción importante de las proteinas ras unidas a membra­
na no están palmitoiladas (Buss y Sefton, 1986).

c) La proteína K-ras(B) posee la cisteína 186 y se asocia a mem­
branas en forma estable aunque no es capaz de incorporar pal­
mitato (Hancock et al, 1989).

La respuesta se obtuvo por comparación con el procesamiento post­
traduccional del factor a de mating de levaduras. Se había detec­
tado una mutación en un gen llamado RAMl(Powers et al, 1986) o
DPRl (Fujiyama et al, 1987) que impedía el correcto procesamiento
tanto del factor a como de las proteínas RAS1 y RAS2. Por lo
tanto, el producto de ese gen es necesario para un paso común en
el procesamiento de esas proteínas. Analizando la secuencia de
ambas proteínas, se vio que poseen un consenso carboxilo terminal
similar formado por una cisteína (186 en p21ras), dos aminoácidos
alifáticos y un aminoácido más; este consenso ha sido denominado
"CAAX-box".Por lo tanto, este consenso permitiría a estas pro­
teínas interactuar con una maquinaria de procesamiento común
(Schafer et al, 1989; Gutiérrez et al, 1989).

Al dilucidarse los pasos de procssamiento del factor a (Anderegg
et a1, 1988), se tuvo un modelo para investigar el procesamiento
de las proteínas ras. Asi, se llegó a la conclusión de que el
procesamiento ocurre en dos pasos. En el primero, se pega un gru­
po isoprenilo a la cisteína 186, se remueven los aminoácidos pos­
teriores y se carboximetila la cisteína (Casey et al, 1989a; Han­
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1989; Schafer et al, 1989), mientras que en el segun­cock et al,

las 186 (Hancock et al,do, se palmitoilan cisteínas vecinas a
1989) como las cisteinas 181 y 184. El mecanismo de procesamiento
puede ejemplificarse comose observa en la figura 24.
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sas (Clarke et al, 1988). Tambiénse ha identificado una isopro­
n11 transferasa soluble (Riess et al, 1990; Schaber et al, 1990),
y se determinó que el residuo que se une a la cisteína 186 es un
farnesilo (Casey et al, 1989a). Los grupos isoprenilo derivan de
la vía del mevalonato (Goldstein y Brown, 1990; Rilling et al,
1990), y se ha comprobado que inhibidores de esa vía, como lovos­
tatina o mevinolina (DeFeo-Jones et al, 1991; Schafer et al,
1989) impiden el anclaje de las proteínas a la membrana.

En el segundo paso, la proteína ras en membranapuede unir palmi­
tato en forma reversible en cisteinas vecinas a la 186. Este paso
permite que la proteína adquiera mayor avidez por la membrana.
Este paso podria servir, entonces, para regular la actividad bio­
lógica de la proteina (Lowry y Willumsen, 1989).

Analizando las secuencias carboxilo terminal de las p21ras de ma­
míferos, se advierte que en Kras(A), en lugar de oisteínas veci­
nas a la posición 186 hay un dominio polibásico (figura 25).

Nras G P G C M S C K C V L S

Nras T N G C M G L P C V V M

Kras(A) P G C F K I K K C I I M

Kras(B) K K K K S L T K C V I M

178 180 181 184 186 189

La proteína Kras(B) no incorpora palmítico y se une en forma es­
table a la membrana. Se ha comprobado que el domino polibásico es
necesario para que el anclaje sea efectivo (Hancocket al, 1990).

Este tipo de procesamiento también se ha comprobadoen eucariotes
inferiores comoS. cerevisiae (Deschenes et al, 1989; Glomset et
al, 1990; Hrycyna et al. 1991). El hecho de que el anclaje a mem­
brana de las proteínas ras puede ser bloqueado por compuestos que
inhiben la Vía del mevalonato, llevó a que se postulara por pri­
mera vez un posible tratamiento farmacológico de tumores provoca­
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dos por ras (Schafer et al, 1989; Rine y Kim, 1990). Sin embargo,
el carácter citotóxico de esos compuestos y la diversidad de vías
que afectan, dificulta su aplicación (Lowryy Willumsen, 1989).

D i . ¡I . 1]

En la región carboxilo terminal, exceptuando la "CAAXbox", las
proteínas ras presentan una alta divergencia en la secuencia ami­
noacídica. Esta región se extiende entre los aminoácidos 166 y
185, y distintos estudios de mutagénesis dirigida y deleciones
(Lacal et al, 1986b; Willumsen et al, 1985), han demostrado que
no es requerida para ninguna de las propiedades bioquímicas de
estas proteínas (unión de nucleótidos, actividad GTPásica, capa­
cidad transformante).

Estos datos han llevado a postular que esta región estaría invo­
lucrada en la interacción proteína-proteína y conferiría propie­
dades funcionales diferentes a los distintos miembrosde la fami­
lia.

Funciones en eucariotes superiores

Comose vio en las primeras secciones de esta Introducción, va­
rias vías de transducción de señales en eucariotes superiores
pueden ser bloqueadas por efecto de anticuerpos que neutralizan
la actividad biológica de las proteinas ras. Esto llevó a postu­
lar que ras es una molécula regulatoria clave que vincula a los
receptores de factores de crecimiento con sus vías de transduc­
ción de señales (Hall, 1990a). Más aún, se ha determinado que ras
regula vías dependientes e independientes de PKC(Marshall, 1991)
y que hay colaboraciones transformantes entre ras y oncogenes nu­
cleares (Ruley, 1990). Un ejemplo concreto es que se ha demostra­
do que eventos de fosforilación de c-jun que tienen un efecto es­
timulatorio dependen de ras (Binetruy et a1, 1991). En base a es­
tos datos, se pueden graficar las funciones de las proteínas ras
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comose observa en la figura 26.

Proteína quinasa C\
Recambio de C-I‘OS Síntesis
fosfolípidos ’? o-myc de ADN/

p21ms

o-raf Transformación
- _’ C_mOS ' morfológica

Sin embargo, el mecanismopor el cual se produce el vínculo entre
factores de crecimiento y ras permanece sin dilucidar. Basándose
en la similitud estructural de p21ras y Ga, se ha considerado a
las primeras comotransductoras de señales (Barbacid, 1987) y
existen cuatro mecanismos de acción posibles para que actúen de
ese modo.

El efecto transformante de las formas oncogénicas de p21ras indu­
ciría a postular a la primer variante que se muestra en la figura
27, como el mecanismo real. Sin embargo, dado que el efecto de
los factores de crecimiento (GF) conduce a la estimulación de la
PLC-3, de c-raf y la PI-B quinasa, es más probable que alguna de
las tres variantes restantes sea la correcta. Así, ademásde es­
tos efectos conocidos, los GFpodrían activar, vía ras, un camino
metabólico aún desconocido (variante b), o bien ras es activada
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por otras señales y luego contribuye a la vía metabólica de los
GF (variante c) o activa una nueva vía que actúa sinérgicamente
con la del GF (variante d).
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Comoya se vio, GAPinteractúa con receptores de factores de cre­
cimiento, es fosforilada por ellos y ha sido propuesta como el
efector de ras. GAPpodría ser, entonces, el nexo entre ras y
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esos factores, dando como resultado alguno de los mecanismos pro­
puestos. De todos modos, no se sabe aún si GAPes realmente dicho
nexo y, si así lo fuera, en qué forma actúa. Dado que GAPinter­
actúa con otras dos proteínas, llamadas p62 y p19° (Gibbs et al,
1990; Moranet al, 1991), cuando se caracterice a estas proteínas
quizás se aclare el panorama.

Sin embargo, dado que a nivel estructural las proteínas ras pre­
sentan mayor homología en la región de unión de nucleótidos con
EF-Tu que con proteínas G (Bourne et al, 1990; Bourne et al,
1991), se ha propuesto recientemente que el mecanismo de acción
podría asemejarse al del factor mencionado (Chardin, 1991). Las
proteínas ras tendrian comofunción, entonces, controlar la for­
mación de complejos macromoleculares en la membrana en vez de ac­
tuar comotransductores. Un mecanismode este tipo es el que uti­
lizan las proteínas de la familia rab, que tienen una muy alta
homologiade secuencia con ras, para controlar el tráfico vesicu­
lar (Bourne, 1988), tal comose detallará en la próxima sección.

Es un hecho que la segregación lateral de ciertos componentes de
la membranaes importante para la transducción de señales. Algu­
nas enzimas que generan segundos mensajeros, como la fosfolipasa
A2se localizan preferentemente en rugosidades de la superficie
celular que representan una pequeña fracción de la membrana(Bar­
Sagi et al, 1988). Precisamente, el modelo basado en EF-Tu postu­
la que ras controlaría algunos aspectos de la segregación lateral
de componentes de la membranaque participan en la transducción
de señales. Se han reportado experimentos que demuestran la in­
teracción de proteínas ras-relacionadas con receptores, como es
el caso de rho con rodopsina (Wieland et al, 1990).

Funcionesen eucariotes inferiores

Se ha reportado la existencia de genes ras y de sus productos en
varios eucariotes inferiores. Comoya se ha Visto en esta Intro­
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ducción, en Saccharomyces cerevisiae se ha demostrado que existen
dos genes ras, RASl y RASZ(DeFeo-Jones et al, 1983), y que al
menosuna de sus funciones es activar la adenilil ciclasa (Toda
et al, 1985). Las proteinas RASl y RASZtienen un PMde 40000 y
47000, respectivamente, y sufren las modificaciones post-traduc­
cionales vistas para sus homólogos de mamíferos. Comoya se vio,
se han identificado intercambiadores de nucleótidos y proteínas
de tipo GAP(Broach, 1991).

Las proteínas RASsensan el estado nutricional y lo conectan con
el ciclo celular. Su efecto permite la germinación de esporas y
la viabilidad y proliferación celulares (Kataoka et al, 19853).
Para estos efectos, activan la adenilil ciclasa, utilizando como
intermediario una proteína de 70 kDa llamada CAPque se asocia a
esa enzima (Field et al, 1990; Fedor-Chaiken et al, 1990). Esta
proteína explica por qué proteinas ras de mamíferos son capaces
de reemplazar a las de levaduras para producir AMPcíclico cuando
en mamíferos esto no ocurre (Kataoka et al, 1985a). El hecho de
que dobles mutantes de RASl y RASZ no sean viables, y mutantes
que no producen AMPcsi lo son, indica que estas proteínas cum­
plen otras funciones (Kataoka et al, 1985b).

Se ha detectado un gen ras en Saccharomyves pombe que codifica
para una proteina de 219 aminoácidos (Fukui et al, 1986). La fun­
ción estaría relacionada con procesos diferenciativos (Nadin­
Davis et al, 1986).

Tambiénse detectó en Aplysia un gen ras, y su producto estaria
vinculado también a la diferenciación (Swansonet al, 1986).

Se han identificado tres genes ras en Drosophila melanogaster:
DRasl (Neuman-Silverberg et al, 1984), DRasZ (Mazer et al, 1985)
y DRas3(Schejter y Shilo, 1985), y sus productos parecen parti­
cipar en procesos diferenciativos (Segel y Shilo, 1986).
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Se han identificado dos genes ras en Dyctiostelium discoideum
(Reymondet al, 1985; Robbins et al, 1989). Dd Rasl participaría
en procesos de proliferación celular (Weekset al, 1987), acti­
vando la vía de los fosfoinosítidos (Smell et al, 1986). El pro­
ducto del segundo gen (Dd RasG) se expresa al comienzo de la di­
ferenciación, por lo que podría cumplir alguna función en ese es­
tadío (Robbins et al, 1989).

En Naurospora crassa se ha clonado un gen ras que codifica para
una proteína de 213 aminoácidos cuyo PMes de 24000; en el mismo
trabajo se detectó el ARNmensajero correspondiente que es de 2,5
kb (Altschuler et al, 1990).

En Cáenorhabditis elegans, el producto del gen let 60 codifica
para una proteína ras (Greenwald y Broach, 1990). La función que
cumpleesta proteina es clave para el desarrollo de los rasgos
vulvales de este metazoo (Han y Sternberg, 1990), y controlaría
el mecanismopor el cual, frente a una señal inductiva, algunas
células adquieren funciones vulvales y el resto hipodermales. Una
mutación inactivadora de let 60 produce una capa de células hipo­
dermales y una mutación activante produce un fenotipo llamado
"multivulva".

Por análisis genéticos se sabía que, antes de let 60 actuaba el
producto del gen let 23, probablemente recibiendo la señal induc­
tiva. Recientemente se ha clonado dicho gen y se determinó que su
producto es una quinasa de tirosina perteneciente a la subfamilia
del receptor de EGF(Aroian et al, 1990). Este hecho confirma el
nexo entre ras y receptores, y hace que C. elegans sea un modelo
interesante para adquirir nuevos conocimientos sobre ras.



PROTEINAS RAS-RELACIONADAS

Características generales

Puede considerarse que las proteínas ras pertenecen a una super­
familia, también llamada ras, dentro de la cual hay tres fami­
lias, según el grado de homología que presentan: la familia ras,
la familia rho y 1a familia rab. Cada una de estas familias puede
dividirse a su vez, en subfamilias (Downward,1990).

En la actualidad, tal comomuestra la tabla 3, se conocen alrede­
dor de 40 miembros de esta superfamilia (Hall, 1990b), tanto en
mamíferos comotambién en eucariotes inferiores.

Familia ras Familia rho Familia rab

Mamíferos Otros Mamíferos Otros Mamíferos Otros

Ha-ras sc Rasl rho A Sc RHO 1 rab 1A Sc YPTl

Ki-ras(A y B) sc RasZ rho B Sc RHO 2 rab 1B Sc SEC4
N-ras sp Ras rho C rab 2 Dd sasl

Dm Rasl rab 3A Dd sasZ

Dd Ras rac 1 Sc CDC 42 rab 3B Sp YPT3
Dd RasG rac 2 rab 4
Nc ras rab 5

rap 1A Dm R383 G25 K rab 6

rap 1B Sc Rasl rab 7
rap 2 BRL-ras
R-ras Dm RasZ
ral A
ral B



Familia ras

Dentro de esta familia, además de la subfamilia ras que ya ha si­
do descripta en la sección anterior, se encuentran las subfami­
lias rap, ral y R-ras. Estas subfamilias presentan alrededor de
un 50-60%de homología con las proteínas ras; los dominios de
unión de nucleótidos y el dominio efector están altamente conser­
vados. Estas proteínas presentan CAAX-boxy sufren un procesa­
miento post-traduccional similar a las p21ras aunque, por ejem­
plo, rap 1A es isoprenilada por un residuo geranil-geranilo en
vez de farnesilo (Buss et al, 1991). Se han identificado además,
intercambiadores de nucleótidos y GAPspara algunos miembros de
estas tres subfamilias (Chardín, 1991).

A pesar de la homología en el dominio efector, ninguna de estas
proteínas tiene capacidad transformante. Por el contrario, rap 1A
es capaz de revertir el efecto transformante de ras cuando está
sobreexpresada (Kitayama et al, 1989). Se ha postulado que rap 1A
competiría con ras por GAPy ejerceria su efecto de ese modo. Se
ha comprobado que GAP interacciona con rap 1A sin activar su
GTPasa (Hata et al, 1990), pero como hay una GAPespecifica para
rap 1A, el modelo de acción aún no está aclarado. Podría existir
una vía antagónica a la de ras donde actuaria rap 1A.

Por otro lado, se ha demostrado que rap 1B es sustrato de la qui­
nasa de proteínas dependiente de AMP cíclico (Fischer y White,
1987); además, en plaquetas, se asocia al citoesqueleto (Fischer
et al, 1990).

En cuanto a R-ras y ral, no se conocen sus funciones. En S. cere­
Visiae se ha encontrado un homólogo de rap 1 denominado RSR 1 cu­
ya función estaria vinculada a la organización del proceso de
crecimiento (Bender y Pringle, 1989).
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Familia rho

Los miembros de esta familia presentan alrededor de un 30%de ho­
mología con las p21raS. A diferencia del resto de la superfamilia
ras, las proteínas rho presentan variaciones en los dominios de
unión de nucleótido (Chardin, 1991) que consisten en inserciones
de 12 aminoácidos; como la región hipervariable es más corta, su
PMse mantiene alrededor de 22000.

Todas las proteínas rho presentan el consenso CAAXen el extremo
carboxilo terminal y se supone que son activas en 1a membrana,
aunque en algunos casos se las ha detectado en el citoplasma
(Toki et al, 1989).

Las propiedades bioquímicas, hidrólisis de GTPe intercambio de
nucleótidos, son similares a las de las proteínas ras en cuanto a
sus constantes de velocidad. Además, se ha identificado una pro­
teína rho-GAP(Garret et al, 1989), comoasí también proteínas
que actúan como GDI y GDS (Downward, 1990).

Las proteínas rho y ral tienen la particularidad de ser sustratos
de la exoenzima Ca de la toxina botulínica (Sekine et al, 1989);
esta exoenzima permite la incorporación de ADPribosa en la aspa­
ragina 41, ubicada en el dominio efector sin que se afecte la ac­
tividad de rho-GAP(Paterson et al, 1990).

La microinyeccción de proteína rho activada en células de mamífe­
ros produce rápidos y profundos cambios en la morfología celular
(Paterson et al, 1990), lo que sugiere que las proteínas rho ac­
túan controlando algunos aspectos de la organización del citoes­
queleto. Esto se confirma por el hecho de que la microinyección
de la subunidad Ca de la toxina botulínica produce la disolución
de filamentos de actina (Chardin et al, 1989). Estos resultados
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no aclaran la función de rho-GAPya que la ADPribosilación afec­
ta la actividad biológica de rho, pero no la hidrólisis de GTP
por GAP.

La sobreexpresión de rho A en fibroblastos resulta en un fenotipo
parcialmente transformado con reducida dependencia respecto del
suero y mayor velocidad de crecimiento (Avraham y Weinberg,
1989). De todos modos, con estos datos es prematuro aún conside­
rar a las proteínas rho comooncogenes.

Se han identificado además, homólogos de estas proteínas en S.
cerevisiae. Por análisis genéticos se determinó que RHOl es
esencial y que mutaciones activantes inhiben la esporulación
(Madaule et al, 1987).

Familia rab

Los primeros miembros de esta familia. YPT 1 y SEC 4, fueron
identificados en S. cerevisiae; luego se hallaron sus homólogos
en mamíferos. Presentan alrededor de un 35%de homología con las
p21r89 y los dominios de unión de nucleótido están altamente con­
servados. Presentan cinéticas de intercambio de nucleótidos y de
hidrólisis de GTPsimilares a ras (Downnwand,1990). Se han iden­
tificado GAPspara varias proteínas rab (Chardin, 1991) y también
una proteína GDI para rab 3A (Matsui et al. 1990) y una GDSpara
rab 3B (Shoji et al, 1989).

Unacaracteristica particular de esta familia es que no presentan
"CAAX-box“en el extremo carboxilo terminal (Schafer et al,
1989). Mientras las familias ras y rho presentan ese consenso, en
esta familia se observan las siguientes variantes (figura 28).

G G C C rabl-rabZ-YPT 1
X C C rab9-rab10-sec 4

X C X C rab3-rab4-rab6-rab7
C A A X ras-rho
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Si bien no se sabe qué modificaciones post-traduccionales ocu­
rren, se sabe que el carboxilo terminal es esencial para el an­
claje en membranas (Walworth et al, 1989). Además, se ha identi­
ficado el gen BET2 en S. cerevisiae, cuyo producto es esencial
para que SEC 4 e YPT 1 se localicen en la membrana (Rossi et al,
1991). Este gen es homólogo al gen RAM1 (o DPR 1) que, como se
vio, codifica para una prenil transferasa, por lo que se supone
que estas proteínas podrían isoprenilarse.

Los datos acerca de la función de estas proteínas surgieron de
análisis genéticos de S. cerevisiae. Así, se descubrió que mutan­
tes con trastornos en las vías secretorias tenían afectado el gen
de SEC 4 (Salminen y Novick, 1987; Goud et al, 1988) o el de YPT
l (Segev et al, 1988). Además, en un sistema libre de células se
demostróque el transporte de proteínas entre distintos comparti­
mentos de Golgi depende de GTP y es inhibido por GTPXSy por un
factor citosólico (Melanconet al, 1987). Estos datos implican
una función asociada al transporte vesicular para las proteínas
rab. Analizando la localización subcelular de estas proteínas
(figura 29), se puede apreciar que se relacionan con estructuras
vinculadas a la secreción o a la endocitosis, lo que confirma los
datos anteriores (Chardin, 1991).
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La única evidencia de que en mamíferos cumplen la misma función,
son experimentos en los que péptidos sintéticos del dominio efec­
tor inhiben el transporte in vitro (Plutner et al, 1990).

En base a los datos genéticos y bioquímicos, se postuló que estas
proteínas son responsables de la translocación unidireccional de
las vesículas secretorias, siguiendo el mecanismode acción del
EF-Tu (Bourne et al, 1988). La figura 30 muestra el modelo pro­
puesto.

(día «319

H

FUSlÓn

Segúneste modelo, las proteínas rab estarían en el citosol y al
unir GTPse pegarían a la membranade la vesícula secretoria ma­
dura y permitiría la fusión con la membranade la etapa siguiente
y luego de la hidrólisis del GTPvolvería al citosol.
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El modelo explica la inhibición por GTPXS,ya que la inhibición
de la GTPasa impide la continuidad del ciclo. Surgen dudas debido
a que estas proteínas están asociadas en su mayor parte a la mem­
brana. Cuandose conozcan mejor sus modificaciones y anclaje a
membranase podrá corroborar el modelo, ya que deberia existir un
mecanismo muy preciso de control de la unión a la membrana. Esto
podria explicar las diferencias en el consenso carboxilo terminal
que muestran estas proteínas.



ADENILIL CICLASA

Características generales

Los nucleótidos cíclicos y, en especial el AMPcíclico (AMPc),
cumplen un papel esencial controlando muchas de las funciones ce­
lulares. Desde su descubrimiento (Sutherland y Rall, 1957), el
AMPcy la enzima encargada de su síntesis, la adenilil ciclasa,
han sido ampliamente estudiados. Este sistema de transducción de
señales está muyconservado a lo largo de la evolución, encon­
trándoselo desde bacterias hasta vertebrados, lo que está demos­
trando su importancia.

Enbacterias y en algunos eucariotes inferiores, las adenilil ci­
clasas utilizan ATP-Mn2+comosustrato y se denominan protocicla­
sas. En eucariotes superiores y algunos inferiores, se asocian a
GTPasas que actúan como componentes regulatorios. En estos casos,
utilizan como sustrato ATP-Mg2+y responden a efectores como GTP,
fluoruro y forskolina. Estas adenilil ciclasas son llamadas holo­
ciclasas.

Adenilil ciclasa en procariotes

Enbacterias, la adenilil ciclasa tiene las características de
las protociclasas. Su distribución subcelular varía de un orga­
nismo a otro, pudiendo aparecer asociada a membranas, en el cito­
sol o en ambas fracciones.

En E. coli, el AMPcse une a una proteína receptora llamada CAP,
y el complejo formado activa la transcripción de varios operones
relacionados al metabolismo de azúcares (Ullmann y Danchin,
1983).

Comose ha visto en otra sección de esta Introducción, la adeni­
lil ciclasa es regulada por el sistema PTSde transporte de azú­
cares. Es decir que, por varios caminos, el AMPcse produce en
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respuesta a la presencia de determinados nutrientes en el medio.
Otros factores podrian regular a la adenilil ciclasa en forma in­
directa, comoel gradiente electroquimico de protones (Peterkofs­
ky, 1981) o el 2-cetobutirato (Daniel et al, 1984; Danchin et al,
1984).

Unafunción diferente de la adenilil ciclasa se ha detectado en
Bordetella pertussis y en Bacjllus anthracis (Masure et al,
1987). En estos casos, la enzima es secretada junto con otros
factores y cumple un papel en la patogénesis producida por estas
bacterias por aumentar los niveles intracelulares de AMPcde las
células infectadas. Estas bacterias producen tos convulsa y án­
trax, respectivamente. Estas adenilil ciclasas utilizan comosus­
trato tanto al ATP-Mn2+ como al ATP-Mg2+y son reguladas por
Ca2+-calmodulina (Wolff et al, 1980).

Adenilil ciclasa en eucariotes inferiores

Laadenilil ciclasa presenta, en eucariotes inferiores, caracte­
risticas intermedias, entre las de bacterias y eucariotes supe­
riores. Así, aparecen en algunos casos asociadas a GTPasasy en
otros tienen las características de protociclasas.

En Mucor rouxii, el nivel de AMPcaumenta cuando se alarga el tu­
bo germinal (Cantore et al, 1980) y cuando se pasa de una atmós­
fera anaeróbica a una aeróbica, se produce una transición de le­
vadura a forma filamentosa con disminución de los niveles de AMPc
(Paveto et al, 1975).

Otro hongo muyestudiado es Neurospora crasas. La adenilil cicla­
sa que presenta está unida a membranasen forma débil. depende de
ATP-Mn2+, no responde a GTP (Flawiá y Torres, 1972a; Flawiá y
Torres, 1972b; Flawiá y Torres, 1972c), y es activable por Ca2+—
calmodulina (Reig et al, 1984). Por experimentos de reconstitu­
ción homóloga, se ha demostrado que la adenilil ciclasa de N.
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crassa tiene características similares a las de eucariotes supe­
riores, ya que en esos experimentos al acoplarla a receptores y
proteínas G, como rodopsina y transducina, se comporta como una
holociclasa (Muschietti et al, 1989).

Otros eucariotes inferiores, comoSaccharomycescerevisiae, Dic­
tyostelium discoideum y Jhwpanosomacruzi, presentan adenilil ci­
clasas que se comportan como holociclasas. Las características
observadas en S. cerevisiae se deben a que la adenilil ciclasa,
comose vio en una sección anterior, está acoplada a la proteína
CAP y a RASZ.

El ciclo de vida de D. discoideum presenta una fase vegetativa
unicelular y, frente al agotamiento de nutrientes, se produce un
agregado celular por quimiotaxis para formar un cuerpo de fructí­
ficación. El AMPc actúa como quimioatractante (Koniju et al,
1967) y también estimula la diferenciación. En condiciones de
ayuno, la adenilil ciclasa se activa en forma transiente, aumen­
tando el AMPCintracelular y su excreción para actuar comoatrac­
tante (Klein et al, 1977). La adenilil ciclasa actúa comoholoci­
clasa (Jenssens y Van Haastert, 1987) y, como ya se vio, está
acoplada a proteínas G.

Por su parte, T. cruzi presenta una adenilil ciclasa asociada a
membranas que utiliza como sustrato tanto al ATP-Mn2+como al
ATP-Mg2+(Torruella et al, 1986; Eisenschlos et al, 1986b); ade­
más, su actividad estaría regulada por proteinas G (Eisenschlos
et al, 1986a; Coso et al, 1991). Su función estaría relacionada
con procesos diferenciativos (Fraidenraich et al, 1991; comunica­
ción personal).

Adenilil ciclasa en eucariotes superiores

Las adenilil ciclasas de eucariotes superiores son las holocicla­
sas por excelencia. Son proteinas intrínsecas de membrana,utili­
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zan ATP-Mn2+o ATP-M32+como sustrato y están acopladas a protei­
nas G, lo que les confiere sensibilidad a efectores como GTP,
fluoruro y forskolina. Las adenilil ciclasas de alfalfa (Carri­
carte et al, 1988) y la de túbulos seminiferos (Kornblihtt et al,
1981) constituyen excepciones, ya que son solubles y no se aso­
cian con proteinas G.

En estos organismos, la adenilil ciclasa es estimulada por diver­
sas hormonas como glucagón, TSH, ACTH,epinefrina, etc. (Rodbell
et al, 1970) y para ello requiere GTP(Rodbell et al, 1971a; Rod­
bell et al, 1971b). Esto se debe a que la enzima está asociada a
proteínas G. De esta forma, la adenilil ciclasa se asocia a re­
ceptores estimulatorios (Rs) por medio de Ga (Hildebrandt et al,
1983) y a receptores inhibitorios por medio de Gi (Hildebrandt et
al, 1984). El modelode regulación de la adenilil ciclasa es el
que se observa en la figura 31.

Hormonas Hormonas
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La activación mediada por Gs se debe a una interacción directa de
as con la adenilil ciclasa (Gilman, 1987); en cambio, el mecanis­
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mo inhibitorio regulado por Gi es muycontrovertido. Se ha pro­
puesto que el complejo BXproveniente de la disociación de Gi se
uniría a as y, de ese modo, se produciría la inhibición (Katada
et al, 1984a; Katada et al, 1984b). Por otro lado, se propuso que
existe una interacción directa de ai con la adenilil ciclasa
(Hildebrandt et al, 1984; Codina et al, 1984). Al parecer, ambos
mecanismos ocurren y además existe una interacción directa de BX
con la adenilil ciclasa (Katada et al, 1986).

La adenilil ciclasa de cerebro bovino ha sido clonada y se dispo­
ne de su secuencia aminoacídica. La proteína presenta dos domi­
nios hidrofóbicos agrupados en dos regiones de 6 segmentos cada
una, separadas por dos dominios citoplasmáticos donde se produce
la unión del nucleótido y donderesidiría la actividad cataliti­
ca. Presenta, además, regiones consenso para la fosforilación por
PKCy PKA.Topológicamente, la adenilil ciclasa se asemeja a pro­
teínas de membranaque actúan comotransportadoras o canales ió­
nicos, lo que llevó a postular, aunque no se demostró, que los
dominios transmembranapodrían participar en la exportación de
AMPc(Kuprinski et al, 1989). En la figura 32 se puede observar
un esquemade la estructura postulada.

cnomasma
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Los dominios citoplasmáticos presentan una homología del 28% en­
tre sí y, al comparar su secuencia con la de otras ciclasas, se
observa que estos dominios presentan mayor homología con el domi­
nio catalítico de la guanilíl ciclasa que con la adenilil ciclasa
de levaduras (Green, 1989). La guanilil ciclasa presenta un domi­
nio extracelular que actúa comoreceptor, un dominio transmembra­
na y dos dominios citoplasmáticos, uno es el catalítico y el otro
presenta homologia con quinasas de proteínas (Chinkers et al,
1989). La similitud en los dominios Cataliticos de ambas ciclasas
es considerable, aunque el significado fisiológico de esta homo­
logia no se conoce.



AGROBACTERIUH

Características generales

Agrobacterium, Junto a los géneros BWisobium, Bradyrhisobium y
Azorhizobium, pertenece a la familia fiWizobiaceae. Los miembros
de esta familia tienen forma de bastón, son anaeróbicos, no for­
manendosporas y son móviles. Estas bacterias Gramnegativas tie­
nen comopropiedad particular el ser habitantes del suelo e in­
teractúan con plantas. Esta interacción permite en algunos casos
que las plantas fijen nitrógeno atmosférico, comoocurre con el
género fiWizobiumy en otros la producción de enfermedades tumora­
les en la planta como sucede con Agrobacteríum (Manual Bergey,
1984).

El género Agrobacterium está formado por dos especies: A. tumefa­
ciens, que produce el tumor de agalla o crown-gall y A. rhizoge­
nes, que produce proliferación de raices o hairy-root disease
(Zambryski et al, 1989).

La lesión provocada en las plantas por A. tumefsciens o A. rhizo­
genes se produce por transferencia de materiales genéticos desde
los megaplásmidos de la bacteria, Ti o Ri según la especie, al
genomavegetal, constituyendo un caso de transformación natural
por lo que este proceso ha sido estudiado exhaustivamente, aunque
aún no se lo conoce en su totalidad.

Transferencia del ADN-T

Agrobacterium tiene tres componentes genéticos que permiten la
transformación de células vegetales (Zambryski et al, 1989):

a) La región móvil T (ADN-T), codificada en plásmidos, que es la
que se integra al genomavegetal pero, a diferencia de los
transposones, no codifica las proteinas encargadas de la
transferencia.



b) La región de virulencia (vir) que aporta los elementos
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nece­
sarios para la transferencia y está codificada en plásmidos.

c) Cuatro
dos en

El proceso
se produce

regiones cromosómicas, cuyos productos están implica­
la adhesión de las bacterias a la célula vegetal.

de integración de ADNbacteriano en el genoma
tal comose esquematiza en la figura 33.
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Todo el proceso puede considerarse como la adaptación de dos me­
canismos diferentes ya existentes en la naturaleza: primero, la
transferencia de ADNde la bacteria al citoplasma vegetal tiene
claras analogías con la conjugación bacteriana, mientras que el
paso posterior, la integración del ADNal genoma, se asemeja más
a reacciones virales (Stachel y Zambryski, 1986).

Para que una planta sea susceptible a Agrobacterium, debe estar
herida; en ese caso, las células involucradas producen compuestos
fenólicos de bajo peso molecular, comola acetosyringona o hidro­
xi-acetosyringona, que actúan como inductores de los genes vir.
Estos genes, a diferencia de los cromosomales, no son constituti­
vos. Para captar la señal vegetal actúan los productos de virA y
virG, que actúan comosensor y regulador, respectivamente, cons­
tituyendo un auténtico sistema de dos componentes que se activa
por fosforilación (Jin et al, 1990). El producto de VirG fosfori­
lado activa la transcripción del resto de los genes vir; los pro­
ductos de VirD1 y VirDz codifican para endonucleasas y participan
en la transferencia junto a los productos de VirEz, VirB y VirC,
aunque no se sabe qué función cumplen estos últimos. Además, an­
tes de la transferencia la bacteria se adhiere a la célula vege­
tal y, para ello intervienen los productos de los cuatro loci ge­
nómicoscitados: cth y chvBque sintetizan y excretan B-l,2-glu­
cano, cel que sintetiza fibrillas de celulosa y att que afecta a
proteínas de la superficie celular (Zambryckiet al, 1989).

Transformación de células vegetales

El material genético transferido contiene dos tipos de genes: los
genes "onc", cuyos productos determinan el efecto tumoral, y ge­
nes encargados de la sintesis y catabolismo de opinas. Estos com­
puestos, conjugados de azúcares o aminoácidos, sirven comomedia­
dores quimicos de parasitismo, favoreciendo la supervivencia y
propagación de la bacteria portadora de plásmidos Ti o Ri. La
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utilización de metabolitos vegetales para producir compuestosque
la bacteria puede utilizar selectivamente, constituye una ventaja
competitiva para el microorganismo.

Es decir, que las formas tradicionales de interacción entre bac­
terias y plantas, por las que las primeras obtienen de las segun­
das compuestos orgánicos para crecer, ha evolucionado en Agrobac­
terium a una forma más sofisticada y la combinación de genes que
controlan el crecimiento (genes "onc“) con los que controlan la
síntesis de opinas en un fragmento de ADNtransferible (ADN-T)
asegura que las células vegetales que producen opinas proliferen
activamente (Zambryski et al, 1989).

El crecimiento tumoral producido por A. tumefhciens se debe a la
actividad de tres genes "onc": los genes 1 (iaaM), 2 (iaaH) y 4
(iptZ)(Weiler y Schróder, 1987). El gen 1 codifica para una trip­
tofano 2-mono-oxigenasaque convierte triptofano en indol-B-ace­
tamina y el gen 2 produce a partir de este sustrato ácido indol­
3-acético (IAA) por su actividad de aminohidrolasa. El ácido in­
dol-B-acético es una auxina, es decir una fitohormona.

El gen 4, por su parte, codifica para una isopentenil transferasa
que convierte 5'AMPe isopentenilfosfato en una citoquinina acti­
va. Las citoquininas forman otro grupo de hormonas vegetales.

La expresión cooperativa de estos tres genes conduce a una pro­
ducción desregulada de fitohormonas que va a inducir la prolife­
ración neoplásica de las células transformadas y de las células
vecinas.

Por otra parte, la región ADN-Tde los plásmidos Ri codifica apa­
rentemente para diferentes mecanismosque individualmente inducen
proliferación de raíces en algunas plantas y actúan concertada­
mente para producir ese efecto en otros tejidos vegetales. Unode
los mecanismos implica genes que codifican para auxinas análogos
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a los genes iaaM e iaaH de plásmidos Ti. El otro mecanismo no im­
plicaría síntesis de hormonas, sino que afectaría la vía de
transducción de señales de las hormonasvegetales, aunque los da­
tos aún son muy pocos (Zambryski et al, 1989).
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Si bien siempre se consideró a los mecanismos de transducción de
señales procarióticas comoprocesos que no guardan relación con
los que aparecen en organismos eucariótioos, los avances que se
han logrado en ambas áreas de estudio están demostrando que, en
realidad, se puede considerar que los mecanismoseucarióticos se
organizan en una forma similar a la observada en bacterias aunque
son, por supuesto, muchisimo más complejos.

Por lo tanto. los avances que se logren en procariotes pueden ser
de suma utilidad para desentrañar modelos más refinados, comoson
los eucarióticos.

Siguiendo este criterio, se decidió analizar los mecanismos de
transducción de señales en Agrobacterium, que es un género bacte­
riano importante para el estudio por los efectos que produce en
plantas y por las posibilidades biotecnológicas que brinda.

En esta Tesis se presenta la caracterización de dos sistemas
transductores muydifundidos, comoson la adenilil ciclasa por un
lado, y una GTPasapor otro; en este caso se trata de una proteí­
na de tipo ras, siendo la primera vez que se reporta una proteina
de esta familia en bacterias.
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AGROBACTERIaM

Cepasutilizadas y condiciones de cultivo

Se utilizaron las cepas A4 de Agrobacterium rhizogenes v A348 de
de Agrobacterium tumefaciens.

Ambasespecies se cultivaron en el medio MYAque tiene la si­
guiente composición:

manitol 8 g/l
extracto de levadura 5 g/l
(NH4)2SO4 2 g/l
casaminoácidos 0,5 g/l
NaCl 5 g/l

teniendo la solución un pH de 6,8. Los cultivos se realizaron a
28°C con agitación en Erlenmeyers con un volumen de medio equiva­
lente a aproximadamenteel 25%de la capacidad total. Para culti­
var A. rhizogenes, se agregaron los siguientes antibióticos:
Spectinomicina (0,5 mg/ml) y Rifampicina (0,1 mg/ml), mientras
que para A. tumefacjens se utilizó cloranfenicol (0,02 mg/ml). En
el caso de A. rhizogenes, los cultivos se protegieron de la luz.
dado que la rifampicina es fotosensible.

Las cepas se conservaron en cajas de Petri conteniendo el medio y
los antibióticos adecuados, suplementados con agar 1,5% cultiva­
das a 28°C hasta observar crecimiento y luego conservadas a 4°C
por periodos no mayores a un mes. Para el mantenimiento a largo
plazo se utilizaron cultivos frescos en medio líquido suplementa­
do con glicerol 20%y se congelaron a —70°C.

Los cultivos utilizados para estudiar la adenilil ciclasa se co­
secharon a las 48 horas. Para analizar la proteína de tipo ras,
se utilizaron cultivos en fase estacionaria tardía (72-96 horas).
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Para la cosecha, los cultivos se centrifugaron a 10000xg durante
10 minutos a 4°C y el sedimento obtenido se congeló a —70°Chasta
su uso.

Obtención de esferoplastos

Los sedimentos bacterianos se resuspendieron en

sacarosa 20%P/P
buffer Tris-ClH 30 mM
pH 8

EDTA 10 mM

Se utilizó 10 ml de buffer para un sedimento proveniente de 200
ml de cultivo. Una vez resuspendido por completo, se agregó liso­
zima (0,1 mg/ml) y luego de disolverla se incubó a 4°C durante 45
minutos, invirtiendo los tubos periódicamente con suavidad. Fi­
nalmente se centrifugó a 10000 xg durante 30 minutos a 4°C y se
descartó el sobrenadante.

Fraccionamiento subcelular

Los esferoplastos se resuspendieron en sacarosa 20%P/P en

buffer Tris-ClH 3D mM

pH 8

EDTA 3 mM

MgClz 10 mM

y se agregó DNAsaI (0,05 mg/ml).

Se agitó para homogeneizar y luego se realizaron cinco ciclos de
sonicación de 30 segundos cada uno con intervalos de 45 segundos
en un Ultrasonic Processor W385 Heat Systems-Ultrasonics Inc.
Luego se centrifugó a 3000 xg durante 15 minutos a 4°C y el so­
brenadante obtenido se sometió a ultracentrifugación. Previamente
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se diluyó cinco veces agregando buffér sin sacarosa y luego se
centrifugó a 105000 xg durante 3 horas a 4°C. El sobrenadante ob­
tenido contenía la fracción citosólica y el sedimento la fracción
de membranastotales. Para separar membranasinternas y externas,
el sedimento se resuspendió en sacarosa 20%en Tris-ClH 30 mM,pH
8,2 y se sembró sobre un gradiente discontinuo de sacarosa di­
suelta en el mismo buffer (10 ml de sacarosa 55% P/P más 10 ml de
sacarosa 44%P/P). Se centrifugó a 68000 xg durante 16 horas a
4°C, obteniéndose las membranasinternas en la interfase superior
y las membranasexternas en la interfase inferior. Cada interfase
se centrifugó luego a 105000 xg durante 4 horas a 4°C para obte­
ner un sedimento con la fracción de membranas deseada.

Solubilización de proteinas de membrana

Para solubilizar las proteinas unidas a membranas,el sedimento
conteniendo la fracción de proteínas totales fue resuspendido en

buffer Tris-ClH 50 mM
pH 7,4
glicerol 5%V/V
2-mercaptoetanol 1 mM
aprotinina 25 UI/ml

Se agregó colato de sodio hasta una concentración final de 0,5 M.
Si el extracto se iba a sembrar en una columna de DEAE-celulosa,
se omitió el agregado de NaCl.

Una vez resuspendido el sedimento, se agitó con agitador magnéti­
co a 4°C durante 1 hora y luego se centrifugó a 105000 xg durante
1 hora a 4°C. El sobrenadante obtenido constituye la fracción de
proteínas de membranasolubilizadas.



ADENILIL CICLASA

Purificación parcial. Métodoscromatográficos

Se sembraron 105 ml de fracción citosólica (37,8 mg de proteína)
en una columna de DEAE-celulosa de aproximadamente 15 ml de capa­
cidad previamente equilibrada con buffér A:

Tris-ClH 50 mM 50 mM

pH 7,4
glicerol 5%V/V
2-mercaptoetanol 1 mM
aprotinina 25 u/ml

Se lavó la columna con 100 ml de buffér A y se eluyó con un gra­
diente lineal de NaCl en el mismo buffer, incrementándose la con­
centración salina de 0 a 0,5 M. El volumen total del gradiente
fue de 100 ml; se recogieron fracciones de 5 ml a una velocidad
de 0,5 ml/min. Las fracciones con actividad de adenilil ciclasa
se juntaron y constituyeron la preparagián_DEAE.

Para analizar la adenilil ciclasa unida a membranas,también se
hizo un paso de purificación utilizando una columna de DEAE-celu­
losa. Se sembró en la columnael extracto obtenido al tratar la
fracción de membranas totales con colato de sodio (1%P/V)(20 ml,
30 mgde proteina/ml) y se procedió como se describe en este pun­
to.
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milan).

La preparación DEAEfue dializada contra Tris-ClH 10 mMa 4°C du­
rante 12 horas y luego concentrada contra una solución de sacaro­
sa 2 M en Tris-ClH 10 mM, pH 7,4.

La fracción obtenida (0,8 ml, 0,226 mg de proteina) fue sembrada
en una columna preparativa de Ultrogel AcA34 (45x0,75 cm). La co­
lumna se equilibró previamente con buffér A, al que se le agregó
NaCl 0,15 M. Se eluyó con el mismo buffér recogiéndose 50 frac­
ciones de 1 ml cada una a un flujo de 0,5 ml/min.

Determinación de los parámetros moleculares e hidrodinámicos

PP t ° ’ e ' P e

Se prepararon gradientes de 5 a 20%P/V de sacarosa en agua u
óxido de deuterio (D20) conteniendo

Tris-ClH 50 mM

pH 7,4
2-mercaptoetanol 1 mM
EDTA 0,5 mM

NaCl 0,15 M

Los gradientes se armaron en tubos de acetato de celulosa corres­
pondientes al rotor BeckmanSW40.En ellos se sembró la prepara­
Qián_DEAEde fracción citosólica (0,4 m1; 0,55 mg de proteína/ml)
y las siguientes proteínas marcadoras:

catalasa (hígado bovino) 0,1 mg/ml
malato dehidrogenasa (corazón porcino) 0,01 mg/ml
lactato dehidrogenasa (músculo de conejo) 0,03 mg/ml
citocromo C (corazón de caballo) 2 mg/ml



_ 98 _

Se centrifugó a 100000 xg durante 18 horas a 4°C. Al finalizar la
corrida se recogieron fracciones de 0,3 ml, succionando desde el
fondo del tubo con una cánula conectada a una bomba peristáltica
a una velocidad de 0,25 ml/min.

Se utilizó una columna analítica de Ultrogel AcA34(30x0,75 cm)
equilibrada con buffér A conteniendo NaCl 0,15 M. Se sembró la
prenaranián_DEAEobtenida de la fracción citosólica (0,5 ml, 0,55
mg prot/mol) y se eluyó a 4°C con el mismo buffer a un flujo de
0,5 l/min recogiéndose fracciones de 0,8 ml.

Se agregó a la muestra las proteínas marcadoras tal comose des­
cribió en el punto anterior.

Cálculo de los parámetros moleculares e hidrodinámicos

y 1 .E. . J

El método utilizado es el que desarrollaron Clarke (1970) y
Meunier et al (1972) para determinar el volumen específico par­
cial de complejos proteína-detergente. Dicho método se basa en el
análisis de los coeficientes de sedimentación en gradientes de
densidad hechos en H20 y D20, según el procedimiento descripto
por Edelstein y Schachman (1967), cuyo fundamento es el cambio en
el coeficiente de sedimentación producido por el aumento de den­
sidad de la solución por el uso de D20 cuando la cantidad de de­
tergente unido es conocida.

De acuerdo a Martin y Ames, la distancia ri recorrida desde el
origen por cualquier macromoléculasometida a ultracentrifugación
en un medio i (1:4 para H20; i=H para D20) es:

ri = Ki 820m (1-Vfi) (1)
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donde Ki es una constante en un medio, a una dada densidad para
cualquier macromolécula con el mismovolumen específico parcial;
Szo,w es el coeficiente de sedimentación de la macromolécula de­

terminado en H20 a 20°C; V es el volumen específico parcial, Y/pi
es la densidad del medio i (Martin y Ames, 1961). Dado que la

densidad f’i aumenta linealmente a lo largo del gradiente de sa­
carosa, se hace una estimación promedio de ese parámetro tomando
comovalor ri/2. Bajo estas condiciones, el error enf’i es menor
que el 0,5%. Entonces, dados dos gradientes de sacarosa realiza­
dos en H20 y D20, resulta:

rH KH(1—V H)

rn KD(1-V/7D)

siendo entonces

rHKD - rDKH
(3)4| Il

rHde’D — rDKH ['H

Si se divide al numerador y al denominador del segundo término de
la igualdad (3) por rDKH,resulta:

rHKD

rDKH
<I Il

A ¡b V

rHKD Ip D

rDKH

Por otro lado, la ecuación (2) puede expresarse del siguiente mo­
do:

rDKH (1 - ïr/Jn)

rDKH (1 —x7/JD
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y según la ecuación de Svedberg:

(1- VfH) SH7H (6= )
(1 - o D SDm D/’ /

donde SHy SD son los coeficientes de sedimentación aparentes de­

terminados experimentalmente en H20 y D20, respectivamente, y 57H
y 7 D las viscosidades de las soluciones en H20 y D20, respecti­
vamente, en la zona en que se ubica la macromolécula analizada.

De las ecuaciones (4), (5) y (6), se deduce que:

SH. H_7-1
SD D

v= 7 (7)
SH H

7 fn- ¡"HSD D ­

La ecuación (7) se utilizó para calcular el volumen especifico

parcial de la adenilil ciclasa. Los valores de SH, SD, 7H y 77 D
fueron obtenidos comparandola movilidad de la adenilil ciclasa
con respecto a la de las proteínas marcadoras utilizadas en ambos
gradientes, y cuyos valores numéricos se presentan en Resultados
y Discusión.

Las densidades fo y fm fueron determinadas por gravimetria, uti­
lizando una micropipeta de 0,05 ml.

Badigdnijüakes

El valor del radio de Stokes (a) fue obtenido a partir del perfil
de elución de la filtración en geles. El valor fue estimado de un
gráfico de a vs ve/vo (volumen de elución normalizado respecto
del volumende exclusión), obtenido con las proteínas marcadoras
de parámetros moleculares conocidos.
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muscular
El peso molecular de la adenilil ciclasa fue calculado de acuerdo
a la siguiente ecuación, según Siegel y Monty (1966):

61TN720."
M = —————————-a Sao,u

1 —5'720,u

siendo N, número de Avogadro; 7 20.w, viscosidad del agua a 20°C
(1,100 10-2 g/cm.seg); a, radio de Stokes; Szo.w, coeficiente de
sedimentación a 20°C en H20; V, volumen especifico parcial.

C E. . l E . . J

El coeficiente friccional se calculó utilizando los parámetros
moleculares obtenidos previamente (3, a, M) de acuerdo a la si­
guiente ecuación: ­

1/3
4fl'N

f/fo = a

siendo f el coeficiente de fricción de la proteina y fo el coefi­
ciente de fricción de la proteina esférica y anhidra de igual ma­
sa.

En la tabla 4 se resumen los parámetros moleculares de las pro­
teínas marcadoras utilizadas en las centrifugaciones en gradien­
tes de sacarosa y en las filtraciones en geles. La tabla se con­
feccionó en base a los datos reunidos por Haga (Haga et al,
1977).
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Proteina Coeficiente de Vol. esp. Radio de Peso
sedimentación parcial Stokes Molecular

catalasa 11,3 0,73 5,21 247000
lactato dehidrogenasa 7,3 0,74 4,75 142000
malato dehidrogenasa 4,32 0.74 3,69 70000
citocromo C 1,71 0,73 1,87 13300

Ensayode la actividad de la adenilil ciclasa

El método utilizado fue el desarrollado por Rodbell (1967) con
las modificaciones de Salomon et al (1974).

Se incubaron 50 pl de fuente enzimática con 50 pl de una mezcla
de reacción que tiene la siguiente composición:

BuÍÏEr Tris-ClH 500 mMpH 7,4 10 ul
3-isotubil l-metilxantina 2 mM-AMPC10 mM 10 ul
fosfocreatina 20 mM-creatina quinasa 2 mg/ml 10 ul
catión divalente (MnClz o MgClz 25 mM 10 ul
a32-ATP 5 mM(activ.específ. 50-200 cpm/pmol) 10 ul

Se incubó 10 minutos a 37°C y se detuvo la reacción 0,1 ml de una
solución que tiene la siguiente composición:

ATP 40 mM

3H-AMPc 12,5 mM

Luego se calentó 3 minutos a 100°C.

El AMPcformado se purificó de acuerdo al procedimiento de croma­
tografía secuencial desarrollado por Salomon(1979). Este método
se basa en la separación del AMPCradioactivo de los fosfatos y
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nucleótidos radioactivos o no (ATP, ADP, AMP,PPi, Pi) a través
de una resina intercambiadora de cationes (DowexAG50W-X4, forma
H+), donde los protones de la resina se intercambian con los gru­
pos -NH2+de la adenina de los nucleótidos. El AMPces el único
compuestoparcialmente retenido por la resina, pues su carga po­
sitiva (adenosina) no es contrarrestada por completo por la única
carga negativa del grupo fosfato. Luegodel pasaje por la resina
DowexAG50W-X4,el AMPcobtenido es purificado adicionalmente en
una columna de alúmina neutra, que retiene a los compuestos fos­
forilados aún presentes, excepto el AMPcque no se retiene a pH
neutro.

El esquema de la cromatografía secuencial es el siguiente: se
agrega l ml de H20 en el tubo de reacción y se siembra sobre la
columna de Dowex AG50W-X4(4x0,5 cm) descartándose el eluído. Se
agregan 4 ml de H20 sobre la columna de Dowex. descartándose el
eluído. Se agregan 6 ml de H20 sobre la columna de Dowex, reco­
giendo sobre columnas de alúmina neutra (3x0,5 cm).

Se agrega 1 ml de Imidazol ClH 0,1 M, pH 7,5 sobre columna de
alúmina, descartándose el eluído. Se agregan 4 ml de Imidazol ClH
0,1 M, pH 7,6 sobre columna de alúmina, recogiendo en viales de
centelleo liquido. La radioactividad se midió según el método de
Bray (1960), agregando a los viales 13,5 ml de solución cente­
lleadora (naftaleno-dioxano).

Las lecturas de radioactividad se realizaron en un contador de
centelleo líquido marca BeckmanLSlBOl. Los parámetros utilizados
fueron los siguientes: para 3H (el AMPctritiado agregado al fi­
nalizar la incubación permite calcular el porcentaje de recupera­
ción del AMPc después de la purificación cromatográfica) se usó
una ventana de 0 a 200 y para 32P la ventana usada fue de 500 a
1000. Las recuperaciones obtenidas habitualmente fueron del orden
del 50% al 80%.
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Electroforesis en geles de poliacrilamida

El métodoutilizado para geles de poliacrilamida desnaturalizan­
tes fue el de Laemmli (1970).

Se utilizaron geles de poliacrilamida con SDS, de 10x12x1,5 mmde
las siguientes características:

gel separador: 10 ml 12%acrilamida, pH 8,8
gel concentrador: 5 ml 5%acrilamida, pH 6,6

Los geles se prepararon de acuerdo al siguiente esquema:

Separador Concentrador

Acrilamida + Bis Acrilamida (30:1) 4 ml 0,83 ml
SDS 10% 0,1 m1 0,05 ml

Tris-ClH 1,5 M, pH 8,8 2,5 ml ­
Tris-ClH 1,0 M, pH 6,8 — 0,63 m1
H20 3,3 ml 3,4 ml
TEMED 4 ul 5 ul

SaOs(NH4)2 10 mg 5 mg

Todas las muestras fueron tratadas con un volumen de buffér de
craqueo 2x.

SDS 2% (V/V)

2-mercaptoetanol 2% (v/v)
Tris 50 mMglicina 400 mM, pH 8
azul bromofenol 0,02% (p/v) durante 3 minu­

tos a 100°C y luego sembradas en gel.
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El buffer utilizado para la corrida tenía la siguiente composi­
ción:

Tris 3.03 8/1
glicina 14,4 3/1
SDS 0,1% y la electroforesis se

efectuó a una corriente constante de 15 mApara el gel concentra­
do y de 25 mApara el separador.

En las corridas electroforéticas se utilizaron comomarcadores de
peso molecular las siguientes proteínas:

a) triosafosfato isomerasa 26.
lactato hidrogenasa 36.
fumarasa 48
piruvato quinasa 58.
fructosa-S-fosfato quinasa 84.
B-galactosidasa 116.
az-macroglobulina 180.

b) a-lactoalbúmina 14.
inhibidor de tripsina de soja 20.
tripsinógeno 24.
anhidrasa carbónica 29.
gliceraldehído-3-fosfato dehidrogenasa 36.
ovoalbúmina 45.
seroalbúmina bovina 66.

La primera mezcla estaba formada por proteína preteñidas.

En los casos en que fue necesario, los geles se tiñeron
siguiente solución:
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metanol 45% (v/v)
ácido acético 10%(v/v)
Coomasie Brilliant blue R-250 0,2% (p/v) durante

una hora y luego se los deooloró con una solución metanol-ácido
acético-agua (40:10:50) durante 4 horas.

Para los ensayos de ADP-ribosilación con [32P]NAD y unión de
a[32P]GTP, los geles, una vez teñidos y decolorados, fueron seca­
dos y expuestos con pantalla intensificadora a —70°Cpor períodos
que variaron entre 12 y 72 horas.

Ensayos bioquímicos de identificación

[3551GTP—3—S
El método que se utilizó es el de Northup (Northup et al, 1982)
modificado por Waldo (Waldo et al, 1987).

Se incubaron 0,1 ml de muestra (100-150 ug de proteína por ensa­
yo) con 0,08 ml de buffer de reacción

Tris-ClH 20 mM, pH 8
EDTA 1 mM

DTT 1 mM

NaCl 100 mM

Lubrol PX 0,1% (v/v) y la reacción se
inició agregando 0,02 ml de la siguiente solución:

[35SJGTP3—S 10 mM (300000 cpm/ensayo)
MgClz 10 mM

Lubrol PX 0,1% (v/v) durante 60 minu­
tos a 30°C.

La reacción se detuvo agregando 2 ml de buffer stop frío:
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Tris-ClH 20 mM, pH B
NaCl 100 mM

MgClz 25 HM

Na3P04 1 mMy se filtró inmedia­
tamente a través de discos de nitrocelulosa (BA85Schleicher and
Schuell).

Cada filtro se lavó 5 veces con 2 ml de buffer stop frio y luego
se secaron en estufa a 75°C durante 15 minutos. Los filtros se
colocaron en viales plásticos, se les agregó l m1de la solución
centelleadora (Tolueno-Omnifluor)y la radioactividad se detectó
en un contador de centelleo líquido marca BeckmanLSlBOl utili­
zando ventana abierta, ya que no había mezcla de isótopos.

EEE .1 .J ..

Se utilizó una modificación de los métodos de Goldsmith et al
(1988) y Casey et al (1989b).

Para determinar la incorporación de ADPribosa a proteínas cata­
lizadas por toxinas de Vibrio cholerae y Bbrdetella pertussis se
incubaron 40 ul de membranas resuspendidas en el siguiente
buffer:

Tris-ClH, pH 8 50 mM
EDTA 1 mM

DTT 2 mM

timidina 10 mM
Lubrol PX 0,1% v/v con 5 ul de toxinas
cólera 10 ug/ml
pertussis 5 pg/ml previamente activa­

das en una solución de DTT 10 mMdurante 30 minutos a 30°C ini­
ciándose la reacción al agregar 5 pl de la siguiente solución:
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[azP]NAD 1 HM(4.10B cpm/ensayo)
ATP 1 mM

Se incubó 40 minutos a 30°C y se detuvo la reacción por agregado
de un volumen de buffer de craqueo 2x; se calentó 3 minutos a
100°C y luego se sembraron las muestras en el gel. Para determi­
nar especificidad de la reacción, se agregó NAD100 un para des­
plazar la marca radioactiva incorporada.

Llnián_d.e_a[32P]GILen_geles_p_Qr_mt_Q_aiini.dad

Se utilizó el método de Linse et al (1988) que permite la incor­
poración de a[32P]GTPa proteinas capaces de unir dicho nucleóti­
do en forma covalente por fotoafinidad.

Se resuspendieron las membranas en bufÏér Tris-ClH 20 mM,pH 8 y
se les agregó:

MgClz 1 mM

DTT 1 mM

ATP 1 mM

a[32P]GTP 4.107 cpm/ensayo/SOOO Ci/mmol
en un volumen de 0,05 m1.

Se incubó a temperatura ambiente durante 20 minutos y luego se
irradiaron las muestras con luz UV (254 nm lámpara de Hg HBO
lOOW/Z,Osram) a una distancia de 10 cm durante 10 minutos. La
reacción se detuvo agregando un volumen de buffér de craqueo 2x y
se sembraron en un gel. Luego se fijó el gel, se lavó con solu­
ción fijadora suplementada con P04H3 1 mM,se secó y se expuso a
-70°C durante 72 horas. Dado que con el lavado no se eliminaba
todo el nucleótido unido al gel inespecíficamente, se optó luego
por transferir las proteínas del gel a nitrocelulosa y exponerel
filtro en las mismascondiciones que el gel seco. Se logró de es­
te mododisminuir sensiblemente el "ruido" de fondo.
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Para la transferencia se utilizó el métodode difusión. Para ello
se colocó nitrocelulosa a ambos lados del gel y luego dos hojas
de papel Whatmann BMMa cada lado, y el conjunto se sumergió en
un recipiente con buffér fosfato 25 mM,pH 6,5 y se agregó un pe­
so de 4 Kg; de este modose obtuvo una transferencia bidireccio­
nal por capilaridad.

Técnicas inmunológicas

I . ¡l l,

Se utilizó el método descripto por Harlow y Lane (1988).

Se obtuvieron esferoplastos de un sedimento de A. rbizogenes pro­
veniente de 100 ml de cultivo y dichos esferoplastos se resuspen­
dieron en

buffér Tris-ClH 50 mM,pH 7,4
glicerol 5%(v/v)
2-mercaptoetanol 1 mM
SDS 2% y se sonicó (5 ciclos de

30 segundos cada uno con intervalos de 30 segundos), se calentó 1
minuto a 100°C y se centrifugó a 10000 xg durante 10 minutos. El
sobrenadante se utilizó para la inmunoprecipitación.

Comopaso previo se clarificó el homogenato. Este paso permitió
eliminar cualquier producto presente en el homogenatoque pudiera
reaccionar con el segundo anticuerpo (conejo anti-rata) o con la
proteína A. Para ello se incubó una alícuota de 1 ml de homogena­
to (15 mgde proteínas) con suero de conejo anti-rata (dilución
1:200) durante 1 hora a temperatura ambiente con agitación. Luego
se agregó 0,5 ml de proteina A-Sepharosa 10% (v/v) y se incubó 1
hora con agitación. Se centrifugó 5 minutos a 10000 xg y el so­
brenadante obtenido es el homogenatoclarificado.
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El homogenatoclarificado se dividió en dos alicuotas que se di­
luyeron a 1 ml de volumen final con buffér, de modo que la solu­
ción tenga la siguiente composición:

Tris-ClH 50 mM, pH 7,4
NaCl 0,15 M
SDS 1% (v/v)

Tritón X100 1% (v/v)
NP40 0,5% (v/v)(solución de detergente)

Una de las alícuotas se incubó con el anticuerpo Y13-259 (Furth
et al, 1982) que es un monoclonal anti p21 de rata, en dilución
1:100 durante 2 horas a temperatura ambiente con agitación. Luego
se agregó suero de conejo anti-rata en dilución 1:100 a cada
muestra y se incubó 1 hora a temperatura ambiente con agitación.
Finalmente, el complejo antígeno-anticuerpo se precipitó por
agregado de proteína A-Sepharosa (10% v/v). Luego de 1 hora a
temperatura ambiente con agitación, se centrifugó 5 minutos a
10000 xg. El sedimento obtenido se lavó 4 veces con 1 ml de solu­
ción de detergentes y, finalmente, se lo resuspendió en 50 ul de
buffer de craqueo 2x. Se calentó 10 minutos a 85°C, se centrifugó
5 minutos a 10000 xg y el sobrenadante se sembró en un gel de po­
liacrilamida.

11221322121215.

a) Electrotransferencia

La transferencia se llevó a cabo colocando la membranade nitro­
celulosa en contacto directo con el gel. El "sandwich" formado se
colocó en un campoeléctrico que permitió el pasaje de las pro­
teínas a la membrana.

Se utilizaron los siguientes bufférs:
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Buffer catódico: Tris pH 9,4 25 mM
ácido Xamino-n-hexanoico 40 mM
metanol 20% (v/v)

Buffez anódico 1: Tris pH 10,4 300 mM
metanol 20% (v/v)

Buffet anódico 2: Tris pH 10,4 25 mM
metanol 20% (v/v)

Se colocaron 6 capas de papel Whatmann 3MMhumedecidas en buffer
anódico l sobre el ánodo; luego se colocaron 3 capas del mismo
papel embebidas en buffér anódico 2. Sobre ellas se colocó la ni­
trocelulosa y luego el gel. Luego se agregaron 6 capas de papel
Whatmannhumedecidas en el buffer catódico. Finalmente, se colocó
el grafito catódico. Luego del agregado de cada elemento (papel,
nitrocelulosa, gel) del “sandwich”, se procedió a eliminar las
burbujas para evitar problemas en la transferencia. Se conectó el
aparato a una fuente de poder, realizándose la transferencia a
una intensidad constante de 0,8 mA/cm2de gel durante 1 hora a
temperatura ambiente.

Para determinar la eficiencia de la transferencia y para ubicar
los marcadores de peso molecular cuando no eran preteñidos, se
tiñó la nitrocelulosa luego de la transferencia con una solución
de Rojo Ponceau S 0,5% (p/v) en ácido acético 1% (v/v). Antes de
la detección con el anticuerpo el colorante se eliminó lavando la
nitrocelulosa con agua.

b) Bloqueo

Realizada la transferencia, se bloqueó la membranade nitrocelu­
losa para evitar la adsorción inespecifica de los distintos reac­
tivos. Para ello, se sumergió la membranaen la solución de blo­
queo constituida de la siguiente forma:



leche descremada 5% (p/v)

glicina 2% (P/V)

lisado de E. coli 0,5% (v/v) en buffer TBS 1X
cuya composición es:

Tris-ClH, pH 8 25 mM
NaCl 0,9% (p/v). Se incubó 30

minutos a temperatura ambiente, con agitación.

c) Adición de anticuerpos

Para la detección del antígeno (proteínas G o p21tas) se utiliza­
ron distintos anticuerpos, cuyo detalle se observa en la tabla 5.

ANTIGENO SEGUNDO

ANTICUERPO RECONOCIDO HECHO EN DILUCION ANTICUERPO

Y13—259 p21ras rata 1:100 cabra anti-rata AP
pan Abl p21ras ratón 1:100 cabra anti-ratón AP
pan Ab2 p21ras ratón 1:100 cabra anti-ratón AP
RM 1 as conejo 1 300 ’
9192 ac conejo 12300 cabra anti conejo
9190 ai conejo 1:300 biotinilado
SW1 B conejo 1:300

Los anticuerpos se prepararon en solución bloqueante adicionada
con Tween 20 0,05% (v/v).

Se eliminó la solución de bloqueo y la membranase sumergió en la
solución que contenía el primer anticuerpo incubándose 90 minutos
a temperatura ambiente con agitación. Luego se hicieron 4 lavados
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de 5 minutos cada uno con buffér TBS 1x adicionado con Tween 20
0,05% (v/v). Luego se incubó 1 hora con el segundo anticuerpo; el
anticuerpo correspondiente se preparó en la mismasolución que el
primer anticuerpo, adicionándose suero normal de cabra 1% (v/v).
Luego se hicieron 4 lavados de 5 minutos cada uno con TBS 1x­
Tween20 0,05%. Cuando se utilizó un segundo anticuerpo biotini­
lado, se incubó 1 hora con solución de avidina-biotina (Vectas­
tain kit) acoplada a fosfatasa alcalina preparada según instruc­
ciones del fabricante.

Finalmente se hicieron 3 lavados de 5 minutos cada uno con TBX1x
tanto para sueros biotinilados comopara sueros acoplados direc­
tamente a fosfatasa alcalina.

d) Detección

La membranase lavó 2 veces durante 5 minutos con el siguiente
buffér:

Tris-ClH, pH 9.5 100 mM
NaCl 100 mM

MgClz 5 mM(buffér fosfatasa)
para equilibrar la membranaen el pH adecuado y luego se agregó
la solución reveladora. Los sustratos utilizados fueron:

Bromo-cloro-indoil-fosfato (BCIP) 60 mg/ml en dimetil forma­
mida 100%

Nitro blue tetrazolium (NBT) 50 mg/ml en dimetil forma­
mida 70%

La solución se preparó agregando 66 pl de NBTy 33 ul de BCIP a
10 ml de buffer fosfatasa. Se incubó el filtro con esta solución
por periodos de 5 minutos (para anticuerpos biotinilados) o de 20
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minutos (para los otros anticuerpos), en oscuridad. La reacción
se detuvo colocando las membranas en una solución diluída de
EDTA.

Marcado con [3SSJMetionina

P P ' 'r‘ ("Slug-11mm;

Se utilizó el método descripto por Harlow y Lane (1988).

Se creció un cultivo de 5 ml en medio MYAdurante una noche. Lue­
go se diluyó 1:10 en medio mínimo M9que tiene la siguiente com­
posición:

NazHPO4 0,6% (P/V)
KH2P04 0,3% (P/V)
NaCl 0,5% (P/V)
NH4Cl 0,1% (P/V) y luego

de autoclavar y enfriar se le agregaron las siguientes soluciones
estériles:

MgSO4 1 M 2 ml/l

Sacarosa 20% ((P/V) 10 ml/l
CaClz 1 M 0,1 ml/l y se ajustó el pH

en 7,4.

se incubó 3 horas a 30°C hasta alcanzar una D.0. de 0,5 y en ese
momentose hizo la marcación. Para ello se agregó 100 pCi de
[35S]Metionina (1200 Ci/mmol) y se incubó durante 30 minutos a
30°C. La mitad del cultivo se cosechó (pulso) y la otra mitad se
resuspendió en medio mínimo sin radioactivo y se incubó 2 horas a
30°C (caza) luego de los cuales se cosechó.
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Las bacterias se trataron en la forma ya descripta para inmuno­
precipitar con el anticuerpo Y13—259.El precipitado obtenido se
extrajo con buffér de craqueo 2x y se sembró en un gel de poli­
acrilamida.

Elmmfia
Concluida la electroforesis, el gel se tiñó y decoloró comoya se
describió. Para aumentar la sensibilidad de la detección del isó­
topo radioactivo utilizado (358), se hizo una fluorografía.

Para ello se lavó el gel con 2 volúmenes de dimetil sulfóxido
(DMSO)2 veces durante 30 minutos. Luego se incubó con 4 volúme­
nes de PPO 22% (P/V) en DMSOdurante 3 horas y finalmente se lavó
con 20 volúmenes de H20 2 veces durante 20 minutos. El gel luego
se secó y se expuso a -70°C durante una semana.

Técnicas para identificar secuencias de ADNMW].
Se utilizó un cultivo de 5 ml de A. zwizogenes en medio MYAcre­
cido durante una noche en las condiciones ya descriptas. Se obtu­
vieron esferoplastos, tal comose describió y se los resuspendió
en 3 ml de buffer TE cuya composición es:

Tris-ClH, pH 8 50 mM
EDTA 20 mM y luego se

agregó 1 ml de una solución de Sarkosyl 5% (V/V) en buffér TE y 1
m1 de una solución de proteinasa K (2,5 mg/ml en buffer TE). Se
incubó 2 horas a 37°C y el lisado obtenido se aclaró pasándolo 20
veces a través de una jeringa sin aguja. Se tomó 1 ml del lisado
clarificado y se extrajo con un volumende fenol equilibrado en
buffer Tris-ClH, pH 8, 0,5 M. La fase acuosa se extrajo 4 veces
con éter y finalmente se precipitó el ADNa -20°C agregando 2 vo­
lúmenes de etanol 96% (V/V)(Dhaese et al, 1979).
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El sedimento obtenido se resuspendió en O,1-D,2 ml de buffér TEN,
cuya composición es la siguiente:

Tris-ClH, pH 8 5 mM

EDTA 0,5 mM

NaCl 5 mM

e ' e o r no '

Los ensayos de restricción se realizaron utilizando 10 pg de ADN
(estimado por comparación de la banda con bandas de ADNde masa
conocida en minigeles de agarosa). El protocolo utilizado tiene
el siguiente esquema:

ADN 25 ul (10 pg)
buffer H 10 ul
enzima 1 ul (50 U)
H20 64 ul siendo el

volumen final de 0,1 m1. Se utilizaron las enzimas BamHI, PstI y
EcoRI. Cuando se cortó con dos enzimas, se agregó 1 ul de cada
una y 63 pl de H20. La composición del buffér H es la siguiente:

Tris-ClH, pH 7,5 10 mM
MgClz 10 mM

NaCl 100 mM

DTT 1 mM

Las incubaciones se llevaron a cabo durante 4 horas a 37°C.WWW
Concluida la reacción de restricción, el ADNdigerido se precipi­
tó con 2 volúmenes de etanol 96% (V/V) a -70°C y se resuspendió
en 20 ul de buffér TE 50:2 (Tris-ClH, pH 8 50 mM, EDTA2 mM) y se
le agregó 5 pl de buffer de siembra 5x cuya composición es:



glicerol 50% (V/V)
TBE 5x

azul de bromofenol 1% (P/V)

Las muestras se sembraron en geles de agarosa 0,8% (P/V) en
bufÏeITBE cuya composición es:

Tris-borato 89 mM
ácido bórico 89 mM

EDTA 2 mM y se

agregó bromurode etidio (0,5 ug/ml). E1 buffer de corrida utili­
zado fue TBE. La corrida se llevó a cabo a un campo de 5-10 V/cm
a temperatura ambiente.

Los geles fueron fotografiados a través de un transiluminador de
luz UVde 300 nm, utilizando una cámara Polaroid MP-4 con filtro
rojo (RPC4)con película Polaroid 667.

Comomarcadores de tamaño se utilizó el marcador XADN-HdIII(bp):
23130-9416-6557-4361-2322-2027-564-125.muy;
Se utilizó el método descripto por Southern (1975).

Luegode la corrida electroforética, el gel se trató con HCl 0,2
N durante 15 minutos a temperatura ambiente. Luego de la hidróli­
sis ácida, se desnaturalizó el ADNtratándolo con NaOH0,5 M,
NaCl 1,5 Mdurante 30 minutos a temperatura ambiente. Por último,
se equilibró haciendo 4 lavados de 30 minutos cada uno con NH4
acetato 1 M, NaOH0,02 Ma temperatura ambiente.

Comomembrana se utilizó Hybond. Antes de ponerla en contacto con
el gel, se la trató durante 5 minutos con buffer SSC2x cuya com­
posición es:



- 118 ­

NaCl 0,3 N
citrato de sodio 0,03 N

Finalmente se realizó la transferencia por capilaridad, usando
buffer SSC6x, durante 16 horas. Luego de la transferencia el
filtro se lavó 30 segundos con NaOH0,4 N y luego 15 minutos con
Tris-ClH, pH 7,5 200 mM,SSC 2x. Finalmente se lo iluminó con luz
UV(300 nm) durante 5 minutos para fijar el ADNal filtro.

E ., j i i. l.

Se utilizó el método de randommulti-priming. Para ello se usó el
kit de Amersham (RPN 1600Z).

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 25 ul utili­
zando 50 ng de ADN. El ADNse hirvió durante 3 minutos y luego se
agregaron los componentes del kit (primer, dNTPs, buffer y enzima
polimerizante), según instrucciones del fabricante y, finalmente,
se agregó el nucleótido radioactivo (a[32P]dNTP, 3000 Ci/mmol).
La reacción se llevó a cabo a temperatura ambiente durante 6 ho­
ras. La sonda marcada se aisló por doble precipitación con 1/2
volumen de NH4acetato 7,5 M y 2 volúmenes de etanol 96% (V/V) a
-70°C. Finalmente se resuspendió en 0,2 ml de H20 y se hirvió du­
rante 3 minutos.

“.1 .1 ..

Las membranasse ubicaron en bolsitas a las cuales se les agregó
la solución de hibridación:

SSC 5X

formamida 25% (V/V)
SDS 1% (P/V)
Denhardt 2X
ADNesperma de salmón 100 ug/ml
Dextran sulfato 10% (P/V) en H20
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siendo el volumen final de 10 ml. La composición de la solución
de Denhardt 1Xes la siguiente:

BSA 0,02% (P/V)
Ficoll 0,02% (P/V)
Polivinilpirrolidona 0,02%(P/V)

Se realizó una prehibridación a 42°C durante dos horas y luego se
inyectó la sonda radioactiva. Se incubó a 42°C durante 12-18 ho­
ras con agitación.

Concluida la reacción, los filtros fueron lavados con solución de
lavado:

SSC 0,6X

SDS 0,5% (P/V) 4 veces
durante 30 minutos cada vez. Finalmente, las membranas fueron ex­
puestas con película radiográfica AGFA(CURIXRP1) con pantalla
intensificadora a -70°C durante 48 horas.

PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

Determinación de proteínas

Se utilizó el método de Lowryet al (1951) utilizando sero-albú­
mina bovina (BSA)cristalina comopatrón. Para cuantificar pro­
teínas en distintos pasos de purificación, se midió la absorban­
cia a 280 nm/260 nm calculándose la concentración proteica según
el método de Peterson (1983).

concentración (mg/ml) = (1,55 x A230) - (0,76 x A280)
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Determinación de la posición de las proteínas marcadoras en los
gradientes de sacarosa y en las columnas de Ultrogel AcA34

Citocromo C: fue detectado por su absorbancia a 410 nm.

Malato Dehidrogenasa: se determinó su actividad por el consumo
de NADH,en presencia de oxalacetato, si­
guiendo la disminución de la absorbancia a
340 nm según el método del manual de enzi­
mas de Worthington (1972).

Lactato Dehidrogenasa: su actividad se determinó por el consumo
de NADHen presencia de piruvato, en forma
similar a la malato dehidrogenasa.

Catalasa: la actividad fue medida siguiendo el con­
sumo de H202 por conversión de ioduro a
iodo, según el método de Terenzi et al
(1971).

Obtención de membranaspara controles positivos

QbienniódeaJembranasJLSa ccharomycescarevísi ae

Se utilizó el método descripto por Toda et al (1985) con modifi­
caciones menores. Se utilizó la cepa X-2180 Ba, gentilmente cedi­
da por el Dr. Juan José Miret del Instituto de Investigaciones
Bioquímicas "Fundación Campomar“. Se creció un cultivo de 25 ml
en medio YPDcuya composición es:

extracto de levadura 1%(P/V)
peptona 2% (P/V)
dextrosa 2% (P/V) durante

una noche. Se consechó por centrifugación y luego se prepararon
esferoplastos. Para ello se los resuspendió en un buffér con la
siguiente composición:
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sorbitol 1 M
buffer citrato pH 5,8 0,1 M
EDTA 10 mM y se agre­

gó 0,6 ml de glusulasa incubándose 30 minutos a 37°C. Se centri­
fugó 10 minutos a 10000 xg y los esferoplastos se resuspendieron
en el siguiente bufÏEr:

Tris-ClH, pH 7,4 50 mM
glicerol 5% (V/V)
2-mercaptoetanol 1 mM
MgClz 10 mM y se agre­

gó DNAsaI (0,05 mg/ml) y se lisó con 5 ciclos de sonicado de 30
segundos cada uno con intervalos de 30 segundos. Se centrifugó 15
minutos a 3000 xg y el sobrenadante se ultracentrifugó a 105000
xg durante 1 hora. El sedimento obtenido contenía la fracción de
membranas.

El método que se utilizó es una modificación del de Papermaster y
Dreyer (1974).

Se tomaron 60 ojos de vacas adultas decapitadas en el dia. Se se­
paró la parte anterior del ojo (iris, cristalino) de la parte
posterior (retina, coroide, nervio óptico) y se eliminó el humor
vítreo. Se extrajo 1a retina cuidadosamente, se cortó el nervio
óptico y se la colocó en un tubo de centrífuga (10 retinas por
tubo). Se agregó 10 ml del siguiente bufÏEr:

Tris-ClH, pH 7,4 5 mM
sacarosa 40% (P/V)
NaCl 65 mM

MgClz 2 mM y se homo­

geneizó por Vortex durante 1 minuto. Este paso permitió liberar
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los bastones del resto del tejido y separar el segmento externo
(ROS)del interno (RIS). Se centrifugó a 2000 xg durante 4 minu­
tos y se juntó con los sobrenadantes filtrándolos a través de una
red de nylon de 54 pm. A los filtrados se les agregó el doble de
volumen de buffer Tris-ClH 50 mM, pH 7,4-MgClz 1 mMy se centri­
fugó a 12000 xg durante 40 minutos.

Los sedimentos obtenidos se resuspendieron en el mismo buffér su­
plementado con sacarosa 0,77 My se sembraron sobre un gradiente
discontinuo de sacarosa 0,84 M, 1,00 My 1,14 My se centrífuga­
ron a 60000 xg durante 30 minutos (Rotor SW28).

La interfase 0,84 M-1,00 Mcontenía la fracción de ROSpura y se
tomó con cuidado con pipeta Pasteur. Se centrifugó a 1500 xg du­
rante 30 minutos y luego se hicieron 2 lavados para eliminar la
sacarosa. Los precipitados de ROSobtenidos se guardaron a -70°C
hasta su uso. Todos los pasos descriptos se llevaron a cabo bajo
luz roja difusa.

Q1] ., i 1 i 1 1 .

Los cerebros se homogeneizaron en NaHCOa1 mMutilizando un homo­
geneizador Ultraturrax. Cumplidoeste paso, se centrifugó 15 mi­
nutos a 3000 xg y el sobrenadante se ultracentrifugó a 105000 xg
durante una hora. El precipitado obtenido contenía la fracción de
membranas de cerebro bovino.

REACTIVOS

DEAE-celulosa (DE-52) de Whatman Chemical Inc. (Clifton, NJ, USA)

Ultrogel AcA34de LKB-Producter (Bromma, Suecia)

Alúmina neutra de MERK(Darmstadt, Alemania)

Resina DowexAG50W-X4(200-400 mesh), acrilamida, bisacrilamida
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de Bio-Rad (Richmond, CA, USA)

Material radioactivo de NEN-Dupont(Delaware, USA)

Aprotinina de Bayer (Liverkusen, Alemania)

Tris-base, MIX, BSA, catalasa de higado de ternera, citocromo C
de corazón de caballo, malato dehidrogensas de corazón porcino,
lactato dehidrogenasa de músculo de conejo, spectinomicina, ri­
fampicina, cloranfenicol, lisozima, DNAsaI, óxido de deuterio,
fosfocreatina, creatina quinasa, ATP, AMPcíclico, marcadores de
PMde proteínas, glicina, toxinas bacterianas, GTP, GTPXS,Lubrol
PX, proteína A-Sepharosa, NBT, BCIP de Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA)

Enzimas de restricción y sus buffers de boehringer (Manheim,Ale­
mania)

Anticuerpos anti p21r39 de Oncogene Science Inc. (NY, USA)

El resto de los reactivos utilizados fueron de grado analítico.
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Propiedades generales
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Comoprimer paso en el estudio de los mecanismos de transducción
de señales ambientales en Agrobacterjum, se decidió caracterizar
la adenilil ciclasa de esta bacteria, ya que constituye un siste­
ma ampliamente difundido en la Naturaleza.

En primer lugar, se analizó la distribución subcelular que pre­
senta la enzima. Para ello se realizó un fraccionamiento subcelu­
lar según el protocolo descripto en Materiales y Métodos. En la
tabla 6 se resumen los datos obtenidos con un cultivo de 48 ho­
ras .

ACTIVIDAD TOTAL ACTIVIDAD ESPECIFICA

AGREGADOSAL (plol/Iin) (plol/Iin x Ig prot)
BDFIAR FRACCIOI In14 l8¡* En?! llï‘

Honogenato 12790.7 603,6 790,1 42.0

Iingnno Sedilento 5000 g 3015.2 200.7 230.5 12.9
Sedilento 105000 g 4540.5 479.9 277.2 29,3
Sobrenadante 105000 g 4417.9 - 441.5 ­

Halogenato 12020.3 670,0 000.0 43.3

HaCl 0.5 l Sedilento 5000 g 3000.0 203.9 216.7 12.5
Sedilento 105000 g 2720.3 202,6 152,4 10,3
Sobrenadante 105000 g 6100.0 - 1054.1 ­

Lubrol PX 1! Honogenato 12706.0 600,3 003.3 42.7

+ Sedilento 5000 g 3773.0 202,3 215.7 13.0
Sedilento 105000 g 2960.3 310.1 160,0 10,7

IaCl 0.5 H Sobrenadante 105000 g 6007.2 - 094.5 ­
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Comose observa en la tabla 6, la enzima se encontró presente
prácticamente en igual proporción tanto en la fracción citosólica
comoen la fracción particulada. En el sedimento de 5000 g apare­
ció una actividad enzimática considerable, y dado que en esa
fracción se obtienen células enteras y restos de pared celular.
esa actividad indicaría una ruptura incompleta de las bacterias.
Asimismo, al separar las membranasinternas de las externas, la
actividad se recuperó prácticamente en su totalidad en la primer
fracción, tal comose observa en la figura 34.

Actlvldad Adenllll Clclaea Total (pmoI/mlnml)
350

250­

200­

"¿ZZ
Membrana Interna Membrana Externa

- Mn” Mg“

La distribución subcelular observada sugiere que la proteína pue­
de estar asociada a la membranaen forma débil. Este tipo de aso­
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ciación se elimina por altas concentraciones salinas y el resul­
tado obtenido al agregar al homogenato NaCl 0,5 Mconfirma esta
aseveración ya que el 69%de la actividad enzimática se recuperó
en la fracción soluble; al tratar con un detergente (Lubrol PX 1%
v/v) y con NaCl 0,5 Mse obtuvo una distribución análoga de 1a
actividad enzimática.

También se determinó que en membranas, la enzima fue capaz de
utilizar Mg2+-ATPcomo sustrato además de Mn2+-ATP.Este compor­
tamiento se perdió al tratar con sales o detergentes, sugiriendo
que algún componente de la membranaes requerido para dicha pro­
piedad.

A. tumefaciens presenta una adenilil ciclasa con las mismas ca­
racterísticas de localización y solubilización que la de A. rhi­
zogenes. Comocon A. rhisogenes se obtuvieron actividades especí­
ficas mayores, la caracterización de la adenilil ciclasa se rea­
lizó utilizando la cepa A4 de A. rhizogenes.

Posteriormente se investigó la variación de la actividad de la
enzimaen distintas etapas del crecimiento de la bacteria. Para
ello, previamente se hicieron curvas de crecimiento de A. rhizo­
genes y A. tumefhciens, obteniéndose los resultados que se mues­
tran a continuación (figuras 35 y 36).

Se observa que la fase exponencial llegó hasta las 48 horas, pun­
to en el que se logró el máximocrecimiento. Luego, el número de
bacterias decayó mínimamentey se mantuvo constante, constituyen­
do la fase estacionaria.
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Se midió la actividad de la enzima en cada uno de los puntos ob­
tenidos de la curva de crecimiento de A. rhizogenes y se obtuvo
el resultado que se muestra en la figura 37.

Colonlao/ml Actlvldad A. Clclaaa Total (pmol/mlnml) 120°1.000510É
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Se puede observar que la actividad de la enzima aumentó hasta las
48 horas para luego descender levemente y mantenerse en un valor
constante. Si se compara la curva de crecimiento con la de acti­
vidad, se ve que ambas son semejantes, es decir, hay una correla­
ción perfecta entre el crecimiento de la bacteria y la actividad
de la adenilil ciclasa.

Al analizar la distribución subcelular en cada punto de la curva,
se obtuvo el resultado que se observa en la figura 38.



o % de Actividad

Tiempo (horas)

- Membranas m Cltosoi

La proporción de actividad enzimática en cada fracción varía con
el crecimiento. Comose aprecia en la figura 38, la forma parti­
culada aumenta su proporción hasta llegar a un 45-50%en el punto
de máximocrecimiento y luego disminuye marcadamente.

E . 1 1 . .1. E l i . .,!.

Unavez detectada la localización subcelular y la variación de la
actividad de la enzima en las distintas fases del cultivo, se de­
terminaron sus propiedades cinéticas. Estos experimentos se lle­
varon a cabo sobre la enzima unida a membranas y también sobre la
forma soluble de A. rhizogenes.

En primer lugar se determinaron la concentración de proteínas y
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tiempo de incubacion óptimos y, con esos datos, se investigó cuá­
les son las concentraciones adecuadas de ATPy cationes divalen­
tes .

En la figura 39 se observan los resultados obtenidos con la enzi­
ma asociada a membranas.
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La producción de AMPcse mantuvo lineal hasta los 30 minutos uti­
lizando 0,1 mg de proteína; la concentración óptima de ATPfue de
0,5 mMy la de cationes divalentes, ya sea Mn2+o M33+fue de 2,5
mM.

En cuanto a la forma soluble, los resultados obtenidos se mues­
tran en la figura 40.
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La actividad enzimática también permaneció lineal hasta los 30
minutos de incubación usando 12 ug de proteína por ensayo y las
concentraciones óptimas de ATPy Mn2+fueron similares a las que
se obtuvieron con la enzima particulada.

En base a los resultados obtenidos, el ensayo de actividad de
adenilil ciclasa se hizo utilizando ATP0,5 mM,catión divalente
2,5 mMy 100 ug de proteína de membrana o 10 ug de proteína cito­
sólica. El tiempo de incubación se fijó en 10 minutos.

Cuandose utilizaron efectores de adenilil ciclasas eucarióticas
no se obtuvo activación de la enzima, tal comose detalla en la
tabla 7.

Actividad adenilil ciclasa
Agregados (pmoles/min/mg proteína)

Membrana Citosol

Mg2+ 2,5 mM 29,5 0,4

M32+ 2,5 mM + NaF 10 mM 20,0 0,3

Mgz+ 2,5 mM + GTP 10 HM 26,9 0,4

Mg2+ 2,5 mM + GTPBS 10 HM 26,1 0,4

Mg2+ 2,5 mM+ Forskolina 0,05 mg/ml 19,7 0,3

Además, cuando la muestra fue preincubada con toxinas de cólera o
pertussis en presencia de NAD+no se observó estimulación de la
actividad enzimática.

Mmmmmammmflwmm
La distribución subcelular que mostró la adenilil ciclasa de
Agrobacterium y el hecho de que se la extrajo con NaCl 0,5 Msu­
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girió que la actividad enzimática se debe a una proteina capaz de
unirse en forma débil y transitoria a la membrana.Sin embargo,
podrian existir otras posibilidades: a) que la forma citosólica
sea un producto de proteólisis de la enzima asociada a la membra­
na, y b) que se trate de dos proteinas distintas.

Para resolver la primera posibilidad, se dividió un cultivo en
dos alícuotas y una de ellas se procesó en presencia de aprotini­
na (25 U/ml) que es un inhibidor de proteasas. El resultado obte­
nido se muestra en la tabla 8.

Agregados Fracción Act. Total (pmol/min) Act. Específica

Ninguno Membrana 4304,2 254,4
Citosol 4480,3 391,3

Aprotinina Membrana 4835,9 286,0
(25 U/ml) Citosol 5033,? 439,7

Las actividades se determinaron utilizando Mn2+,que es el catión
divalente que utilizan ambas formas. Comose ve, la presencia de
un inhibidor de proteasas no alteró la distribución subcelular
que se habia determinado previamente. La presencia del inhibidor
sólo permitió obtener actividades mayores en aproximadamente un
10%;esto puede indicar que la enzima es sensible a proteasas de
la propia bacteria. Se puede concluir de este experimento que la
actividad detectada en la fracción citosólica no es un producto
de proteólisis de la enzima unida a membrana.

Apartir del resultado obtenido anteriormente, se trató de deter­
minar si se trata de la mismaproteina o no. Para ello se sembra­
ron muestras de la fracción citosólica y extractos de membrana
obtenidos con detergentes en una columna de DEAE-celulosa (Figura
41).
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Comose ve en la figura 41, en ambos casos la actividad enzimáti­
ca se recuperó en una fracción eluída a una concentración de NaCl
de aproximadamente 0,28 M. Además, al analizar sus característi­
cas cinéticas el comportamiento fue semejante, ya que ambas mos­
traron concentraciones óptimas de 1 mMde ATP y 2,5 mMde Mn2+
mientras que ninguna de las fracciones obtenidas respondió al
Mg2+como catión divalente.

Estos resultados sugieren que las dos formas de adenilil ciclasa
detectadas en Agrobacterium se deben a una única proteína.

Purificación parcial de la adenilil ciclasa soluble de Agrobacte­
zíum IñizqgenesWWW
Comola actividad de adenilil ciclasa de Agrobacterium se debe a
una única proteína, se utilizó la fracción citosólica para la pu­
rificación por la facilidad de su obtención.

El primer paso de la purificación se realizó utilizando una co­
lumna de DEAE-celulosa en las condiciones descriptas en Materia­
les y Métodos.

El perfil cromatográfico obtenido se aprecia en la figura 42.

Comoya se había visto, la actividad de adenilil ciclasa se recu­
peró en forma de un único pico que eluyó a una concentración sa­
lina de alrededor de 0,28 M. No hubo actividad enzimática en los
lavados; en estas fracciones se recuperaron mayoritariamente las
proteínas. La actividad enzimática específica recuperada fue de
11,12 nmoles/min por mg de proteína, lo que indica que en este
paso la purificación fue de 15 veces.
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Las fracciones con mayoractividad de adenilil ciclasa se concen­
traron en la forma descripta en Materiales y Métodos, y se sem­
braron en una columna preparativa de Ultrogel ACA34.En la figura
43 se muestra el perfil de elución.



- 138 ­

1200 ­

Í _
.5.

É 1000­

.é ­
E\.
“0 800 ­
E
9 _
m
É

L)

É
'U 400 - T,
< 3
E - ‘Ï.U 3
:5 m
"' 200 - A
3 E

Cn.ñ.ndn.m.n- y

Volumen (ml)

La enzima eluyó en un solo pico de actividad. La actividad espe­
cífica recuperada fue de 47,34 nmoles/min por mgde proteina.

E] l E . J i J. .1 .1

Se tomaron alicuotas de fracción citosólica y de cada paso de pu­
rificación (aproximadamente 35 pg de proteina) y se las sometió a
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una electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS 10%(P/V). Con—
cluída la corrida electroforética, se tiñó el gel con Coomasie­
blue y el resultado obtenido se observa en la figura 44.
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En la figura 44 se aprecia el patrón proteico de la fracción ci­
tosólica donde no hay proteínas preponderantemente mayoritarias.
Con los pasos de purificación disminuyeron las bandas detectadas,
excepto una de aproximadamente 55 kDa que aumentó considerable­
mente; en especial en la calle correspondiente al pico de Ultro—
gel, se obtuvo la banda de 55 kDa muy intensa, y sólo cinco ban­
das muy tenues cuyos PMoscilan entre 50000 y 100000, que serían
contaminantes. Por lo tanto, dicha banda debe corresponder a la
adenilil ciclasa, cuyo peso molecular aparente es de 55000.

Los datos de la purificación realizada se resumen en la tabla 9.
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Fracción Proteina Actividad Total Recuperación Actividad Especifica Purificación

(ng) (piel/nin) (1) (piel/¡in Ig prot)

Sobrenadante 105000 g 37,0 28007,7 100 740,9 1

Preparación DEAE 0,226 20027,! 72 11159,? 15

Preparación Ultrogel 0,010 5163.3 15 47336,0 51

La purificación obtenida fue del orden de 64 veces en dos pasos;
la inactivación que sufrió la enzima durante el proceso de puri­
ficación impidió un mayor avance aún cuando se utilizó glicerol
20%(V/V) y 2-mercaptoetanol, que permitieron superar en parte
esta dificultad.

En el último paso se obtuvieron aproximadamente 10 ug de proteína
y, dado que la enzima no se recuperó en forma homogénea, es posi­
ble deducir que la adenilil ciclasa corresponde a menos del
0,025%de la proteína soluble.

Parámetros moleculares e hidrodinámicos de la adenilil ciclasa
soluble de AgrobactetiumIhizqgenes

E.J! ., J

Se realizó una filtración en columna analítica de Ultrogel AcA34
para determinar el radio de Stokes de la adenilil ciclasa. La
muestra utilizada fue una preparación de DEAEde la enzima solu­
ble de A. rhizogenes. El perfil obtenido es el que muestra la fi­
gura 45.

Las posiciones de las enzimas marcadoras están señaladas con fle­
chas. La enzima eluyó a una relación v/vo de 1,9 que corresponde
a un radio de Stokes de 3,8 nm.
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Mediante la técnica de ultracentrifugación en gradientes de saca­
rosa en H20 y D20 se determinaron el coeficiente de sedimentación
(Sao,u) y el volumenespecifico parcial (V) de la adenilil cicla­
sa. En los gradientes se sembró una preparación DEAEde la enzima
soluble. El resultado obtenido se observa en la figura 46.

Las posiciones de las enzimas marcadores están señaladas con fle­
chas. Además,se graficó la distancia recorrida por cada una de
estas enzimas (r) en función de sus coeficientes de sedimentación
(s).
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Esta curva permitió determinar el coeficiente de sedimentación de
la enzima, que es de 6,1 S. Además, como se ve en el gráfico, la
posición de la enzima respecto de las proteínas marcadoras fue la
mismaen ambosgradientes; por lo tanto, la adenilil ciclasa de
A. rhizogenes tiene el mismovalor de volumen especifico parcial
que las proteínas globulares, es decir 0,74 ml/g.

Con los datos obtenidos en los ensayos anteriores (radio de
Stokes, coeficiente de sedimentación y volumenespecífico par­
cial) se estimó el peso molecular relativo y el coeficiente fric­
cional. Los parámetros obtenidos se resumen en la tabla 10.

PARAMETRO VALOR

Szo,u (s) 6,1 i 0,2
a (nm) 3,8 i 0,2
V (ml/g) 0,74
PM 110700

f/fo 1,21

Se obtuvo un peso molecular de 110700 y un coeficiente friccional
de 1,21 que indica que la proteína se aleja un poco de la esferi­
cidad o está hidratada, ya que el valor de este coeficiente es
mayor que la unidad.

Efecto de posibles activadoree de la adenilil ciclasa de Agrohmr
ümiun.dfizqgmws

Dadoque varias bacterias presentan proteínas similares a la cal­
modulina, comoson los casos de Escherichia coli (Juvasa et al,
1981) y Bacillus subtilis (Fray et al, 1986), y que algunas ade­



— 144 ­

nilil ciclasas bacterianas son sensibles a esta proteína, comola
de Bordetella pertussis (Hewlett et al, 1976; Ladant, 1988), se
decidió investigar si este mecanismode activación es utilizado
por la adenilil ciclasa de Agrobacterium. Másaún, recientemente
se descubrió que en Anabaenasp la adenilil ciclasa es regulada
por un factor similar a calmodulina, propio de la bacteria (Bian­
chini et al, 1990).

El ensayo se realizó incubando fracciones de membranao citosóli­
cas con Mg2+, ya que los efectos de calmodulina siempre se detec­
tan con este catión divalente, y agregando Ca2+ y calmodulina de
cerebro bovino. Los resultados obtenidos se resumen en la tabla
11.

ACTIVIDADESPECIFICA (pmol/min por mg prot)
AGREGADOS Membrana Citosol

Mg2+ 2,5 mM 27,2 0,93
Mg2+ 2,5 mM-Ca2+ 10 uM 18,3 0,95

Mg2+ 2,5 mM-Ca2+ 10 uM-Cam 18,5 0,91

No se observó efecto de calmodulina sobre la enzima en ninguna de
sus formas. El CaZ+pareció tener un efecto negativo sobre la ac­
tividad enzimática detectada en membranas.

Comoen el ensayo anterior se utilizaron fracciones crudas, que
pueden poseer endógenamente Ca2+ y calmodulina, se decidió deter­
minar si existe efecto utilizando preparaciones de DEAEde ambas
formas de la enzima.

En este caso, sólo se logró medir actividad enzimática en presen­
cia de Mn2+. Con Mg2+no se obtuvo actividad enzimática aún agre­
gandodiferentes concentraciones de estos efectores.
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Por lo tanto, se puede afirmar que la adenilil ciclasa de Agro­
bacterium no es regulada por Ca2+—ca1modulina.Efli l IJiJE.J.¡J.
Comose vio en la Introducción, Agrobacterium infecta plantas pa­
ra producir lesiones tumorales. Para ello requiere que la planta
esté previamente herida, ya que en ese estado libera compuestos
fenólicos que son captados por la bacteria y, de ese modo, se po­
ne en marcha el sistema de transferencia de ADNmediado por la
región de virulencia. Se sabe que la señal es captada por un sen­
sor (producto del gen VirA) que fosforila a un factor (producto
del gen VirG) que activa la transcripción de los demás genes in­
volucrados en la región de virulencia. Nose sabe si al ser cap­
tada la señal se produce algún otro evento. En base a esto, se
decidió investigar si la adenilil ciclasa es afectada por estos
compuestos. Para ello se utilizó la 3-5 dimetoxi 4-hidroxi aceto­
fenona, que es el compuesto vegetal activante y algunos derivados
comoel ácido syríngico, la syringaldazina y el syringaldehído,

ACTIVIDAD ESPECIFICA
(pmol/mg proteínaxmin)

[4112+AGREGADOS MgZ+

Ninguno 280,2 30,3

Acido syríngico 10-B M 310,1 33,5

Acido syringico 10-3 M 291,3 33,0

Syringaldehído 10-6 M 260,8 33,2

Syringaldehido 10-3 M 252,6 33,6

Syríngaldazina 10-5 M 252,1 33,0

Syringaldazina 10-3 M 277,8 33,2

3-5 Dimetoxi 4-hidroxi 10-8 M 277,3 33,8
Acetofenona 10-3 M

272,0 32,0
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En la tabla 12 se resumen los resultados obtenidos al incubar
membranas de Agrobacterium con los compuestos mencionados. Como
se observa, la 3-5 dimetoxi 4-hidroxi acetofenona no tuvo efecto
sobre la actividad de la enzima; sus derivados hicieron variar la
actividad enzimática alrededor de un 10%y sin dependencia de la
concentración utilizada, por lo que el leve efecto observado se­
ría inespecifico. Resultados similares se obtuvieron al incubar
la enzima soluble con estos compuestos. Por lo tanto, se deduce
que la adenilil ciclasa no está relacionada con la captación de
la señal emitida por la planta y, por ende, con el proceso de in­
fección.

EfefluLnquienLea

Comola actividad enzimática disminuyó marcadamente en la fase
estacionaria del cultivo cuandohay limitación de nutrientes, se
decidió determinar si la limitación de nutrientes es la causante
del efecto observado. Para ello, se cultivó A. ¡fiisagenes durante
40 horas en medio MYA.Se cosechó una alícuota de ese cultivo y
el resto se dividió en dos fracciones: una se incubó 8 horas más
en medio MYA,mientras que la restante se incubó en medio M9 (me­
dio minimo) durante el mismoperíodo.

En medio MYA,se observó el aumento de actividad entre las 40 y
las 48 horas, como ya se había determinado. En cambio, al reem­
plazar el medio MYApor M9, la actividad enzimática disminuyó un
73%, dando un valor similar a los obtenidos en la fase estaciona­
ria cultivando con MYA. El resultado de este experimento se ob­
serva en la figura 47.

Además,al analizar la distribución subcelular de las tres frac­
ciones obtenidas, se observó lo que se indica en la figura 48.

Nuevamente, las 8 horas de incubación con M9produjeron un resul­
tado similar al obtenido en fase estacionaria.
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Discusión

Mediantetécnicas de ultracentrifugación, se obtuvieron fraccio­
nes de membranay citosol de Agrobacterium, y en ambas se detectó
actividad de adenilil ciclasa; al separar membranasinternas y
externas, la actividad se recuperó casi totalmente en la primer
fracción. La enzima está débilmente unida a membranas, ya que es
extraíble con sales y parece ser una única proteína, ya que ambas
formas presentaron patrones de elución de columnas de DEAE-celu­
losa similares. Además,al determinar las características cinéti­
cas de la enzima en los picos de elución de las columnas mencio­
nadas, no se advirtieron diferencias entre ambasfracciones. Por
otro lado, la forma citosólica no es producto de proteólisis de
la forma particulada, ya que la presencia de inhibidores de pro­
teasas no modificó la distribución subcelular observada.

Este tipo de distribución tiene antecedentes, tanto en bacterias
comoen eucariotes superiores. Se ha detectado la presencia de
adenilil ciclasa en citosol y membranasde E. coli (Yang y Eps­
tein, 1983), Streptococcus salivarius (Khandelwal y Hamilton,
1971), como también en N. crassa (Flawiá y Torres, 1972a), hacer
rouxii (Cantore y Passeron, 1982), y Tetrahymena pyriformis (Ka­
ssis y Kindler, 1975).

Se determinaron las propiedades cinéticas de la enzima en ambas
formas y, además, no se obtuvo activación por efectores de cicla­
sas eucarióticas. Estos datos muestran que la adenilil ciclasa de
Agrobacterium se comporta comouna típica protociclasa similar a
la de N. crassa (Reig Hacia et al, 1984), testis (Kornblihtt et
al, 1981), Mucor rouxii (Cantore et al, 1980) y Emisobiummelilo­
ti (Carricarte, tesis doctoral, 1988).

Por medio de columnas de DEAE-celulosa y Ultrogel ACA34se logró
purificar 64 veces la enzima soluble. Además, se sembraron mues­
tras de cada paso de purificación en un gel de poliacrilamida,
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obteniéndose una banda de 55 kDa que, especialmente en la calle
correspondiente a la preparación Ultrogel, es mayoritaria (sólo
aparecen 5 bandas muy tenues impurificando). Este hecho no con­
cuerda con una purificación de sólo 84 veces y esto podría deber­
se a la inactivación sufrida por la enzima durante el proceso.
Esta inactivación es la que impidió una mayorpurificación.

El factor de purificación obtenido está en el orden de lo habi­
tual para dos pasos de purificación. Es comúntambién que en co­
lumnas de DEAE-celulosa equilibradas a pH cerca de la neutrali­
dad, la elución se produzca con concentraciones salinas de entre
0,2 y 0,3 M, comoocurre con las adenilil ciclasas de Médicagv
sativa (Carricarte et al, 1988), Brevjbacterjum liquefbciens
(Takai et al, 1974) y de higado de rata (Swizlocki et al, 1977).
Engeneral, la purificación ha sido dificultosa aunque varios
grupos han obtenido buenos resultados. En Brevibacterium liquefa­
ciens se purificó a homogeneidadpor medio de procedimientos ha­
bituales y se logró la cristalización. En eucariotes, se logró
purificar la adenilil ciclasa de cerebro bovino a homogeneidad,
utilizando comoherramienta fundamental una columna de afinidad
forskolina-sefarosa (Mollner y Pfeuffer, 1988).

Tambiénse determinaron los parámetros moleculares e hidrodinámi­
cos de la enzima soluble, utilizando comoherramientas filtración
por geles y gradientes de sacarosa en agua y agua deuterada.

El peso molecular calculado a partir de los parámetros obtenidos
es 110700. Comparandocon el deducido del gel que se corrió con
las muestras purificadas (55000) se puede inferir que la enzima
podria ser de naturaleza oligomérica, estando integrada por dos
subunidades iguales. Este hecho también es comúnen protocicla­
sas, como la ya citada de B. liquefhciens que es un dimero de pe­
so molecular 92400 compuesto por dos subunidades idénticas de
46200 daltons.
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En la tabla 13 se comparan los parámetros obtenidos con los de
otras adenilil ciclasas.

TEJIDO TESTICDLO H. crassa B. ¡[quefbciens Anabaena sp R. ¡eliloti A. rhisogenes

Referencia Kornblihtt Reig et a1 7aka1 et a1 Bianchini Carricarte Esta

(1901) (1984) (1974) et al (1990) (Tesis doctoral) tesis

PH 74000 200,000 92400 183400 140000 110700

hmv(n L3 SJ 4d m4 fi3 m1

Radio de Stokes (nl) 3,9 7,3 4,9 6,0 4,0 3,0

ï (Il/g) 0,74 0,74 0,73 0,74 0,74 0,74

f/fo 1,4 1,64 1,6 1,59 1,39 1,21

Comose observa, los parámetros de Agrobacterjum rhizogenes se
asemejan a los de protociclasas, en especial a la de Ehizobium
meliloti. Este hecho tiene lógica, ya que ambosgéneros pertene­
cen a la familia fihizobiaceae.

Tambiénse intentó determinar si la actividad de la adenilil ci­
clasa de Agrobacterium muestra algún tipo de regulación similar a
lo observado en otras bacterias. Se analizó el efecto del sistema
calcio-calmodulina, que por ejemplo en cianobacterias (Bianchini
et al, 1990) regula la actividad de la adenilil ciclasa. Los re­
sultados obtenidos indican que este tipo de regulación no ocurre
en Agrobacterium.

Se analizó también si existe una relación entre la enzima y la
captación de las señales vegetales que desatan el proceso de in­
fección de la planta por la bacteria. Si bien, comose detalló en
la Introducción, el sistema de captación de la señal y puesta en
marcha del proceso infeccioso ha sido bien caracterizado, no se
sabía si los compuestosvegetales tenian efecto sobre los niveles
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de AMPcíclico. Podria darse el caso de que el sistema VirA-virG,
que es el encargado de captar la señal, necesitara modificar la
actividad de la adenilil ciclasa para cumplir su función en forma
óptima. Con ese objeto, se midió el efecto de syringonas sobre la
actividad de las dos formas de la enzima, pero no se detectaron
variaciones significativas. Esto indica que la adenilil ciclasa
participa en transduoción de señales que no se relacionan con el
proceso infeccioso que es capaz de desarrollar la bacteria.

Unaposible función de la adenilil ciclasa se desprende del aná­
lisis de la actividad en distintas fases del crecimiento bacte­
riano. Comose vio, la actividad de la enzima se correlaciona con
el crecimiento de la bacteria. Esto indicaria que el AMPcíclico
estaría relacionado con la proliferación, ya que la máxima acti­
vidad de la enzima se obtuvo en el punto de máximocrecimiento y
luego disminuyó levemente y quedó constante en forma proporcional
a la variación en el númerototal de bacterias. Por otra parte,
al analizar la distribución subcelular de la enzima en esos mis­
mos puntos del crecimiento, se observó que hay una gran variación
en la proporción de la enzima en cada fracción. En general, pre­
domina la forma soluble aunque la forma particulada aumenta hasta
representar, en el punto de máximocrecimiento, casi la mitad de
la actividad total y luego su proporción desciende hasta alrede­
dor del 15%del total.

De este análisis podría deducirse que la enzima cumpliria dife­
rentes funciones según su localización. Así, la forma soluble,
que comomuestra la figura 49 se mantiene con pocas variaciones,
estaría activada constitutivamente y proveería AMPcíclico nece­
sario para funciones independientes del ciclo celular. Por su
parte, la forma unida a membranaspodria estar relacionada con la
proliferación y por ello alcanza la mayorproporción precisamente
en el momento de máximo crecimiento.
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Es decir, la enzima se traslocaria a la membranacuando hay dis­
ponibilidad de nutrientes y hay, por ende, una activa división
celular. Cuandocomienzanlas restricciones del entorno, la divi­
sión celular disminuye considerablemente y la enzima disminuye de
la mismamanera su asociación con la membrana. Esta hipótesis se
confirma al cultivar A. rbizogenes en medio minimo (M9); un cul­
tivo de 48 horas que fue crecido las últimas 8 horas en medio mí­
nimopresenta una actividad y una distribución subcelular de la
adenilil ciclasa propias de la fase de crecimiento estacionario.
Por lo tanto, habría un nivel basal de AMPcíclico producido en
forma constitutiva por la forma soluble, al que se le suma el
producido por la forma particulada que, al llegar al máximo cre­
cimiento, representaría casi la mitad del AMPciclico total.
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PROTEINAS DE TIPO RAS EN Agrobacüuium

Detección de una proteína que une GTPen membranas de Agrobacüe­
ziumMMM[ 35819128W­
bagterj 13m

Durante el desarrollo de los estudios de la adenilil ciclasa de
Agrobacterium, si bien no se observó efecto de GTPo de sus aná­
logos no hidrolizables sobre la actividad de dicha enzima, se de­
tectó en membranas (tanto de A. rhizogenes como de A. tumefa­
ciens), unión específica de [3SSJGTP38.Este hecho podria indicar
que en esas membranas se encuentra una proteína que une GTP. Dado
que el binding detectado era muybajo, aproximadamente 0,5 pmol
por mg de proteína de membrana, este ensayo no sirvió como herra­
mienta para caracterizar a la proteína responsable de la activi­
dad señalada.

Por otro lado, si bien no hay antecedentes en bacterias, las pro­
teínas que unen GTP en membranas están, en general, asociadas a
la transducción de señales, comoya se describió en la Introduc­
ción. En bacterias, las únicas GTPasasconocidas son las que ac­
túan en iniciación y elongación de la síntesis proteica y son ci­
tosólicas.

En base a todo lo mencionado previamente, se decidió comenzar los
análisis utilizando tres herramientas: unión especifica de a[32P]
GTPpor fotoafinidad, ADPribosilación por toxinas de V. cholerae
y B. pertussis, e 1mmunoblotutilizando una serie de anticuerpos
dirigidos contra distintos epitopes de subunidades a y B de pro­
teínas G. Este análisis sigue los criterios definidos por Bourne
y De Franco (1989) para definir a una proteína comoproteína G.
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. a[32193512.mr..fi9_tgafinidad
Se incubaron membranas de A. ¡fiizogenes y A. tumefaaiens con
a[32P]GTP y se iluminó con luz UVpara lograr que la unión del
nucleótido a la proteína sea covalente tal comose describió en
Materiales y Métodos. Para determinar la especifioiad de la unión
del nucleótido, se repitió la reacción agregando GTP0,1 mM de
modode desplazar al nucleótido unido específicamente. El resul­
tado obtenido se observa en la figura 50.

Comopuede apreciarse, se detectó una banda de 21 kDa que une GTP
en forma específica en ambas especies.

GTP 1mMr-——-I GTP 1mMr——-—-|
- * MVV

<——365

<——265

A.tumefaciens A.rhizogenes
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o] a] o,­

Para la reacción de ADPribosilación, se trataron membranasde A,
rhizogenes con toxinas de V. eholerae y B. pertussis. Para deter­
minar que la incorporación fuera específica, se usó NAD0,1 mM
para desplazar. Paralelamente, se trataron en la misma forma mem­
branas de segmentos externos de bastones de retina bovina (ROS)
que contienen transducina; este control resulta muyútil ya que
la subunidad a de esta proteína (at) es ADPribosilable por ambas
toxinas; también se hizo un control íncubando membranas de ROS
con NAD32Psin toxinas, para detectar ADPribosilación endógena.

Dadoque la transducina es una de las proteínas mayoritarias de
la membranade ROS(ya que ésta es una región de la célula alta­
mente especializada en la fototransducción), las calles que con­
tenían membranas de ROS se expusieron 40 horas mientras que las
que contenían membranas de Agrobacterium se expusieron 6 días.

PT - + + — - + + - ­
CT - - - + + — - + +

“Membranas OSW Membranas Ar
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Comose observa en la figura 51, las membranas de ROS incorpora­
ron ADPribosaradioactiva en forma específica y se detectó per­
fectamente una banda de 39 kD correspondiente a at exponiendo 40
horas; en cambio, las membranas de Agrobacterium no mostraron ese
efecto aún luego de una exposición de 6 días.

I 11'" 'I" r' “te
II' e e te”

Los ensayos de identificación de una proteína G en membranas de
Agrobacterium se completaron haciendo immunoblots utilizando una
batería de anticuerpos policlonales dirigidos contra distintos
epitopes de subunidades a y B de proteínas G.

En la tabla 14 se detallan los anticuerpos utilizados:

Denominación Especifioidad Región Epitope
reconocido

reconocida

9192 a común sitio de unión GAGESGKSTIVKWMK
de GTP

RMI as C-terminal RMHLRQYELL

9190 ai C-terminal KNNLKDCGLF

SWl B C-terminal

Todos estos anticuerpos fueron obtenidos por inmunización con
péptidos sintéticos cuya secuencia se detalla en la tabla 14 y
fueron obtenidos en conejo. Comohubo una importante reacción
cruzada entre suero de conejo y proteínas de Agrobacterium, se
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decidió clarificar las muestras con suero normal de conejo y pro­
teína A-sepharoea, comose describió en Materiales y Métodos, an­
tes de eembrarlae en los geles.

En la figura 52 se muestran los resultados obtenidos con los an­
ticuerpos 9192, RMIy 9190 y se hizo un control de especificidad
utilizando suero normal de conejo comocontrol negativo. Además,
se utilizaron membranas de ROS(para 9190 y 9192) y de cerebro de
rata (para RMl)comocontroles positivos.

f" At R MW (Kd)

I ---" ———66.041.5.0
.. ._... _/36.0,- a _

m —2z..0
“q‘ ——20.1

—14.2

SNC 9192 (XC) RM (DCS) 9190 (OK-I)
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Para detectar la posible presencia de subunidades B, se utiliza­
ron membranas y también homogenatos de Agrobacterium. Esto se de­
be a que en algunos casos como transducina, los complejos BB se
unen débilmente'a membranas. Comocontrol positivo se utilizaron
membranasde ROS. En la figura 53 se observan los resultados ob­
tenidos.

ROS MW(kDa)

i

í
i

i
g

} ;r

Membranas Homog.total

Comopuede apreciarse en las figuras 52 y 53, sólo se detectó
reacción positiva con el anticuerpo 9190, que reconoce la región
carboxilo terminal de subunidades ai, alumbrándose una banda de
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21 kDa.

Unresultado aparentemente contradictorio es el obtenido con el
anticuerpo 9192. El epitope contra el cual el anticuerpo está di­
rigido es la zona donde se fija el B fosfato del GTPy es un do­
minio conservado en toda la familia de las GTPasas (proteínas G,
ras, factores de iniciación y elongación de la sintesis protei­
ca). Por lo tanto, habiendo detectado unión especifica del GTP,
era de esperar obtener un resultado positivo con este anticuerpo.
Sin embargo, si se analiza la secuencia del péptido utilizado en
la inmunización, GAGESGKSTIVKQHK,se advierte que sólo los prime­
ros siete aminoácidos pertenecen a la región consenso A definida
por Halliday que es comúna toda la familia. Los ocho aminoácidos
restantes sólo están conservados dentro de las subunidades a de
proteínas G. Por lo tanto, es muyprobable que los aminoácidos
con mayor antigenicidad sean los últimos ocho y de ahí que no se
haya obtenido una reacción positiva.

Cabedestacar que el único anticuerpo que dio reacción positiva,
9190, reconoce una región que contiene el consenso "CAAX"que
aparece no sólo en a1, at y ao, sino también en ras y en uno de
los componentes de las "ras-relacionadas" como es rho. Si bien
los últimos tres aminoácidos son removidos cuando se procesan las
proteínas ras, el epitope reconocido por este anticuerpo presenta
lisinas en las posiciones 1 y 5 además de la cisteína, lo que ha­
ce que presente homologia con el carboxilo terminal (aminoácidos
180-186) de K-ras y también con el de proteinas RHOde Aplysia y
S. cerevisíae (Schafer et al, 1989).

Analizando los resultados obtenidos con los tres métodosutiliza­
dos, se puede deducir que la proteína responsable de la unión de
GTPen membranas de Agrobacterium no es una proteina G; además de
la capacidad de unir GTPespecíficamente y de localizarse en la
membranaplasmática, las subunidades a de estas proteínas presen­
tan otras caracteristicas conservadas en toda la familia:
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ADPribosilación por toxinas de V. cholerae y/o B. pertussis
Interacción con subunidades B y 3
PMque oscila entre 39000 y 52000
Actividad GTPásica

Sin embargo, los resultados obtenidos son muy importantes, ya que
la proteina detectada muestra un PMde 21000, lo que implica que
puede tratarse de un miembrode la familia ras o de la familia de
las "ras-relacionadas"; además, la presencia del epitope recono­
cido por el anticuerpo 9190 limita las posibilidades a las fami­
lias ras y rho. Asimismo,estas proteínas en general tienen un
nivel muybajo de expresión y por ello es coherente que para su
detección se necesite un método sensible como la unión de [32P]a
GTPpor fotoafinidad, y un método general como es la unión de
[3SSJGTPXSno resulte de mayor utilidad.

Caracterización inmunológica de la proteína

De acuerdo a los resultados obtenidos en la sección anterior, se
decidió determinar si la proteína de Agrobacteriumque une GTPes
reconocida por el anticuerpo Y13—259. Este experimento permite
hacer una caracterización más precisa de la proteína, ya que la
presencia del epitope reconocido por Y13—259es un criterio de
clasificación (Santos y Nebreda, 1989), tal comose vio en la In­
troducción.

Comoocurre con los miembros de estas familias, el nivel de ex­
presión de la proteina parece ser bajo. Por lo tanto, se decidió
hacer una inmunoprecipitación para concentrar específicamente la
proteina y luego, con el precipitado obtenido un immunoblot.
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El protocolo utilizado se describió en Materiales y Métodos. Como
control negativo se incluyó una muestra en la que se omitió el
agregado de Y13-259 en la precipitación. En la figura 54 se obá
serva el resultado obtenido. Comoaún no se disponía de datos so­
bre la localización, se utilizó un homogenatode A. ¡fiizogenes en
lugar de membranas.

Y13-259 '
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Comoera de esperar, se obtuvieron bandas de aproximadamente 25 y
50 kDa que corresponden a las cadenas livianas y pesadas de los
anticuerpos utilizados en la precipitación. En la calle donde se
sembró la muestra precipitada en presencia de Y13—259,se pudo
detectar también una banda de PM21000, que es la banda esperada
en caso de que la proteína fuera reconocida por el anticuerpo.

Este experimento permitió confirmar que la proteina en estudio
pertenece a la familia ras.

+'Ic" Im:- rl"o'r
El anticuerpo Y13—259se convirtió en una herramienta de muchísi­
mautilidad para la caracterización de la proteina, ya que pro­
porciona especificidad y sensibilidad en la detección. Se hicie­
ron Néstern blots con membranasde Agrobacterium, utilizando en­
tre 0,28 y 0,30 mg de proteína por calle de gel, y de ese modose
logró detectar una señal positiva sin distorsiones. Por lo tanto,
para todos los experimentos que involucraron revelado con Yl3-259
se usó el método de 1mmunoblotsin necesidad de inmunoprecipitar
previamente, utilizando la masa de proteínas citada.

Para determinar la distribución subcelular, se sembraronfraccio­
nes de membrana y citosol de A. rhizogenes y A. tumefaoiens en
geles y se procedió en la forma descripta. Se sembró la misma
cantidad de proteínas en cada calle para poder comparar luego los
resultados de cada fracción.

La figura 55 muestra los resultados obtenidos. Comose puede
apreciar, tanto en A, rhizogenes comoen A. tumefaciens, la pro­
teína apareció exclusivamente en la fracción de membranas.

Posteriormente, se obtuvieron membranasinternas y externas de A.
rbizogenes en la forma descripta en Materiales y Métodos y esas
muestras se utilizaron para lograr una localización más precisa
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de la proteína; además, se sembraron también muestras de fracción
citosólica y membranasde S. cerevisiae comocontrol positivo. El
resultado obtenido fue el que se observa en la figura 56.

Comoya se había visto, no apareció la proteína en citosol; la
proteína se detectó claramente en la fracción que contenía mem­
branas internas y en la fracción de membranasexternas sólo pudo
observarse una banda muydébil, que podría deberse a una contami­
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nación de la fracción con membranasinternas al separar los gra­
dientes‘ Las membranas de S. cerevisiae mostraron 1a banda caram­
terística de 40-41 kDa.

z . 1 -Membranas S.cerevisíae

2 - Membranas externas Ar101kDa '—) ' fml - '-ij".j
3 - Membranas internas Ar

. . ‘ L-Citosol Ar

21 kDa —->

Además,se decidió determinar el tipo de asociación de la proteí­
na con la membrana. Para ello, se trataron membranas con NaCl
0,25 M, NP4O0,5 (V/v) y colato de sodio 0,5 (v/v) para solubili­
zar proteínas. Los extractos obtenidos se sembraron en geles y se
realizó un western blot con el anticuerpo Y13—259.
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Comomuestra la figura 57, la proteína se extrajo con colato (de­
tergente iónico) en ambos casos; con N940 la extracción fue mucho
menosefectiva, y con NaClno se logró extraer la proteina. Este
resultado indica que la proteína tiene una gran afinidad por la
membranay es coherente con los datos ya reportados para los di­
ferentes miembrosde la familia.
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Si bien al hacer controles con los reactivos utilizados en los
western blots comoel segundo anticuerpo, reactivos de revelado,
etc., no se detectó la existencia de falsos positivos, cabía la
posibilidad de una reacción inespecífica del anticuerpo Y13-259
con alguna proteina de Agrobacterjum.

Para excluir esta posibilidad, el siguiente experimento fue fun­
damental: se hizo un desplazamiento de la s al utilizando el
péptido l, cuya secuencia es EEYSAMRDQYMRTGEy
la inmunización para la obtención del monoclonal Y13—259. Para

eñ
es el utilizado en

ello se adsorbió el anticuerpo con el péptido en relación 1:10
durante 2 horas, y luego se procedió en la forma habitual; se
usaron muestras de membranas de A. rhizogenes y A. tumefaciens.

Y13-259 + + + +

Pept. 1
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Comomuestra la figura 58, en presencia del péptido la banda re­
conocida por Y13—259no se alumbró; este hecho indica que la
reacción de Yl3-259 con la proteina de 21 kDa es especifica.

Se utilizaron también otros dos anticuerpos monoolonales para ca­
racterizar la proteína. Estos anticuerpos se denominan pan-reac­
tivos porque reaccionan con los tree tipos de proteínas ras huma­
nas (N, H y K). Se utilizaron el pan Abl y el pan Ab2, de los que
no se conoce la región con la que interactúan.

S.cerevis ¡aeA.rhizogenes

MW(Kd) '

1.5.0» ' __ .

A.tumefaciens
. c-.-._r ___ i..¿

26.6—> z y _ . r
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Comose observa en la figura 59, los anticuerpos pan-reactivos
revelaron una proteina de 21 kDa en membranas de A. ¡fiisogenes y
A. tumefaciens. Comocontrol positivo se utilizó una fracción de
membranasde S. cerevisjae, obteniéndose una banda de alrededor
de 40 kDa. El resultado mostrado se obtuvo con el Abl; con el Ab2
el resultado obtenido fue idéntico.

e ¡1. l J. a . n Ja . . Jl;

Hasta este punto, se habia detectado en membranasde Agrobacte­
rium, una proteina de PM21000 por dos métodos diferentes: uno
bioquímico, unión especifica de GTP, y otro inmunológico, Western
blot.

Para confirmar que se trata de una sola proteina hubo que demos­
trar que la unión de GTP y la reacción con el anticuerpo eran
producto de la mismaproteína. Para ello se realizó el siguiente
experimento: se tomaron tres alícuotas de membranas de A. ¡Wiza­
genes y a dos de ellas se las inmunoprecipitó con distintas con­
centraciones de Y13-259(1:100 y 1:300); a la tercera se la trató
en la misma forma pero omitiendo el agregado del anticuerpo. De
este modo, si la proteina reconocida por Yl3-259 es la responsa­
ble de la unión de GTP,al precipitarla deberia disminuir la ca­
pacidad de unir el nucleótido en el sobrenadante de la reacción.
Se tomaron entonces esos sobrenadantes y se utilizaron para medir
la unión especifica de [3581GTPXSy para immunoblot como control
paralelo.

Comose observa en la figura 60, al aumentar la concentración de
anticuerpo, disminuyó la unión de [358]GTPBSen los sobrenadan­
tes; además, comose ve en el inset de la figura, en esos sobre­
nadantes disminuyó la proteína de 21 kDa detectada por Y13-259 al
aumentar la concentración del anticuerpo en la precipitación. El
experimento indica entonces, que la proteina detectada por los
distintos métodos empleados es la misma.
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Noee utilizaron las fracciones precipitadas ya que debido al
efecto neutralizante del anticuerpo no hay intercambio de nucleó­
tidos y, por lo tanto, no se puede medir unión de GTPradioactivo
agregado exógenamente.

GTPVSSS unido (% del control)

120

100 1 I Western blot de sobrenadantes 5
a i usando Y13-259a2 +21ko

Boi í o., .7.i e: =
é -Ac 1:300 1:100 . f

4 Dilución del Ac ;
607 3

40*. ‘ í

20
o

' AC 1:300 1:100
Dilución del anticuerpo

Identificación de secuencias de ADNhomólogas a genes ras

mmm
Para confirmar a nivel genómico los datos obtenidos hasta este
punto, se obtuvo ADNtotal de A. Ifiisogenes y se lo digirió con
las siguientes enzimas de restricción: BamHI,PetI, EcoRI y BamHl
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+PstI. Se hizo un Southern blot con el ADNdigerido y para hibri­
dar se utilizó como sonda un fragmento de ADNcopia que contiene
la región codificante completa del gen ras de Neurospora crasse
(NC-ras)(Altschuler et al, 1990), que fue clonado en nuestro la­
boratorio.

El gen NC-ras codifica para una proteina de 213 aminoácidos (24
kDa) que presenta 84%de homología con los primeros 80 aminoáci­
dos de H-ras 1 humana y 60% de homología con los siguientes 80
aminoácidos; el fragmento restante no presenta homología salvo en
los últimos 4 aminoácidos que constituyen el consenso "CAAX". En
ese tracto de 164 aminoácidos, NC-ras presenta la mayor homología
de secuencia con H-ras 1, si se lo compara con el resto de euca­
riotes inferiores que presentan genes ras (S. cerevisiae, S. pom­
be, etc.). N. crassa y S. pombeson los antecedentes evolutivos
más antiguos de la familia de proteínas ras de 21-24 kDa y, por
ese motivo, se utilizó la sonda de NC-ras para analizar el ADNde
Agrobacterium que es un organismo aún menos evolucionado.

La hibridación se realizó en condiciones de baja rigurosidad y
los lavados se llevaron a cabo en condiciones más rigurosas, tal
comose describió en Materiales y Métodos. Esta combinación de
condiciones de hibridación y lavado son las adecuadas para detec­
tar miembros de una familia de genes con un grado intermedio de
homología (Hamesy Higgins, 1985). El resultado obtenido se mues­
tra en la figura 61.

Comose aprecia en la figura 61, en las condiciones utilizadas se
detectó una banda de alrededor de 7 kb al cortar con BamHIy una
banda de 6 kb al digerir simultáneamente con BamHIy PstI.

El resultado obtenido concuerda con lo esperado, ya que las con­
diciones en que se realizó el ensayo son las adecuadas para reve­
lar genes homólogosde diferentes especies. Cabe destacar que la
sonda utilizada presenta de por sí una región de no homología de
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1-Bam H1 ,
2- Bam H1-Pst1
3- Pstl
l.- EcoR1

alrededor del 10%de su secuencia que equivale a las bases pre­
sentes en ella que no aparecen en Agrobacterium y que determinan
la diferencia en peso molecular de las proteinas codificadas.



Efecto funcional del anticuerpo Y13-259
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El anticuerpo Yl3-259tiene efecto neutralizante sobre la activi­
dad biológica de p21rafl; la microinyección del anticuerpo en li­
neas celulares impide la transformación de dichas lineas por p21
(Mulcahyet al, 1985). Este efecto ocurre porque el anticuerpo
impide el intercambio de nucleótidos de modoque la proteína per­
manece unida a GDP,es decir, en su estado inactivo.

Para comprobar si Y13-259 además de reconocer a la proteína de
Agrobacterjumtiene el efecto neutralizante, se decidió investi­
gar si la presencia del anticuerpo incide de algún modoen la
unión de [32PJaGTP. Para ello, se incubaron membranas de A. ¡Wi­
zogenes y A. tumefaciens con el anticuerpo, de modoque la dilu­
ción de éste fuera 1:100; comocontrol, se incubaron muestras
idénticas de membranaspero sin el anticuerpo. Luego de 60 minu­
tos a temperatura ambiente, se realizó la reacción de unión de
[32PJaGTPpor fotoafinidad, tal comose describió en Materiales y
Métodos.

Comose aprecia en la figura 62, en presencia del anticuerpo
prácticamente desapareció la banda de 21 kDa que se observó en
los controles que no se preincubaron con Yl3-259. Por lo tanto,
el anticuerpo impide la unión de GTPa la proteína. Este experi­
mento demuestra que Y13-259ejerce un efecto neutralizante sobre
las p21 de A. rhisogenes y A. tumefáciens.
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Estimación de la vida media de p21 de AgrobacümfiumWM [355]Mmm
Para estimar la vida media de la proteína, se hizo un experimento
de pulso y caza marcando in vivo un cultivo de A. rbisogenes con
[358] metionina.

El pulso fue de 30 minutos y la Caza se prolongó por 2 horas.
Luego, se inmunoprecipitó la proteina tal comose describió en
Materiales y Métodos.
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Como muestra la figura 83, se observó una banda de 21 kDa en el
pulso que no apareció en la calle correspondiente a la caza. Di­
cha banda no se observó en los controlee negativos, en los cuales
se omitió el agregado de Yl3-259 durante la precipitación.

Segúneste resultado, la proteína tendría una vida media corta,
ya que a las 2 horas se habría recambiado por completo.
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Expresiónde la proteína en distintos estadios del crecimiento
bacteriano

Se analizó la expresión de la p21 de Agrobacterium en distintas
etapas del crecimiento de la bacteria. Este ensayo es importante
porque puede aportar datos acerca de alguna posible función de
esta proteina.

Se obtuvieron membranasde fracciones de un cultivo de A. Injec­
genes oosechadas a 24, 36, 48 y 72 horas; estas muestras son re­
presentativas de todo el ciclo de crecimiento de la bacteria. La
detección se hizo por immunoblot en la forma habitual. Para que
los resultados fueran comparables, se sembró la mismacantidad de
proteínas en cada calle del gel.

Colonias/ml
1.0009105

LOOOE+09É

LOOOE+08É
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4 usando v13-259 ;¿

‘Í panamá .21 kDaï:LOOOE+063 ; :¿¿J_ -._ ¡g
3 24 36 48 72 ¿g
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En la figura 64 se muestra una curva de crecimiento de A. rhiso­
genes. Esta curva se hizo plaqueando muestras de cada punto y
contando luego el número de viables. Puede observarse que la fase
de crecimiento exponencial se prolongó 48 horas; el número de
bacterias luego descendió levemente y se mantuvo constante, sien­
do ésta la fase de crecimiento estacionario. En el inset de la
figura se muestra el Western blot obtenido con membranasde dife­
rentes etapas del cultivo; comose aprecia, la proteína pudo ser
detectada a partir de las 36 horas y su expresión aumentó aún
cuando el cultivo ya había alcanzado la fase estacionaria. Este
dato indica que la proteina no debería estar asociada con el
evento de proliferación de la bacteria.

Discusión

Utilizando anticuerpos específicos para proteínas de la familia
ras, se detectó en Agrobacterium una proteina que presenta las
características generales de esta familia: su peso molecular es
de 21000, está localizada en membranas y para solubilizarla se
requieren detergentes. Además, el hecho de que sea reconocida por
el anticuerpo Y13-259ya es un criterio para clasificar a la p21
de Agrobacterium dentro de la familia ras (Santos y Nebreda.
1989).

Por otro lado, por medio de técnicas de unión de nucleótidos ra­
dioactivos, se halló que la proteína es capaz de unir GTPen for­
maespecífica y, además, se confirmó que la proteína responsable
de la unión de GTPes la misma que se detectó inmunológicamente.
También se vio que existen secuencias de ADNcon homología al gen
ras de N. crassa.

Correlacionando los datos enunciados con la estructura que pre­
sentan las proteinas ras, se puede afirmar que con gran probabi­
lidad los dominios conservados en la familia aparecen en p21 de
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Agrobacterium, a pesar de no contar con la secuencia aminoacídica
de la proteína. Como se detalló en la Introducción, estos domi­
nios conservados son los siguientes:

a- Regiones de unión del nucleótido
b- Región de anclaje a membrana
c- Epitope reconocido por Y13-259
d- Dominio efector

La proteína une GTPen forma especifica y, dado que las secuen­
cias responsables de esta actividad están muyconservadas (regio­
nes ACGEI;Halliday, 1984) aún en proteínas que no pertenecen a
la familia, es altamente probable que estos dominios estén con­
servados.

En cuanto al anclaje a la membrana, se ha determinado que la pro­
teína está localizada exclusivamente en esa fracción subcelular y
presenta gran afinidad por la misma, ya que para la extracción se
requiere un detergente comoel colato; por otro lado, la proteína
es detectada en ensayos de Néstern blot por un anticuerpo dirigi­
do contra una región de Gai, que contiene el consenso "CAAX" y
lisinas vecinas que pueden participar en la unión a la membrana
(Hancocket al, 1990). Dadas las caracteristicas mencionadas y
teniendo en cuenta que la cisteína del dominio "CAAX"es de re­
querimiento absoluto para la interacción de la proteína con la
membrana (Willumsen et al, 1984; Hancock et al, 1989), existe
también una gran probabilidad de que el consenso mencionado esté
conservado en la proteína estudiada.

Además,las vías para la síntesis de isoprenoides (farnesil piro­
fosfato o geranil-geranil pirofosfato) aparecen en bacterias
(Pandian et al, 1981), por lo que, dadas los requerimientos para
la solubilización de la proteína, es posible que la misma esté
modificada por isoprenoides y palmitato, comoocurre en eucario­
tes.
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También se puede afirmar que la región reconocida por Y13-259 es­
tá presente en la proteína, ya que el anticuerpo detecta a la
proteína y, además, la detección es especifica ya que la señal se
desplazó por el péptido de inmunización. Además, se demostró que
esa región no sólo está presente sino que conserva su funcionali­
dad, ya que como se vio, la presencia de Y13—259impide el bindL
ing de GTPpor parte de la proteina. Comparandola estructura
tridimensional que presenta p.21ras cuando tiene unido GDPcon la
que adopta al unir GTP(Milburn et al, 1990), se determinó que
las dos regiones que presentan los cambios conformacionales fun­
damentales son el dominio efector y precisamente la región reco­
nocida por Y13—259;el anticuerpo "congelaria" la conformación en
la forma inactiva y se ha postulado que esa región sería la zona
de contacto con activadores en forma análoga a la región de las
subunidades a donde se produce la interacción con los receptores.
Finalmente, no se realizaron ensayos que demuestren la existencia
del dominio efector ni de una proteina GAP.

Analizando la vida media de la proteína y su expresión en distin­
tas fases del cultivo, se detectó que la vida media es corta y su
expresión es importante cuando el cultivo alcanzó la fase esta­
cionaria. Esto indica que en ese periodo hay una activa sintesis
de la proteína; por otro lado, la proteína parece no estar rela­
cionada con el crecimiento de la bacteria, es decir, con un pro­
ceso similar al de proliferación celular de eucariotes.

La diferencia que existe entre las dos fases del crecimiento bac­
teriano es que la fase estacionaria se alcanza cuando hay una li­
mitación de nutrientes en el medio de cultivo, lo que induce a la
bacteria a ajustar su númeroteniendo en cuenta las condiciones
de su entorno; las condiciones menos favorables implican un con­
trol de la división celular que culminaría en una suerte de
"arresto" del crecimiento. La p21ra8 de Agrobacterjum podría te­
ner, en consecuencia, una función relacionada con la adaptación a
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las condiciones limitantes del medio. Esto podria compararse con
el proceso adaptativo de células eucarióticas a diferentes condi­
ciones de su entorno que provocan arresto del ciclo celular, di­
ferenciación ante señales que aparecen en un momentodeterminado,
etc. Se ha comprobadoque las p21ras participan en procesos de
diferenciación celular; un ejemplo de esto es el desarrollo vul­
val de Chenorhabditis elegans, proceso en el cual está involucra­
do el producto del gen let 60 que codifica una proteína pertene­
ciente a la familia ras (Han et al, 1990; Beitel et al, 1990). Es
decir, que la etapa de crecimiento estacionario podría compararse
dentro de los limites del caso a un proceso de diferenciación y
la p21ras cumpliria entonces algún papel importante en este pe­
ríodo. Más aún, se ha demostrado que en algunos casos, p21ras
puede inducir arresto del crecimiento en células eucarióticas
(Hirakawa y Ruley, 1988).

Comoantecedente de proteinas que unen GTPen bacterias se en­
cuentra el producto del gen Era (Ahnn et al, 1986); los autores
lo caracterizaron comogen homólogoa los genes ras de S, cerevi­
siae porque presenta 46% de homología con esta familia de genes
en la mitad amino terminal de la proteína y es capaz de unir GTP.
Además, la conservación de aminoácidos esenciales para la unión
del nucleótido es muchomayor que en otras proteínas de E. coli
que unen GTP, como los productos de los genes lepA (March e Inou­
ye, 1985a,1985b) o IF2 (Sacerdot et al, 1984) que se relacionan
con la familia del EF-Tu.

Sin embargo, analizando más detenidamente la secuencia, la homo­
logía está restringida sólo a las regiones de unión de GTPy esas
zonas se conservan en proteínas que no pertenecen a la familia
ras, por lo que la proteína Era no ha sido incluída en esta fami­
lia, ya que no posee el resto de los dominios conservados (Santos
y Nebreda, 1989). De todos modos, la existencia de esta proteína
es un dato importante ya que demuestra que el intercambio de GDP
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por GTPy la hidrólisis de GTP como mecanismo de activación de
proteinas, excede a la familia del EF-Tuen bacterias. Además,
recientemente se ha demostrado que el producto del gen Era cumple
una función esencial en el control del ciclo celular de E. coli
(Gollop y March, 1991).

Teniendo en cuenta todo lo dicho, Agrobacterium constituye el gé­
nero procariótico en el cual se reporta por primera vez la exis­
tencia de una proteína ras.

Si bien puede resultar sorprendente el hecho de hallar en bacte­
rias una proteina codificada por un gen que puede pertenecer a
una familia de oncogenes, cabe destacar que últimamente ha varia­
do el concepto de oncogen y se ha llegado a la conclusión que
cualquier gen que participe en la transducción de señales proli­
ferativas, o que regule el ciclo celular, es candidato a ser
oncogen (Bourne, 1987), sobre todo a partir del hallazgo de tumo­
res de pituitaria debidos a mutaciones en la subunidad a de Gs
(Landis et al, 1989; McCormick, 1990). Este hallazgo llevó a que
se denominara oncogen "gsp" a ese gen mutado, y constituye el
primer caso en que se conoce con anterioridad la función normal
de una oncoproteína.

Por otra parte, si se comparan los mecanismos de transducción de
señales en eucariotes y procariotes vistos en 1a Introducción, se
puede observar que ambos siguen un esquema de organización simi­
lar (Igo et al, 1990) y se han identificado proteinas que cumplen
papeles semejantes; existen sensores bacterianos que cumplen una
función similar a la de los receptores de factores de crecimien­
to, e inclusive hay similitudes en términos de topología, por
ejemplo entre el receptor de EGFy el producto del gen EnvZ bac­
teriano, que sensa la osmolaridad del medio. Más aún, se puede
afirmar que en bacterias están presentes las dos vías generales
de transducción que poseen los eucariotes: una vía que implica la
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generación de segundos mensajeros (sistema CAP-AMPc)y otra inde­
pendiente de segundos mensajeros (sistemas de dos componentes)
que implica interacciones proteína-proteina y activación por fos­
forilación.

El esquemaque se presenta en la figura 65, sirve para ilustrar
esta hipótesis.

EUCARIOTES

PROCARIOTES



Es factible por lo ya visto, que la p21ras de Agrobacterium par­
ticipe en los mecanismosde adaptación a las limitaciones del me­
dio, formando parte de un sistema del tipo de los de dos compo­
nentes. Estos sistemas involucran en realidad a otras proteínas,
además del sensor y la proteína que se une al ADN(Stock et a],
1989) y, en general, participan en respuestas adaptativas que
concluyen en la activación o represión de determinados genes u
operones .

Otra posibilidad es que p21 fuera el punto donde confluyen dis­
tintos sistemas de dos componentes que sensan el entorno y afec­
tan el ciclo de división de la bacteria.

Un ejemplo que sustenta esta hipótesis es el de los genes de es­
porulación de B. subtilis. Este proceso se desencadena por una
quinasa de proteínas denominada kinA que inicia una cadena de
transferencia de fosfatos a través de las proteínas SpoOFy SpoOB
al regulador SpoOA;éste activa o reprime la transcripción de
distintos genes, permitiendo que se lleve a cabo el proceso. La
proteína SpoOBes el punto critico de control de esta vía donde
se interconectan señales metabólicas, del entorno y del ciclo ce­
lular. Esta proteína es codificada por el operón SpoOBque tiene
otro gen, llamado obg, que codifica para una GTPasa. Esta proteí­
na es esencial para el crecimiento y tiene homología con la pro­
teína Era de E. coli (Burbulys et al, 1991). Es decir, en B. sub­
tilis existe una GTPasaque actúa en el punto donde se decide si
la bacteria entra o no en un ciclo de replicación.



CONCLUSIONES



- 184 ­

Durante el desarrollo de este trabajo se han caracterizado dos
proteinas que participan en la transducción de señales ambienta­
les, tanto en Agrobacterium rhisogenes comoen Agrobacterium tu­
mefaciens: la adenilil ciclasa y una proteína de tipo ras. Ambas
proteínas, tal comose describió, parecen responder a la disponi­
bilidad de nutrientes aunque en forma opuesta. La adenilil cicla­
sa muestra una alta actividad durante la fase de crecimiento ex­
ponencial y se activaría por nutrientes; por su parte, la proteí­
na de tipo ras comienza a ser detectable sobre la culminación de
dicha fase y su expresión aumenta durante la fase de crecimiento
estacionario, por lo que su función parece estar vinculada a la
limitación de nutrientes. Por lo tanto, es probable que ambas
proteínas actúen en un mismopunto del ciclo de división celular
de la bacteria.

En la figura 66 se esquematiza el ciclo celular de Eacherichia
coli que es representativo del ciclo celular bacteriano.
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Cuandola célula alcanzó una masa celular precisa, comienza la
replicación del ADNy a una longitud celular dada se produce la
división. En bacterias, la replicación del ADNy la división es­
tán desacopladas, por lo que la entrada de la célula en uno de
estos procesos es independiente del otro. Sin embargo, salvando
este aspecto, hay muchassimilitudes con el ciclo celular de eu­
cariotes, ya que el periodo anterior a la replicación del ADN
puede considerarse como una fase G1 y el período anterior a la
división se asemeja a la fase G2. Un estado similar al G0 es el
de esporulación comoocurre en B, subtjlís.

Másaún, se ha postulado que debe existir un punto similar al
start del ciclo eucariótioo que responda a nutrientes (Holland,
1987). En la figura 67 se muestra una comparación de ambos ci­
elos.
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La división está controlada por un cluster de genes llamado fts A
que son esenciales para el proceso. El gen principal, fts Z, cum­
ple un papel de "factor de división" y actuaria del mismo modo
que la cdo 2 quinasa eucariótica que maneja el ciclo celular
(Lutkenhaus, 1990). Otro cluster, llamado fts E (Gill et al,
1986) vincularía al ciclo de división con mecanismosregulatorios
globales como por ejemplo, el regulón SOS, que ante daño en el
ADNinhibe la división celular (Huisman et al, 1984). La acción
de este cluster podria producirse sobre el hipotético sitio
start.

Además, el hecho de la existencia de las proteínas Era y Obg (que
unen GTP) relacionada a la división celular (Gallop y March,
1991; Burbulys et al, 1991), la posibilidad de que un componente
del cluster fts E sea una quinasa (Gill et al, 1986), la homolo­
gia comprobada entre cdc 2 quinasa y un miembro del cluster fts A
(Robinson et al, 1987), indicarían una función importante de la
modificación postraduccional en la regulación de la actividad de
las proteínas relacionadas con el ciclo de división, tal como
ocurre en eucariotes. Es decir que el ciclo de división depende­
ria finalmente de la actividad del producto del gen fts Z, homó­
logo de la cch quinasa; la situación equivaldria a la transición
Gz/Mdel ciclo celular eucariótico, donde la forma activa de esa
quinasa de proteinas permite la entrada en mitosis. La activación
de fts Z sería el punto de control definitivo del ciclo de divi­
sión.

Por lo tanto, dados los resultados obtenidos, es posible que el
AMPcíclico y la proteína de tipo ras actúen sobre el sitio
start, permitiendo el primero e impidiendo el segundo la entrada
en un nuevo ciclo de división, regulando tal vez las modificacio­
nes postraduccionales de proteinas que participan en forma direc­
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ta en el proceso de división comoel producto del gen fts Z. El
modelo que se postula se puede esquematizar de la siguiente mane­
ra (figura 68):
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