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If-Wl I 1  = . - ' I  - , .  . . . . .  I I 
. a inada .  I ,  I -  . . 1 I - , I ' I  L m . 1 1  - I 

' I' 

e x t e n s i o n e s  c e l u l a t e e  (12-$!3) y $sob isn  han s i d o  h a l l r d o s  en 
, , 



. . 
I &... , # '  ' "  -!q, :a,' - 

@4), ca  d e c s r ,  aroci*dom a @ l # + ~ a  fuoo2dn o e a t r u c t u r a  e r p r -  

- x - 1  
-~c;L-ffua, * ,  L . , .  

I I '  

Bn cC$ulaa ve8etaLem pa I r a  ba a t r i b u s d o  l a  d e f i n i c i d n  d e l  . A. 

. s, 
L I" * 1' 

I+ l p l a n o  de c l i v a j e  de Ia c t l u l a  (25-27). f o rnac ibn  d e  1. pLaca 

IxLste uaa r m p l i r  v r r i a b i l i d a t  m s r t o l b ~ i a a  an 9rtrr a~aane- .-- 

lam, regGn e l  s i r t u a  en pue b a y . ~  e i d o  a r t ud iadaa .  Lor 42% .. ,:: #A. 

,:x 

lg - ;- 
tror varSan en$re 18 y 34 n r  CZ) ,  7 e$ 44.9~ c e n t r a l ,  qucr #en= 84,, 

. I 
'-d;j r&l#brce2 apartace' vac io .  w a ~ u r o n p 8  C12, 31), o6 lu laa  rragu$= 

I I aeao 0 2 )  y f l a g e l o a  (33 ,  34) pc).rec(b contbner  r a t e r i q a  dearo.  :. 

I ,, 
En alaunoa caaoe pueden obuervqcoe proyeaaioees o n b r a ~ o r '  eg 

bre l r  r u p e r f i c i e  extern.  130,  , $4 -4 l ) .  y em otrom. wi b4 oncoa 
t t a d o  qua l a  pared .st$ c m p a r t i d a  e n t r e  do. tGbulor (-8). -. . - - A T  

- - -  
a ;;f ; ? i I p ; l t  I -- 

Claoif i c s c i d n  . , ,  l L  I l % 7  - . ,  I ,  I 8 .L 1 ' 
' 1; : J : : :  - *  I I 11 = I  .I ' 

Por s u  n c n s i b i l i d a d  a d i s t i n t ~ r  t . ratam$eatos, como d rosaa  a= 
t im$ tb t i caa .  p rea ibn ,  t w p r r a t u v a .  e . t ~ . ,  se 108 he 01.sit ica- 

do en lLb i$es  y e s t a b l e s  j r b t t r a r i a m e e t e  (42). Lo8 I t b i l e .  .e 

encuea t tan  en e l  c i top l4sma da .c6)ulas , animalep y v@$et419@ , 
en.. e l  hqso  i p i t b t i oo  y en rxonee. y d p p d ~ L t r s  d e 1  siete.4 a e r v i o  
00 ca ,n t ra l .  Gene.ralmcnte tie acep ta  pu* eat.. c l a r e  de r i c r o t 6 -  

bu lae  ~e encuent , ra en e r t 9 d o  4a e q u i l i b t $ o  d ia iw ipo  u3): ua 
pool  c$,t.plqrmlt ico de t u l ?u l i a r * , pq t l  en e q u i l i b r i o  con r Z c ~ ~ t e  
b u l o ~  po l ime r imado~ ,  l o  qua imp l i ea .una  capac idad c e l u l a r  pe r4  
c o n t r o l a r  l a  aaoc iao i6n  y di roctsc ida dr l a 8  rupunSdfieo. LPI 

establem no parecen h a l l 4 r o e  81) e r t e  a s t a d o  d~ e q u i l i b r i o ;  
esta e laue, ,per t .neoen 10. mictotQbuloq d e  c i l i a .  y f l ~ 8 0 1 0 8 .  
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c e n t r f o l o s  y a x o s t i l o s .  Betor  pueden a i s l a r s e  camo e s t r u c t u -  

raa i n t a c t a s  y r e e i s t a n  t a  b o j r  t e a p e r a t u r a ,  a l t a  pves$6n y 

c i g r t o s  a g e a t e s  qu in i cos  qus deepol imevisan o  dea t ruyen  a 10s 
1 8 b i l e s  (44). 

E s t r u c t u r a  

La s e c c i b n  k" r ansvb rea l  dr preparac ioncs  d e  m i c r o t i i b u l o ~  # i j +  

das  con g lu tqra ldghgdo y t e a i d e s  con osmio, r e v e l a  a 1  ~ i c r o s -  

cop io  e l e c t r 6 n i c o  un a n i l l o  de  w a t e r i a l  denso que l imi ta  un es - 
pac io  i n t e r a o  cuya dens idsd ea baja o nu la .  E l  d i h e t x o  erter -.. 

no d e l  a n i l l o  e s  de unos 23-25 nlr, y e l  i n t e r n o  e s  da 13-15'nnr 

de modo que l a  pared t i e n e ,  en proutedio, 5 nm. E l  aepeoto  de  

l a  misaa s u g i e r e  que e s t t  formada po r  subunidades g lobu la req  

de 5  na de digmetro 4 3 3 ,  45 ) "  

Las mejores m ic ro fo togra f$as  de microtGbuloa de d i v e r -  

a s s  f u e n t e s  (45, 46) p e r r i t e a  a p r e c i a r  1 3  subunidades e s t r e c h s  

meate asoc iadas  l a t e t a l m e a t e  para  f o r a a r  e l  a n i l l o .  S i b  e r b a l  

g o , e x i s t e  d i s c r e p a p c i a  e n t r e  $06 da tos ,ya  que e l  nGmero de  sub - 
u ~ i d a d e s  obsexvado depande de  l a  o t i e n t a c i b n  d e l  eepbc iaeq en 

I . . 
el haa e l e c t r b n i o o .  Es tas  obse'rvaciones diereon o r i g e n  g -modeSos 

en 10s que s e ' p r o p o n e  que l a s  subunidades se disponen l o n g i t u -  

d iea lmente  en 1 3  p ro to f i l amcp tos  p a r a l q l o s  a 1  e j e  d e l  microtG- 

bulo.  La observac i6a  en forma J o a g i t u d i n a l  de a i c r o t G b u l o a ' i n -  

t a c t o s  t e a i d o s  nega t i vaaen te  tambi in  s u g i e r s  que l a  pared de  

10s tGbulos e s t a  formada por pxo to f i l amentos  de 5 ar de di6me- 

f ro c o a s t i t u i d o s  por  subunidqdes g l o b u l a r e s  C4, 47-69).  Dado 
que l a s  subunidades d e  f i l ameatoa  adyacenteo spa recea  deep12 

psdas en d i r e c c i b n  a x i a l ,  eta obeerva uaa pet iod ic$dad  ds uaoe'a 

n r , que  p0dtf.a t e n e r  au o r i g e n  en uns  h e l i c e  pue fo rwsr ia  Ma 63 
gu lo  de dO9con e l  plano p e t p s n d i c u l a t  a1  e j e  d e l  $GbuI.or Las 

observac ioaes  son c o n s i s t e n t e e  con modelos de f i l a a e n t ~ e  para-  
l e i o s  en quh l a s  s ~ b u n i d o d c a  ~ s g ~ n ' d e s ~ l a z a d a s  lqterrlmeate o 

con aqu4 l l os  que imp l iaan  h6SSces con 12 a  1 3  eubunidsdes por  

v u e l t a .  
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F i g u r a  2 : Modelos que muostran dos  e s t r u c t u r a s  ~ r o b a b l e s  d e  
microt( ibulosW. En aqbss  l a  b6lioe p a d s  t e n e r  ~n s e n t i d o  d&g& 
r o  c o n t r a r i o  a 1  r ep resen tado .  El sodareado  d i f e r e n o i a  las d i a  
t i n t a e  t u b u l i n a s .  

LOB d a t o s  de  d i f r a k c i b n  de  r ayos  X confirma. en  general 10s 

d e  m i c roscop la  e l e c t r 6 n i o a  p a r a  e l  aaso  d e  tGbulos f g a g e l a r e s  

a i s l a d o s  (50) ;  p a r a  mic ro t i ibu los  c i t o p l a s m 8 t i e o s  l o s  r e e u l t a d m  

f u e r o n  a l s o  d i f e r e n t e s  (51), l p  que puede ref1ej . r  d i f  e t e n c i q s  

r e a l e s  a n t r e  mic to tGbu los  f l a e e l a r e s  ( s o t a b l e s )  y c i t o p l a s m b t i -  

cos  ( 1 5 b i l e s )  o  b i e o  d i f e r e o c i a s  en  1s p r e p a r a c i b ~  d e  1 4 s  mues- 

t r a s .  

Func iones 

los micro$Gbuloe aparecan  aaoc iados  con uaa v a r i e d a d  de fua- 
c i o n e s ,  como e i  t uv$eran  una, g r a n  v e r s a t i l i d a d .  En g e n e r a l  s e  

han sego ido  40s c r i t e r i o s  para a t r i b u i r l e s  d e t e r r i a a d a s  f q n c i o  



ues:  ua o r i t d r i o  t ~ n a c o l $ ! ~ i o o .  r p t o v e c h m d o  l a  r e a c r i v i d a d  d e  
I 

l a  t u b u l i n a  Goa d rogas  quLmia~menee d i f e r e a t e s  y d e  d i s t i n t s  

e s p e c i f i c i d a d ;  s i  dos drogss'guc t eaco ioaan  con l a s  r i c r o t b b u -  
n 10s act t ian  aob re  $8 f u s c i . 6 ~ ~  y uaa t e r c e r a  que no debe ~ s a c o i o  - 

n a r  con e l l o s  no a l t e r a  l a  f ~ n c i B n ,  e l  p roceso  probabLemente 

i n v o l u c r e  a 10s microtSbu5og. E l  seguado c r i t e r i o ,  morfo lbg ico,  

i m p l i c a  l a  obaervaoi6rr de s ~ f i c i e n t e  niimera d e  . m i c r o t b b l o s  

cuya o r i e n t a c i d n  s e a  adecuads pd ra  l a  f unc i bn .  Las p r i n c i p a -  

J e s  f unc i ones  que a e  $eo atr ibuyan son  $as  e i g u i e n f e s :  

i )  ~ b v i m i e n t o  de 10s c r o m o s o ~ a a  d u r a n t e  la m i t o s i s  

El cGmulo de  e v i d e n c i a s  aobve e l  p a p e l  fundamenta l  de  10s m& 

l o s  d e l  huso coo d rogas  an t imb t i$ t i cas ,  b ; j a  t empe re tu ra ,  i l t a  

p ree idn ' ,  o  i r r a d i a o i d s  con ua micro  h a r  de  l u a  u l t r a v i o l e t a ,  

- 1 t rae como consecueuc ia  que e s t o s  mov in ien tos  no teagan  l u g a r  
i r  -, '. 

- . I- (52,  53) .  Se haa  p r o ~ u e s t o  v a r i o s  aeoanismos p a r a  e x p l i c a t  
I l a  fo rms en que 19s aicrotbbuloa pueden e s t a r  i n vo tuc rados  en 

e l  mov io ien to  ds 10s cromosomas (.9, 43, 54)  s i n  que s e  haya 1% 

g rado  acuerdo.  

Lo8 modelos pxopue8tos acep tan  en general  que $08 nticrott ibu- 

10s d e l  huso e s t d n  o ~ a s $ i t u f d o e  por subun idsdes  que permane- 

can en  equilibria e n t r e  e l  . i tado p o l i m e r i ~ a d o  y e l  l i b r e .  Uno 

de  108 w o d e l o ~  C43) propoae que l a  o t i e a t s o i d q  de $08 c ro -  

mosomas e s t i  de terminada p o t  l o s  microtGbuloo d e l  huso y que 

a q u ~ l l d s  s e  mueven h a c i s  10s poles d e  l a  . o ( l u l a  d u r a n t e  l a  a n 2  

f a s e  como r e s u l t a d ;  de  ~ e s p d ~ i m e i i m a c i ~ n  da 10s m i e r o t J b u l o s  

que e n t o e c e s  s e  a c o t t a n .  O t r o  *odLelo (54) p o s t u l a  que 10s 'puck 
I i 

t e e  e n t r e  mic ro tGbu los  actGen como un idades  mecanoquimicas Y 
- 

I 

f u p c i o ~ q n  como l o $  puenfee eatre f i b r a q  muscu la res ,  e ~ p u j s p d o  
I 

un t a b u l o  p o ~  e n c i a a  de  o t xo ,  Ass,  l a  c o n f i g u r s c i 6 n  d e  l a  me- 

t a i a a e  e. una e s  t r u c t u r a  a u t d r s n t e a i d a  cuye geomr t r z a  e a t 6  de- 
, 



. m i -  . . 

t o r r i o a d ,  por  1. d i r p , o r i a L C  40 l o o  r i t i o o  Ln ia iado r r r  PI $6- 
b u l o e ;  l o r  p r t .e toe  moviai+pti6r d u t a u t e  l a  ana faae  eon provoh 
eador p o t  d q r l i r m $ e a t o  be l o r  ttibulor,dum repone 300 r i t i o r  
do i n % c i a a i b a ,  . y  eloa$rg$bp dp 59q r i rwos  o r  caecocuaao$a 
do l a  r r p o l i m a r i f a c i 6 q  ' do c ~ b u n i d a d a r  .n e~ t o e  e i t i o a .  

2 )  Oraani rab ibn i n t r r o a l u l a ~ ,  t r a a r ~ o r t e  d r  ' m a t e r i a l  Y roc to -  
c i 6 n  , - I I 

Grao can t idad  dr d r t o r  ru$ikrea qva lo. n ~ i c r o t b b u l o r  Lotar- 
v i a n r n  an v a t i o r  t i p o r  dm movimirntor ordenador en l a a  c l l u l r r .  
En g e n e r a l ,  r e  ha obrervrdo qua t r a t a m i e n t o r  quo dertruyen l o r  
~ i o r o t G b u l o r  i n t o r f i r r a n  on 91 t r r a r p o r t e  axo@$6rr$co on arura 
u a r  (55, 56 ) ,  moviy i rn to  q q l $ a t o r i o  de  p a r t f c u l r r  rn  c$ lu&ar  
an aug t i vo  (i7) ,' .ov i~ i .ntot  ordpnado? n ~ c l r o ~  aa P L C ~ C S O O  

iaduc$do$ por  viguo (58),  4@ q t l n u l o a  dc  malrnian r a  +cr;Lanoci- 
t o r  (-59) y endoromrr err mactbf88or 460). !Casrb+ia re hr enaon- 
t rado que y a r i o r  t r r t ra r$ou to r  qua i q t r t f  iercrp' w n  1S0r m i ~ r o t C -  
bu los  i o f l u y r n  an 14 p o v i l i r r c i d n  do r r t o r i a l a o  an p roaoro r  a$ 
c r r t o s i o r ,  cow0 l a  1Sb r rac iba  d? h i r tamina  C64), y ron  rbuadra 
t o r  l o r  d i t o a  pue ~ u ( i e r r a  re8 a c t i v a  par t%c(pao ibn dr  a r t a i  
e p t i u c t u r a r  rr l r  r r c r r c i d a  dr $ rnu l$n r  ( 6 1 ) .  

Tambi6n ha); p r u e b ~ r  expari.anta1.a do i n h i b i c i d n  dm 81cr1- 
c i dn  d i  co l l geno  ro c u l t t v q e  d e ' h u a r o  do ambridn dr pol10 y t& 
b r o b l a a t o r  do r4 t6n  peg cq)a))ic$n(l y v ( n b l r ~ t i q #  (63).  ~ o a t r i -  
riameate a l o  qua ocur ro  rn ,498 r ia tomar  qeac ioordoa ,  I r  co l -  
c h i c i n a  ,v$nblaa t in .  y podof i l o t o s i n a  . ~ t i q J ~ m  $4 a a c r a c ~ b n  do 
hon ( rna r  e reaxo ida r  por c l ~ u h r  Y-1 4@ tumo* a d r m r l  r n ive l r l  
comp.rab1.a con l o r '  qua produca l a  maxima e r t i a u l a c & b n  con ACT# 
(64); a d u 6 8 ,  e l  r a u r  p a r r d r ,  qua ar$abLl i . r  l ~ r  r % p r o t 0 b u l o ~ ,  
i n h i b i  i r  r ~ t $ m u l a c i l n  d i '  a.ciec$dn dm a a t e r o i d r q '  pot v i o b l a r -  



#. 

3 )  Desarrol1o"y c 6 n s e r v a c i 8 6  d e  l a  f o r a a  c e l u l a r .  

Los m io ro t i i bu los  t i e n e n  up8 t ~ p o r t a n t e  f u n c f 6 n  caao  c i t o e s -  

q u e l e t o ,  ~ e g O n  j u e s t r a n  nuperosog e s t u d i o s .  Se l es  h a  s s i g n a d o  

este p a p e l  e n  p r i w e r  l u g a r  p o t  su o r i e h t a c i 6 n ,  y en segundo 1s 
g a r  po rque  l a  d e s t r u c c i b n  d e  l o8  mismos como c o n s e c u e a c i a  de  

d i v e r s o s  t t a t a m i e n t o s  p roduce c a a b i o a  m o ~ f o l B g i c o s  (39 )  , La 
b a j a  t e e p e r a t u r a ,  a l t a  p r a g i d n ,  c o l c h i c i n a ,  u r e a ,  o  i o n e a  m e t 2  

l i c o s  a p l i c a d o s  a 1  h e l i o z o a r i o  & c t i n o s p h a e r i u m  d e s t x u y e n  10s 

a i c r o t 5 b u l o s  que c o n s t i t u y e n  e l  a r o a e a a  F a d i a l  i n v o l u c r a d o  en 

e l  movimiento y a l i a e n t a c i b n  d s l  an ima l  y provocan r e t r a c c i d n  

d e  10s axopod ios  ( 3 9 ,  6 5 ) .  E l  p r o c e s o  e e  completamente r e f e r -  
1 

s i b l e ,  y e l  a g u s  pesada ,  que e a t a b i $ i a  10s a i c r o t 6 b u l o e ,  io- 
p i d e  e s t a  r u p t u r a  de  10s sxopod ios  p o r  f r i l o  o  p r e s i d n  (-66). 

En o t r o s  s i s t e m a s ,  t'ales como e r i t r o c i t o s ,  c g l u l a e  d e  neuro-, 

b l a s  tooa o d e l  ' c r i e t a l i n o ,  ' en que 10s o i c r o t G b u l o s  p r e s e n t a n  

une o r i e n t a c i d a  adecuads ,  l a r  ' o b l ~ l a s  e l o n g a d s 8  o  e l i p s o i d a - 3  

l e e  se t r a n s f o r m a n  e n  e s f i r i c d s  a 1  d e s t t u i r  l o e  m i c r o t S b u l o s  

C16,67). 
E s t a s  e s t s u c t u r a e  s a t a n  a d a r g e  i m p l i c s d a e  ds a l g u n a  manere 

en  e l  d e e a r r o l l o  de  l a  f o r a a  c e l u l e r :  e l  agua peeada ,  l a  p t e -  

s i b n  o  l a  c o l c h i c i n a  b loqueaa  l a  mor fog6nes i s  c e t u l a t  d u t a n t e  

el. d e s a r r o l l o  de  embr ionee de A r b s c i a  ( -40 ) ; l a  c o l c h i c i a a  b v i q  
b l a e t i n a  i n h i b e n  l a  e l o a g a c i 6 n  be1  t e j i d o  d e l  c r i e t a l i a o  ea dz 
s a t r o l l o  ( 1 6 ) "  l a  e x t e n s i s n  de s p 6 a d i c e a  n e u r o n a l e s  (18, 6 7 ) ,  

l a  t r a n e f o r s a c i d n  i n d u c i d a  p o t  GAHP d e  v a r i a e  l f n e a s  c e l u l a r e e  

a  f o r n a e  e l o n g a d a s  C68),  f o rmsd ida  d e  miotCbu los ,  10s c m b i o e  

de  f orma a s o c i a d o e  con o e u r u $ a c i b n  (20 ,  21)  y eepermef 0 8 ~ n e ~ i ~  

( 3 0 ) ~ '  Por  ~ ~ t i r p o ,  el i s o p r p p i l  f e n i l  ca rbamato ,  i o h s b i d o r  d e l  

huso  m i r d t i c o  e n  c 6 l u l a a  vp8e t41es ,  i n h i b e  l a  e l o n g a c i d n  d e  c g  

l u l a s  g e r a i n a t i v a s  an q e s a r r o l l o  C69)* 



Lor w i . c r o t ~ b u l o a  a0 o n c u r ~ t r m  ce lorma de e s t r u o t u r r a  ord.o+ 
d ra  en  c i l i a a ,  f l 9 g o l o r  jt col ; l r  do e a p r r ~ a t o r o i d e e ,  per0 1r 

I ,  J 

fovma on QUO p r r t l l c i p ~ n  en 41.ptocoa,o de aov&&idad no s o  cono- 
CO. IUIQUO hay v a r i a r  b ip4brabac Uno ds l a 8  n o d e l o e ,  p r o  o.8- - P 
to.; Smpl ica no l a  c o n t r r c c i 8 n  40'10. a i a r o a  a i n o  r l  hqslisr 

t o  de unor sob to  o t r o r , , g a n o r r n 4 o  uac c u r v r t u ~ i r  
7.1). Urte prooaao t r g u i l e o  praaumlblamentm 

AtP, quo podr fe  tonag l u g r r  en $8 ATPrsa CdiaeCaa) aeo- 

lo. d o b l e t r r  ext.rn,oa an '.rtaa e s t r u c t u r ~ s  (38. 72). 

t i p o  br movir~$sat;o en e l  9ue . lo@ n S o ~ o t f b u 1 o a  citoplasri- 

a parocen o r t r r  i nvo luc r rdo r  oh 01 a o v i m i m t ~  uebo ide  de 
188 en cu l t iVo  C13), La colcbieSpo,  que dortraye oeqor 
otGbulor  ,produe; i r  doeapr r$c ida  da t o@o  y~viylerto or4.w . I r t o  $0 c a r a c t o r i s 8  p o t  un8 a c t i v i d r d ' ~ y 8 1 ~ r a d a  or 
t a  r o a r  do l a  verbran4 quo #a deaordoaa CruLtakqy) 473). 

# I ,  

1 t s a t a r  don a a t i a i t ; b ~ $ o o a ;  1. r&bn dr rordraad;  rr 'yztierC. 
j (1enora1i.a 4 todo 01 b o r d r  co lu la r , '  prooo.o ' r c o a p r l a \ p a r  
c r r r c $ b n  o d o r o r i a n t a c i b a  ine ib i .a tu  de1 ~ o v $ P $ . ~ ~ Q  , 
qur l a i  c i l u l a a  trataa d e  movotro on coda. d$krcaioamo I 

t i o a p b ,  con un re ru1 t . d~  n e t o  48 i a h q v i l i d r 6 .  * 
a : .,. .. 

", 

EU l o r  6rg.ooa a m a o r i r l r ~  i r  ha I q r c r 4 p t q  l a  ~ I p t ~ a c i r  dr 
micro tdbu loa , I~aa i r lpaat f i  oono c + l i a a  wp4+f$ordart  @+:a 88Jo 
on 01 c r r o  da lor  a i c r o t d b u l o r  ?el r o c a a o t r c c r p t o r  br o u a r t r -  
chr a r  ha p r ~ b r d o  quo $8 d ra t ruoc id f i  4. l o r  .$amor pot o o l c u  

cjnr t r r o  qoao aon~~cruc .pc /o  &I i a p ~ q i b $ l $ d r d  4r, $)~RO:II pot rn-  
c i a l o r  da ,aocids a,@ ‘ i r r  , nouroaar rocoptoraa quaado ba,y movi- 
mionto ( 2 4 $ . 8 o ~ h a  ru4rx ibo  qur curado u a r  tuarra p r t a ~ n 4  my@- 
yr lo,, r i c ro tbbu$oa  da $9. c $ l i a a  d a l  a @ c a n o z r ~ o p t o t , .  8 .  .$@a+ 
r a  un . ,  cimbip quZaioo,guq" pytd. doaoroadonar,  $4 t r rnamiq i8k  may 



Estvdi 'os auy reci'etites U4, ' 75)  d i e r o n  l u g a r  a  h i p 6 t e s i s  que 

e x p l i c a a  l o  i ' n t e r a c c i b e  d e  a i - ~ t o t b b u l o s  con &as  r e m b r a n a s ,  es- 

peci 'alspente con l a s  p r o t e g a a o  :de l a  misrea. Las p a r t f c u l a s  ia- 

t ramembranosas o  r e c e p t o r a s  ~ i ~ e r f i c i a l e s ,  p o r  e j e r p l o  10s d e  

i nmunog lobu l i nas  en l a  a u p e ~ j i c i e  d e  Los l i n f o o i t o s  0 10s d e  

c o n c a n a v a l i n a  A ven a l t e r a d a ' o u  d i s t r i b u c i 6 n  cuando se t r a t a  

a l a s  c 6 l u l a s  con a n t i m i t d t i c d o  ( 7 6 ,  7 7 ) .  
E l  modelo ( 7 7 )  g o s t u l a  ua a ~ o p l a m i e n t o  e n t r e  P i c r o t G b u l o s  c i  

t o p l a s m b t i c o s  y p a r t f o u l a s  in t ramembranosas  o  r e c e p t o r e s .  

Cuando e a  t a s  p r o t e i n a s  e s t d n  i ibr .8,  puedan d i f  u n d i r  l i 'brsmsn- 

t e  eq el p l a a o  de l a  m a t v i e  l$pf4ioa,y ouando s s t d ~  $$gador es 
forma d i r e c t a  o  i n d i r e c t a  cog l o r  m ic ro tGbu loe ,  e u  r o v i m i e n t o  

e s t a r f a  impedido.  Los t r a t u i e n t o r  que d e s t r u y e n  m ic ro tGbu los  

t r a e n  eomo c o n s e c i e n c i a  l a  t r i n ~ i s i b n  d e l  e s t s d o  l i p a d o  a 1  es- 

t a d o  l i b r e  p a r a  e s t a s  g a r t f  c u ~ a s ,  p e r m i t i 6 n d o l e o  a g r e g a r e e  o  

d i s p e r s a r s e  segGn que 10s r i c t o t f i b u l o e  la. m a n t u v i e r a n  e e p a r a -  

dae  o j u n t a s  (-78). 

. ~ r o ' ~ i e d a d ' e s  b ioqu f  mi.cas _ 
Lo8 pr imexos  s i s t e m a s  e n  qu4 se a S s l 6  l a  p r o t e s n s  c o n s t i t u t g  

v a  d e  10s mic ro t i i bu los  f u e r o s  c i l i a e , f S a g e l o s  y  oolsa da esper 
matozoides.como Gnico cornponeate s e  a i s l d  uaa p r o t e f n a  de  p e s o  

m o l e c u l a r  60.000 a p r o w i a a d a r e n t e  (38, 7 9 $ ,  que en e l a c t r o f  o- 
resis e n  g e l e s  de  p o l i a c t i l a r $ d a - u r e s  a  b e j s  ~ c o n c e n t r a c i b n  d e  

p r a t e f n a s  m ig raba  como dos bapdae de  orov i l idad  c a s i  i d b n t i c a .  

En s i e t e m a s  de  m ic ro tQbu los  FgEiles l a  c a r a c t e r i e a c i 6 n  d e  l a  

p ro te . fna  t u b u l a r  f u e  mas d i f  i p u l $ o e ~  y e e  coneigufb-,,  g r a c i a s  a 
\ 

l a  a f i n i d a d  e s p e c f f i c a  d e l  a n ~ i m i t o ' t i c o  c o l c h i c i n a  p o r ' q s t a  p r o  

t e f n e .  T a y l o r  (-80) h a b r a  demoatrado que l a  a c c i b n  antimi'c-?ti- 

c a  d e  estz droga  s e  d e b f a  p r e c i a a ~ t e n t g  a qur  re  u n i a  a  l a  s u  

un idad  m i c r o t u b u l a r .  Beto ee corprabd e n  v a r i o s  s i ~ t m a s  (81- 



83) y e e  demostrb que l a  d rogs  e e  unEa a una pa r t f cuLa  cuyo co - 
se comprob6 l a  a a t a r a l e e a  p r o t e i o a  ds l a  misma y l a  revers ib i - . ' .  

l i d a d  d e  l a  reacc ibn .  B n t ~ n c o s  e e  u t i l i e d  l a  c o l c h i c i p a  t r i t iq 

. da p a r a  s e a u i r  l a  p u r i f i c a c i d n  de e s t a  p r o t e l n a  a p a r t i r  de  c g  
\ 

r eb ro  de cerdo  (84) .  Se obguro a s f  une p r o t e i n s  dimBrica de 

peso mo lecu la r  120.000 y . 6  8;que podFa d i s o c i a r s e  en dos mo- 

n h e r o s  de  60,000. a s t a s  propiedades e t a n  e i m i l a r e s  pa ra  l a  

f r a c c i d n  dexivada de carebro  de pol10 (85) y c 6 l u l a s  de neuto- 

b lastoma (ad),  a s $  como l a  da c i l i a e  y f l a g e l o s  (87), 

m i t a t i c o  d87 -89 )  p e r a i ~ i s r o o  i d b a t i f i c a r l a  por  sue prop iedadas 

con l a  h a l l a d a  en c i l i a s  y f l a g e l o s  y t e j i d o  neurona l .  

se pxopueo sn toaces  sl nonrbre da t u b u l i n a  (90) pa ra  l a  pro- 

t e i n a  n a t i v a  de peso a o l e o u l a r  l tQ.000-520.000 y c o e f i c i e a t e  de 

sed ioen toc idn  6 S ,  que s e r f a  d i r b r i c a ,  y c ( - tubu l ina  y p-tub?? 

l i n a  a 10s prot6meros de peso ,molecular 55.000-60,000 ob ten i -  

do. po r  d e s n a t u r a l i r a c i b n  d . l a  r i s r a ,  designando como P a1 de 

mayor arovi l idad e l e c t r o f o r 6 t i a a .  

La t u b u l i a a  s e  ha obten ido  p o r  mCtodon comuaee de pu;if ica - 
c idn  d e  p ro ta inae  , u t i l i r a n d o  cq: lShie ina '  . , ?t r i t i .de  pa ra  s e g u i r  -%' 1 
protegna.  En t6rminos generale.8, be l a  ha  preparado por  frat- .\ 
c ionaa ien to  con s u l f a t o  de aqoa io  y c roaa togra fSa  de in tercam- 

b i o  i d a i c o  en bEAE-celulosa o DEAE-Sephadex, de 10s cua lsg  e l 2  
ye a a l t a  f u e r z a  i d n i c a  (0,5-0,81M qe CLK) por  t r a t a r e e  de una 

proteins muy Qci.da 684 ) .  P o s t e r i o r a e n t e ,  eL mbtodo fue rsod i fe  

cad0 pa ra  d i sm iau i r  coqtaa$naaiones de Sc idos nuc le icoo  y car;. 

Boh id ra tos  (91 ,  92) .  

Otro  alcalo$,de, l a  v i n b l a e t i n a ,  ee ha  u t i l i r e d o  p a r a  p r e c i p L '  
t a r  l a  t u b u l i n a  a p a r t S r  de p reaarac ionee  crudae o p a r c i a l a e a t e  



p u r i f i c a d p s  (86,  93 ,  94) .  I. m s p e c i f i o i d a d  de  e s t a . p r e c i p i t 5  
c i d n  ha s i d o  o u e e t i a n a d a  pa g ~ p  tambidn p r e c i p i t a n  o t r a s  pro-  

t e i n a a  a c f d i c a s  y d c i d o s  r)uclei.coa d 9 4 ) .  

Miis r e c i e n t e a e n t a  ee h.aa # r a a r r o l l a d o  mStodos d e  p u r i f i c a -  
c i d n  basados  e n  l a  r e a c c i g a  d e  p o l i m e r i z a c i 6 n ,  que o c u r r e  a  

t e m p e r a t u r a s  d e  a l r e d e d o r  de 37'C, r e v i e r t e  a  O ° C  y e e  f a v o r e  

cSda po r  e l  agregado de  g l i c ( r ~ 1  o  a a c a r o a a  (89,  95) .  E l  mbto  

do c o n s i s t e  en  c a l e n t a r  ua r o b r e s a d a n t e  d e  100,000 -x g d e  ce- 
r e b r o  p a r a  i n d u c i r  pol imerim~cidn,centr i fugar a  37.C p a r a  s e p a  

.r 
r a r  en e l  p r e c i p i t a d o  a  10s ar i c ro t i i bu los  p o l i a e r i e a d o s ,  8s- 

t o e  s e  resuapenden  y a n f r l a n  p a r a  d e s p o l i m e r i t a r l o s  y se v u e l  - 
ven a c e n t x i f u g a r  e n  f r f o  p a r a  e l i m i n a r  c o n t a a i n a c i o n e s ,  B s -  

t o  puede r e p e t i . r s e  v a r i a a  v a c e s ,  con p g t d i d a s  r r p r e c i a b l e s ,  p a  

r o  se o b t i e n e  t u b u l i n a  auuy p u r a ,  capam d e  po1ifaeriea:-*de u n i r  

c o l c h i c i n a  y d e  p r e c i p i t a r  con v i n b l a s t i n a .  

Tambibn se h a  d o e a r r o l l a d o  un m6todo d e  a i r l a m i e n t o  p o r  c r o  

n a t o g r a f f a  d e  a f i n i d a d  e n  coluwnae d e  Sepharosa  a l a  que e e  ha 

u a i d o  c o v a l e n t e a e n t e  u s  d e r i v a d o  d e  l a  c o l c h i c i n a ,  Seabrando 

e n  l a  columna un s o b r e n a d a n t r  d e  -1OO.000 x g d e  c e r e b r o  d e  rz 
t d n ,  l a  t u b u l i n a  queda r e t e n i d a  g puede e l u i r s e  l u e g o  'con un 

b u f f e x  de  b a j a  f u e r z a  i d n i c a  (96 ) .  

b) Peao m o l e c u l a r  - Subunidlrdee 
\\ 
\ 

', 

Por  d i v e r s o e  n g t o d o s ,  como s q u i l i b r i o  d e  s e d i r a e n t a c i b a  (-8?'+ 
\ 

7 f i l t r a c i d n  en  g a l e s  t.83, 41, 9 2 ) ,  se han o b t e n i d o  v a l o r e s  \ 
de peso  m o l e c u l a r  e n t r e  SlO,$OO y 130,000 p a r a  t u b u l i n a s  de  

t o d a s  l a s  e s p e c i s a  e s t ~ d i a d g / , ~  

Cuando se t r a t a  l a  t u b u l i n 4  con a s e n t e e  d i s o c i a n t e e  como SDS, 

u r e a  a c l o r h i d r a t o  d e  g u a n i d j n a ,  a s  p i e r d e  l a  c a p a c i d a d  d e  p c  

l i a e r i z a c i d n  y d e  u n i r  dxoga$, Ademas, e l  p e s o  -molecul#r  d i g  . - I  
minuye a  l a  -mi tad,  55.000-69,000, demoetrando l a  n a t u r a l e z a  d g  

I 

1 



ami.da con ten l+odo  SDS a; hap pod ido  s b p a r a r  10s p r o t h r r o s .  I S  I 

Los v a l o x s s  ob,te.nindpa .de paaos  a o l e c u l s r e s  pa'rs " e t o s  ~ q r f g a  

m u c h ,  d e  43.000 a 6-3.000, coma r s s u l t a d o  d e  u t i l i s a r  d i f e -  

r e n t e s  c o n d i c i o n e s  (-88, 9Y, '42,*  97,  98). S i n  embargo, un a- 

n S l i s 5 s  ou idadoao d e  daroe a b t e n i d o s  a  d i s t i n t o e  ya$oseq d e  

pH y  f u e r z a  i d n i c a  (99) .  patrece i n d i c a r  que l a  s e p a r a c i B o  se 

d s b e  8610 a l a  c a r g a  y que emboa pro tbmeros  t i e p e n  e l  a i s o o  
p e s o  m o l e c u l a r ,  de s l r e d e d o r  d e  52.000, 

Los d a t o s  d i s p o n i b l e s  d e  s e o u e n c i a  d e  a m i n o ~ c i d o s  mues t ran  

muy poca v a r i a b i l i d a d  e n t r e  p ro tbmeros  O( d e  d i e t i n t a s  espe-  

c i a s ,  y l o  a ismo o c v t ~ a  con 10s p ; . in embrrgr  , hay bastan- 
t e  v a r i a b i l i d a d  e n t r e  O( y  de l a  r$sma e e p e c i e ,  aunque 

c a s i  t o d a s  l a s  d i f e r e n c i a s  o b s e t v a d a s  h a s t a  abo#a s o n  conse- 

c u e n c i a  de cambi.os en una s o l a  b a s e  tiel t r i p l e t e  c o d i f  i c a n t e  

p a r a  e l  aminoacido eh c u e s e i d a  (87).  

La e s t e q u i o m e t r i a  con que e e  a n c u e a t r a n  ambos pro tbmeros  se 

t a  d e t e r w i n a d o  apxovechsndo e l  d i f s r e n t e  cangon ido  en c i s t p i  - 
aa d e  ambos, con d c i d o  i o d o a c 6 t i c o  t r i t i a d o .  A e i  ee ob tuvo  2 

'\ 

n a  e s t s q u i o m e t r f  a  -1 :.I p a r a  l a s  t u b u l i n a s  es t u d i a d a a  @-I, 9 2 ,  \, 
\ 

9 5 ,  100) .  Todos e s t o s  d a t o e  l l e ~ a t o n  a prrponet qua l a  tubu-  

l i n a  e s  un he te rod fmero  ~ t p  (-91, P7), aunque g i n  w i d e n c i a  el! 

p e r i m e n t a l  c o n c l u y e n t e .  

c )  Aeoc iac idn  con n u c l e 6 t i ~ d o s  d e  g u a n i n a  

D u r a n t e  10s t s a b a j o s  d e  s$.pla@iento Y c a r s c t e r i m a c i 6 n  d e  

l a  p s o t e i n a  mic ro t ;ubu la r  en c i l i a s  y f l a g e l o e ;  se e o c o n t r d  

que h a b f a  o u c l e 6 t i d o s  de g u s n i n a  u n i d o s  a  e l l s C 3 0 1 ) .  Tambign 

e n  m ic ro tGbu los  l a b i l e s  9e d e ~ o s t r b  l a  a s o c f a c i b n  d e  1s prc 
t e l n a  m i c r o t u b u l a x  con n v o l e d t i d o s  d e  guan ina .  La t u b u l i n a  

p u r i f i c a d a  de c e r e b r o  r e v e l 6  p o s e e r  0 ,6 -0 ,8  moles d e  nuc le6 -  
t i d o  p o r  n o 1  d e  dfme.ro 6  $. Los e s t u d i o s  p o r  d i g l i s i s  a$ e- 

q u i l i b r i o  coo 3 8 - ~ ~ ~  i n d i c a r o n  f i n a l m e a t e  que l a  p r o t e i n 8  



C 
1 

e t a  c a p e s  4 e  unir do@ ao&rr .$a p u c l e 6 t i d o  po.: a01 de 6 S: un 
mol  f u e r t e a e n t e  un ido ,  no %uta rcamb iab le  con n u o l e 6 t i d o  d e l  ne - 
d i o ,  o t r o  inte-rcambfable en un. t i . e r p o  o ~ e d i o  d e  1 5  s i n u t o s  

(84) ; e s t o s  r e s u l t a d o e  f ye?oa pps t e r i o r a e a t e  conf  ivmados (-102). 

Los -microtGbuloa a i e l a d o r  4s c e r e b r o  d e  t e r n e r a  t e n g a n  al- 

r e d e d o r  d e  0 , 6  moles dp n u c l a 6 t i d o  ds guap ina  p o r  mo l ' de  6 S ,  
de 10s c u a l e s  el 70-89 Z era GPP, y e l  r e e t o  GIP. La Incuba-  

c i d a  con 3 h - ~ ~ ~  r e v s 1 6  1. c a p a c i d a d  d e  uair 0,4-0,7 mole. qd i -  

o i o n a l e s  d e  GTP por  a01 de df .aero 6 S, no i n t e r c a a b i a b l e e  con 

e l  g w c l e b t i d o  ya upido, Auaque v a r i a b a  con  l a s  p r e p q r a c i o a e s ,  

l a  r e l a c i d n  eatre n u c l e b t i d o  no i n t e r c a m b i a b l e  e i n t e r o a ~ b i a -  

b l e  era s i e m p r e  c e r c a u a  a 4, 7 l a  t u b u l i n a  p o d f s  u n i r  c o l c h i -  

cias e n  forma equ imo la r  con e i  GTP i a t e r c a m b i a b l e .  T a r b i s s  se 
d e a o s t r b ,  eon GTP d o b l e a e p t s  ~ a r & a d o  con 3~ y 3 2 ~ ,  que e l  GDP 

un ido  e l  s i t i o  n o ' i n t e r c a m b i a b l e  i o d i a  a c e p t a r  e l  r-P d e l  GTP, 

y que l a  r e e c c i d a  s e  p t o d u c f s ' s i n  l i b e r a c i d n  p r e v i a  d e l  GDP, 

es d e c i r ,  p robab lemente  o a u r r f a  e o b r e  l a  p r o t e l n a .  La p r e c i p i  

t a c i d n  de  l a  t u b u l i n q  cop v i n b l e e t i n a  p tovocaba  1s l i b e r a c i d n  

t o t a l  d e l  n u c l e 6 t i d o  no in tescsmbiab I ,e ,  s i  se e n c ~ n t v a b a  como 

t r i f  o s f  a t o ,  a i e n t r a s  que e l  i p t e r o a m b i a b l e  no se. l i b e r a b a .  L a  

p r e c i p i t a c i b n  con C12Mp o  con C12Ca l i b e r a b a  a r b o s  t i p o s  d e  n u  

Todos e s t o s  datos p a r e c l a n  r n d i c a r  que, c o m ~  en e l  c s s o  d e  

l a  a c t i n a ,  l a  un ibn  y pos ter i . r  h i d r d l i s i s  del  GTP p o d r l a  ser 

i n p o r t a n t e  en l a  r e a o o i b n  d e  p o l i r e t i a a o i 6 n .  Lo@ +xpwimeat 'pa 

d e  p o l i w e r i a a c i b n  & v i v o  (-81): e 'fp v i t r o  (89) # ~ a s t r a r o u  lg be - 
c e s i d a d  ds la p r e q e n c i a  d e  GTP par(; pue 1. r e a c c i l n  e e  produs-  

ca. Era  e e p e r a b l e  e n t o n c s e  qpe, coao en l a  a c t i n e ,  se produj: 

ra  l a  h i d r d l i s i a  d s l  f a e f a t o  terdieal d e l  n u c l a d t i d o  t r g f o a f a -  

t o  d u r a n t e  1a.misma. S i n  ernbargo, se demoetrS que pyede ocu- 

r r i r  po l i . r L le r i eac idn  in v i t r o ,  en a e s e n c i r  d e  GTB s i  ee a g r e g a  

a1 -medio g l i c e r o l  o  aaosxosa  (103). Esto p r o b s b a  que  e l  GTP 

a o  i n t e r c a m b i a b l e  no e r a  p e c e e a r i o ,  y que tampoco e r a  i o p r e s -  



c i n d i b l e  que  e l  Po i ~ t e r c e o b i a b l e  e e  e n g o n t r s r a  como t r i f o s f z  

t o ,  d e  maneta  que l a  h i d t b l S o 2 r  d e l  mismo no d e b i a  e e t a r  i n v g  

l u c r a d s .  S i n  embargo, l a  veboc idad d e  p o l i m e r i z a c i b n  aumen ts  

b a  e n  p r e s e n c i a  da GTP, ds m a Q ~  que t a  a s o c i a c i d n  d e l  mismo 

con l a  t u b u l i n a  p robab lemea te  c o n t r i b q y a  a  l a  r e g u l a c i b q  d e l  

p t o c e s o .  Ea to  puede o c u r r i r  p o r  e e t a b i l i z a c i b n  d e  l a  c o n f i g u -  - 
r a c i d n  d e  l a  p t o t e f n s  (84, 15, 101) ,  y a  que se s a b e  p o r  ejem- 

p l o  gue e l  GTP e e t a b i l i z a  l a  t u b u l i n a  c o n t r a  l a  d e s n a t u r a l i e q  

c i d n  t l r m i c a .  

d )  I n t e r a c c i d n  con d r o g a s  

T s l  coao ya r e  ha i n d i c s d ~ ,  s l c a l o i d e s  d e  o r i g s n  v e g e t a l  

c o l c h i c i n a  y v i n b l a s t i n a  eon conoc idoe  deede h a c e  t iempo como 

a g e a t e s  a n t i m i t S t i c o s ,  o  sea c o w  veaenoe d e l  hue0 a i t b t i c o .  

E s t a ~  d t o g a e ,  j un tamen te  con l a  p o d o f i l o t o x i n a ,  l a  g r i s e o f u l v i  

aa y e l  i e o p r o p i l  f e q i l  catbaarato a j e r c e n  e u  a c c i d a  p o r  i n t e r -  

f e r i r  con l a  f u n c i d n  w i c t o t u b u l a r ,  Sue e s t r u c t u v a s  s o n  b a s t a n  

t e  d i f e r e p t s s ,  y a c t u g t q e n t e  ee eabe  qye a u s  mecaniamos bioquf 

micos d e  a c c i d n  son  d i e g i n t o r .  , 

C o l c h i c i n a :  La a f i n i d a d  qur p o t  l a  t u b u l i n a  t iene este  a l c i  

l o i d e ,  o b t e p i d o  d e  l a  p l a n t 6  Colchicum autumna le ,  p e r m i t i b  a i s  - 
l a r  y  c a r a c t e r i z a r  a es ts  p r o t e f n a .  La r e a c c i d a  d e  u n i d n  a tg 

b u l i n a  s o l u b l e  t i e n e  uo pH dpt imo de 6,8-7,O es m6rima a 3 7 ' ~  

y  se produoe a f u e r z a  i d n i c a  m ~ d e r a d a  l81, 85, 104). L; un ibn  

de  c o l o h i c i n a  a  e q u i l i b x i o  i n d i c a  que l a  s a t u r a c i 6 n  de  308 si- 

t i o s  d e  l a  t u b u l i n a  s e  prod*ce cuando 8 e  une 1 mol d e  c o l c h i c i  - 
n a  p o r  mol de  d f s e r o  de  peso  m o l e c u l a r  tLO.OQO (84,  104) .  L a  

r e a c c i 6 n  de  un idn  es muy l i b i l  y d e c a e  r l p i d a m e a t e ,  aunque e l  

ag regado  de  GTP reduce  l a  v e l o c i d a d  d e  d e c a i m i e n t o  ( 8 4 ,  85,105) 

s i n  embargo, el, comple jo  y a  formado es b a s t a a t e  e s t a b S e  (81,  

8 3 ) .  Cuando s e  i n v e s t i g d  l a  capao idad  de  b i n d i n g  p a r a  l a  t u b 2  

l i n a  d e  espesmatozo ide  d e  e t i z o  mar ino  s e  e n c o n t r 6  p a t e  lee a u k  



unidades p r o r e e i e n $ ~  d e l  par o e n t t & l ,  pc ro  no p a r a  l a s  d e s k  
vadas d e  l o s  d o b t e t e s  e x t e t a o s  (106),. Pos te t i o rmen te  se pu- 

do demost rar  pa ra  &#to8 t a a b i h  Is pni6n de c o l c h i c i n a ,  cuaq  

do se 14 e e t a b i l i p b '  p o ~  el, a g w s a d o  dc, v i s b l a s t i n a ,  o  b i e o  

con t ro lando  l a e  cond ic iones  de so lu ) i l j . t qc i6n  d e  10s a i c r o t d  - 
bu los  en  cuaa to  a jlI g f u e r k  idaic .  (81, 101, 104, 107). BE 

t a  c l r s e  de  t u b u l i n a  se ceaparta en ioaees  de  l a  m i s ra  manera 

f r e n t e  a  l a  c o l c h i c i n a  que 1 a s . f o r r a s  s o l u b l e s .  

Dado que 10s agen tes  d e s n a c u r s l i z a n t e s  dea t ruyen  l a  c a p a c i  

dad de  u a i r  a l c a l o i d e ,  no rse 89be a ' cu61  de, l a e  doe subun idg  
' dee s e  una g s t a ,  y todo pareee  i n d i ~ a r  que l a  r e a c c i b a  r e q u i a  

re t u b u l i a a  en s u  coa f igu rac iBn  n a t f v a ,  

Podo f i l o tox inu :  Este a l c a l o i d a  se uae a l a  p r o t e f v a  micro- 

t u b u l a r  en  e l  mismo s i t 4 0  qua l a  c o l i h i c i n a  (83, 85): cu iado  

se agregan ambos ebmpuestos en c a n t i d a d e s  equimolacu$eree,  La 
uqidn de  c o l c h i c i n s  t r i t i a d q  sa i p b i b s  ea un 50%; sin embargo, 

no es capaz de deek lasa r  a  l a  c o l c h i c i n a  ya  un ida.  Es to  se 

probd en  Gubul ins de  huevo de e r $ a o * q e  mar (L04),coa t u b u l i n a  

de d o b l e t e s  e x t e r a o s  f l a g e l a r b s  (107) g con t u b u l i a a  d e  cere- 
I 

bro  ds embridn de  p o l l o  (108). 

~ r i q e o f u l v i n a :  Lee propiedodee a a t i n i t ~ t i c a s  de s s c e  a l c a -  

l o i d e  son  i q d i s t i u g u i b l e s  a l  w i c c ~ g c o p i o  b p t i c o ,  de  i a s  d e  col- 
c h i c i n a .  Aunque se h e  p topuoato  que o c t f a  en f o t j a  aiwilat a 
l a  c o l c h i c i n a ,  no i n f l u y e  en l a  ua idn d e  l a  r i ama,  de r a n e r a  

que a i  s e  uaa, debe <hacerlo en nn e i t i o  d i f e r e a t e  $85). Bat: 
d i o s  cr . l i rados a 1  mi=roseop io  e l e c t r b a i e o  sob+. el c f e e t o  de 
gq i sgo fu l v i na  en  la pol i iweriaqcibn de  microtbbglcw v i t r o  

s u g i e r e s  qug no b l p q u e ~  e s t a  r sacc iba .  8 i  b i e i  l a  m i t o s i s  de  

c g l u l a e  HeLa e e  bdoquea p o t  1s d rog r ,  l e e  m i a r o f o ~ p ~ r e f f a e  e- 
l e c t r d n i c a s  no revg lan  a l t s r a c i b n  en  la a o r f o l o g l e  n i  e n  l a  2 

r i e a t a o i d n  de 10s a i c to tGbu los  (149). ~ i t e  b e c h ~  @*$ere que 
l a  gr i tseofu lv in.  poQr i4  ,. I i n h i b i r  a lgqn  aepec to  de  l a  f unc ibn  

I m i c t o t u b u l a r ,  



A l c a l o i d e s  de  Vinca rosea :  Betos  a l c a l o i d e s  p roducen i n  v i -  

vo una d e s t r u c c i d n  d e l  huao r i t b t i c o  ( i i o ) ,  con d i s o l u c i d n  d e  - 
10s mic ro t i i bu los  y s g r e g a c i d a  d e  3as  subun idades  e n  c r i s t a l e s  

h e x a g o n a l e s  (111). Ls i n t e r a c c i d n  i n  v i t r o  con l a  t u b u l i n a  

no e s  a f e c t a d a  p o r  l a  p r e s e n c i a  de c o l c h i c i n a ;  i n c l u s o  se h a  

coneegu ido  p r e c i p k t a s  c u a n t i t a t i v a m e n t e  e l  comple jo  con  v i n -  

b l a s t $ a a ,  i p d i c a a d o  qug arnbas d r o g a s  se unen a  s i t i o s  d i f e r e g  

t e e  (86, 9 3 ,  9 4 ) .  Se h a  e n c o n t r a d o  que 10s c r i s t a l e s  forma- 

dos  &n v i v o  c o n t i e n e n  l p o l  d e  v i n b l a a t i n a  p o r  mol d e  dinaero 

de  t u b u l i n a ,  que ademas c o n s e r v a  2 moles d e  n u c l e a t i d 0  d e  gua - 
\ 

n i n a ,  d e  modo que 10s s i t i o a  d s  uniGn s e r f a n  d i f e r e n t e s  (104) .  

Los mecanismos be i a t e r a c c i 6 n  con v i n b l a s t i n a  p a r e c e n  ser d i f e  - 
r e n t e s  i n  v i v o  e  i n  v i t r o .  Cuando se l a  u t i 3 i s a  como a g s n t e  

p r e c i p i t a n t e  i n  v i t r o  p a r e c e  g c ~ u a r  como c a t i b n ;  p roduce p r e -  

e i p i t a c i b n  d e  o t r o d  compooentes c e l u l a r e s  como l c i d o s  n u c l e i -  

cos  y p r o t e i p a s  a c f d i c a s ,  p o t  e j e a p l o  a c t i n a  y p r o t e f a a a  d e  

membrana d e  e r i t r o c ' i t o ,  que son  p r e c i p i t a b l e s  p o r  i o n e s  c a l -  

c i o  (109).  AdeaBs, se h a  demost tado  que e n  e e t e  c a s o  843 pro-  

duce  l i b e r a ~ i d n  de  OTP (S02) ,  que i n v i v o  no o c u r r e .  a s t o e  rg 

s u l t a d o s  p e r m i t e n  p roponer  que l a  v i n b l a s t i n a  s e  u n i r l a  i n  v i -  

t r o  a  s i t i o s  d e  b a j a  a f i n i d a d ,  c a p a c e s  de  i a t e r a c c i o n a r  con  - > .  
c a l c i o ,  y que i n  v i v o  i n t e r a c c i o n a r s a  con un s i t i o  d e  a t t a  afi- 

n i d a d ,  dando l u g a r  a  Pup tu ra  d e  10s micro tGbu los  y f o rmac idn  

de  c r i s  t a l e s  (-108). (1 . , x , l ~ ' ~ [ ~ g  . A -:, 

l s o p r o p i l  N - fen i l  ca rbawato :  E s t a  d r o g a ,  i n h i b i d o r a  d e l  hu- 

s o  m i t d t i c o  en  c ~ l u l a s  v e g e t a l e s ,  a f e h t a  e s p e c f f i c a m e n t e  $ a  re  I- 

a p a r i c i d n  d e  c i e s t o  t i p 0  d e  q i c r o t i i b u l o s  e n  Ochromonas, a l t e r a  

e l  nGpero f u n o i o n a l  de  oee t raa  o r p a n i s a d o r e s  4e ~ i c r o t k b u t o s ,  

y a f e c t a  l a  o r i e n t a c i d n  4 e l  f i c o p l a s t o ,  una c l a s e  d e  microtGbu - 
10s c i t o p l a e m G t i c o s ,  en Oedogoaium (112).  Su mecaniemo d e  ac-  

c i d n  s e  desconoce ,  aunque e e t u d i o s  r e c g e n t e s  o u e s t r a n  qu,e no 

s e  uqe a l a  t u b u l i n a  y que a  c o u c e n t r a c i o n e s  e n t r e  0 , 3  y 1 mM 

no a f e c t a  l a  p o l i m e r i z a c i d n  in, v i t r o ,  d e  manera 'que  se supone 



que no produce au s f e c t o  a $ r a r 6 s  de i p f e r a c c i g n  con 10s n i c r p  

tQbu loe ,  e i n o  p robab laea te  e9n 198 c e n t r o o  o tgan iaado res  de 

10s mismos (113) .  

e )  F o s f o r i l a c i d n  y a c t i v i d a d  4b prot ,e%na qu inasa  de  l a  tu -  
b u l i n a .  

La t u b u l i n a  p u r i f i c a d a  puede f o s f o r i l a r a e  en  p r e e e n c i a  d e  

p r o t e f n a  q u i n a s a  est imulabt le  po r  CAMP, pe ro  ade rgs  posee  in- .  

t r f nsecamen te  e s t a  a c t i v i d a d  (98 ,  $14). La f o s f a ~ i S a c i b n  $s 

produce en s e r i n a ,  y l a  e s t a b i l i d a d  ' de l  p roduc to  i n d i o a  que no 

hay a c t i v i d a d  de  f o s f a t a s a  asoc i ada .  La de te rm ingc idp  d e l  f6q 
f o r o  un ido  a t u b u l i n a  r e q u i r i d  l a  obseqc i6n  d e  pxoteina al ta-  
meete purs .  Sometiando l a  t u b s l i ~ a  3 2 ~  a  d i ges t i bm  con t r i p s i  

na  o  p e p s i n a ,  s e  obtuvo 8610 un pbp t i do  marcado con 3 2 ~ ,  4,s- 

c a r t s n d o s e  ae f  l a  p r e s e p c i a  d e  qa contaminante  p y o t e i ~ o  super -  

f o s f o r i l a d o  (5151 .  
I 

En p r e g a r a c i a p e s  s i n  n i v e l e s  de$ea tab lee  d e  i a p u r e ~ a s  se ba- 
4 m 116 que l a  t u b u l i n a  p o a t i e n e  0*,8 - O , 2  moles de  f o r f a t o  i a o r g g  

, n i c o .  p o t  mol d e  dimero dr paeo Cdleeu14r LlO.oO0. Se demost rb  

8 ,ademls qu; e l  f 6 e f o t o  s e  encuen t ra  k i d 0  a  e e r i n a  de  l a  p tu-  
b u l i n a  ( - 9 2 ,  114) .  ~ a m b i b a  se e a c o a t r d  f o r f o r i t r ~ i d q  ra re rLna  

I p a r s  e l  c a s o  Qe c b l u l a e  Reba c u l t i v a d a s  en  p r e s e n o i a  d e  31~iq 

c a r t e s  d e  mGsculo y c e t e b r o  4e embt idn d e . p o l l o  i ncubsdos  cop 
e l  mieao i eb topo ,  y mGaculoe y c e r s b t o  de embrioqse be poLLo 

1 .  i n ycc tados  con 3 2 ~ i  (414). 
h cuan to  a  l a  a e t i v i d a d  de qu inqsa ,  ha  s i d o  detuc- 

m t a d a  en  t u b u l i n a  d e  c e r s b r o  p o ~ p i n o ,  bovjno y  ds t a t s ;  sa ~ $ 3 2  
lss HeLa y en miieculo de  e a b t i d a  de p b i l o  (98, J a b ,  436,  1.17, 

I 118) .  Es tae  p k o t e f n a ~ q u i a a s a e  eon capacer  de  f o s f o r i l a r  a $a  

miema t u b u l i a a ,  en  l a  cadens a ' ,  ~g  p i r r t i r  de  ATP o  GTP, y a 

e u b s t r a t o s  exbgedoe, como proeaaiacr,  c s r e f n s ,  h i s t o n o ,  Y '+tIGn 
10s caeos  f o s f o v i t i p a  ( .98,114,.4J9);  l a  c a n t i d a d  d e  p roduc to  

f o raado  v a r f a  l i n e a l n e n t e  Qon 1q c o a d e a ~ r a c i 6 n  d e  t u b u l i ~ o ,  
t i e a e  pH b p t i r o ,  no se i n b i b e  p o r  c o l c b i o i n a  o  v i n b l a o t i a r  Y 

j 
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4' c o ~ c ~ ~ n a ~ j  
?odof i l o t o x i n a  GT no intercambiable 

uh'l:; -;: - l , , \ l  . rn 
- 

, - 
GTP v inb las t ina  : 

in tercaab iab l  
, D.' 

p capresentacibn e~~q .uesS t i ca  d e l  dfmero de tubul ina 
&a asignacibn de s i t i o s  a u a ~  bubua$dad betevaiaada,  ~ s Z  couo  
l a  ubicaoi6n de 10s r i 6 q o s  e i  a r b i t r e r i a ,  sa lvo  para el easo 
d e l  P unido cova lea te res te ,  l oea l i rado  en l a  adbunidad p .  



no e s  e s t i s u l a b l e  por  nuc led t idoe  c f c l i c o a .  En e l  caso de c g  , . 
r e b r o  de r a t a ,  l a  a c t i v i d a d . s o  ancont rd  8610 en  grandes agre-  

$ado. y no en e l  d5mero de tubul ias ("149). l l e vando  a  l a  con- 

c lu 's ibn qua i s t a  no e; una p t ~ t e S n a  qu inasa  s i n o  que l a  a e t i -  

' v i d a d  e s t S  asoc iada  a e l l @ .  S in  emba'rpo, dado que s iempre se 

p b t i e n e  a c t i v i d a d  d e  p t o t e f n a  qu iaasa  eta a i c ro tGbu ios ,  es muy 
p o s i b l e  que e e t a  a s o ~ i a c i b n  ten%# impor tanc ia  en  l a  f o e f o r i l z  

p i6p dp t u b u l i a a  observada i n  ~ i v o  y cuyo s i g a i f i c a d o  aGn ee  

deeconoce ( l l 9 ) .  

Los e s t u d i o e  r e a l i e a d o s  con ~ u b u l i n a  de aSoculo de e a b r i b n  

de p o l l o  muestran qub l a  a c t i v i d a d  d e  p ro te fna  qu inasa  e l u y e  

de una coluwna de g e l  en una p~@ic i bn : c~ t remp@~d ieq te  af pea0 

r o l e c u l a r  d e l  anonbmero, 54.000; (114).  Ln cblula. HeLa 80 em- 
con t rd  que d u r a a t e  e l  c i c l o  c e l u l a r  varXa eL con ten ido  ep f6g 

f o r o  da l a  t u b u l i n a .  AdemIs. kqy una v a r i a c i 6 n  similar en l a  

a c t i v i d a d  d e  p r o t e i n a  qu inaaa 'aaoc iadg ,  r i e n t t a a  que l a  d e l  

c i t o s o l  corxespondiente  no v o d a i  es' to permite eupoaer que l a  

f o s f o r i l a c i b n  de t u b u l i n a  y l a  p r o t e f a a  qu inaea 8oa ' i r i o ~ t t a n -  

tes en l a  func ibn  micro tubu la$ ( 117 ) .  
L .  
2 

1 :  I 
~ y i  c + l m , f -  

f )  Otraa a c t i v i d a d e s  eneimCt&cas 

En microtGbulos a i s l a d o e  de , f i b r o b l a s t o s  de eab r i&u  de p o l l o  

7 c 6 l u l a s  BeLa s e  detec t6 .ac t tv id .d  de ATPasa, qua e. a i b i l ,  

no i s h i b i b l e  por  ouqbaSna y ad acfCa sobxe o t r o e  n y g l ~ 6 t i d o s  

t r i f . o s f a t o  ( 120 ) .  

TarbiBn s e  ha d e s c r i p t o  l a  4acorporac i6n de t i r o s i n a  y f e s i l  
a l a n i n a  a 1  extremo C-terminal d s  una p ro tezna  s o l u b l e  de cere -  

b ro  de  r a t a .  Es ta  reaco ibn  t q q u i a r e  ATP, ?f9++ y K', per0 no 

t A R N ;  ambos aminogcidos se e.xcluyea autuamente y uno i n h i b e . 3 8  

incorporac ibn  de l .  o t r o .  L. D I ~ t ~ f n a  a l a  que 60  I ~ C O I . P O + ~ D  ec 
t o s  aainoCcidoij  p reaen, ts  v a r i g s  c a r a c t e r f s t i c a s  comunee con l a  

t ubu l i na :  t i e n e  un peso aol.$ul,r 4e 54.000, forma d i m e r ~ s  de 

peso molecu lar  1-10.000, qua r i uyen  en co lu rnaa  de  ~ e p h a d e x  0-200 
J 
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en l a  ,$;ma p ~ d i i i l i n  qur  e l  s o i p l s j o ,  t ubu l i na -co l ch i c i na  38, 

aeS coao de co luanas de PBAE-Sepbadex 4 - S O $  ademss, p r e c i p i t a  
con v i b l a s $ i n a ,  5% b/sa an bsy ev idenc ja  mor fo l6g ica ,  e e  auy 

p robab le  que e e  t r a t e  e f e c t i v d r e n t e  de una prop iedad de  l a  ts 
b u l i n 6  (121)  .. 

$9 e l  t r anscu rgo  de l a  r s a l i g a c i b a  de s s t a  Tesis 8e h s  des- 
c r i p t o  l a  e x i s t e n c i a  en aaictot&bulos de  una enr ima r e l a c i o n a -  

da con e l  m e t a b o l i s ~ o  tie f o e f o l l p i d o s ,  1. f o s f i t i d i l  i n o s i t o l  

. f o s f o d i e s t e r a s a ,  a a o i i c d s  8 l a  cadena (122),  Befa eaaias, . 
d e l  t i p 0  de l a  ' f oa fo l i pesa  C ,  l i b e r a  i n o e i t o l  f o s f s t o  a  p a r - .  

t i r  d e  fosCat id i3.  i a o s i t o t .  Hg s i d o  h a l l a d a  en v s r i o s  s i e t e -  

mas, inc luyendo p s a c r e a s ,  hfg%Qo, sucosg i u t e ~ f i n a l ,  t i r o i d a e  

y cerebro .  El f racp ionamiento  de sobrenadances de  c e r e b r o  de 

r a t a  por  l c romatogra f ia  en  DEAE-Bephadea s e  encon t t d  que uno 

de 10s p i c b e  de a c t i v i d e d  de  e e t k  e ~ s i m a  se e a c u e p t r a  a s ~ c i r d o  

a  una d r o t e i n a  capaz de u n i r  e o l c h i c i n a .  Cuando w t e  p i c o  se 

sembr6 en  g r a d i e n t e s  de  saca rdsa ,  ana l i sando  una de  l a s  f r a c -  
# 

c ionea  a c t i v a e  por  e l e c t r o f o r a s i s  ep geJ de  p o l i r c r i l a a i d s  con 

SDS, s e  encon t rb  qua 8610 con ten fa  1.6 doe baudas de  O( y P 
t u b u l i n a  y uqa t e r c e y a  banda i d e n t i f i c a d a  presunCivaaepte  coao 
l a  forma monom6sica de  l a  enzima. ' P o r  a g ~ e g a d o  de  t u b u l i n a  de  

r a t b n  doblemente marcada i d  v i vo  con 3-li y 3 2 ~  e i g u s l  c a a t i d a d  

de marcada COD 3 2 ~  por  t r a t a m i e n t o  con ( T - ~ ~ P ) - A T P  a 1  sobrena  - 
dan te  de ce reb ro  de r a t a ,  se F a l l 6  p a t t e  de  1 4  a c t i u i d a d , a o e i -  

' .  
i b t i c a  asoc iada  con l a  t u b u l i n p  'agregada,  que f u e  i d e a t i f i e a d s  

como' l a  eubunidad'  de l a  r r a q r d e  coe  '( I ( - ~ ~ P ) - A T P  en base  4 

l a  r e l a c i b n  3 ~ : 3 2 ~ .  Lq subuaidad de 1s t u b u l i n a  arbgena no 

t r a t a d a  con ATP s o *  ee toba  asoc iada  a  La a c t i v i d e d  enzim6vica 

(322).  - I 
I - - 



1, I n v i ' v o ,  , 

. , 

Los p r i m e r o s  e s t u d i o p  d.3 buso , a ~ i t b t i o o  en c 6 l u l a 8  viva. ee 

l l e v a r o a  a cab0 p o r  ~ i c r o r c o p l ~  con l u r  p o l a r i z a d a .  La b i r r 2  

, f r i n g e n c i a  gue se o b s s r v a b q  d u r i n t e  . . l a  n i t o s i s  se r t r i b u y b  a 
componentea f i b r o s o s  qge e n  p r e p a r s d o s  f i j a d o s  a e  e n c o n t r a b a n  
a s o c i a d o s  a  10s cromosomgs. La c o l c h i c i n a  d e s t r u f a  l a  b i r r e -  

f r i a g e n c i e ,  po r  l a  e u a l  re p ~ ~ t u l d  q u e  b loqueaba  10s ~ o v i m i e ~  
. 1 

t o s  croatosomales p o r  a l t e r a r  de a l g u n s  manera e l  e s t q d o  d e  p z  
I 

l i a e r i z a c i b n  de 10s componentee f g b r o s o s  b i r r e f r i n g e n t e s ( S 2 ) .  

E s t o s  f u e r o n  i d e u t i f i c a d o s  p o s t e r i o r n e n t e  con0 mic roc i ibu los  , 
y l as  v a r i a c i o p e s  en la b i r r e f r i n g e n c i a  d u r a n t s  $41 a i t o e i a  se 

a t r i b u y e r o n  a  c a s b i o s  e n  e l  e s t a d o  d e  p o l i r e t i s a c i d n  d e  10s 

r i s m o s .  TambiGn a d e s p l a z a ~ i ~ n t o s  d e l  e q u i l i b r i o  aonbmero-pc 

l i n i e ro  s e  at:ibuye l a  d e s t r u c c i b n  be1 huso m i t b t i c o  qse se 

produce a 1  d i e m i n u i r  l a  t e m p a r a t u r a ,  aumentar  l a  p r e s i d u ,  o  

p o t  e l  ag tegedo  de o t r a s  dro8.8 a n t i m $ t S t i c a s  (52, 53, 123) .  

La m o d i f i c a c i d n  experi~ent41 d e  l a  b i r r e f t i n g e u c i a  d e l  hu- 
s o  p o r  ~ a r i a c i b n  de  l a  t empera tuxa  h a  p e r m i t i d o  c a l c u l a r  pa- 

r 6 r e t r o e  termodin8micaa que S n d i c a a  que e l  proceoo  d e  p o l i -  

m e r i z a c i d n  es endote' rmico,  i , a v . ~ l u c r a  u4 8raR a u l e n t o  d e  en- 
t r o p g a  y - a  t e m p e t a t u x a s  f i e i o l 5 ~ i c a a  - una v a r i a c i d n  d e  e- I 

n e r g f a  l i b r e  b a s t a n t e  p e q u d i a  (43) .  

E l  agua pesada e s t a b i l i z a  e l  b v s e  ~ i t d t i c o  f t e n t e  a $a ac-  
c i 6 n  d e  l a  c o l c h i c i n a  o  l a  b a j a  t e m p e r a t u r a  (43,  124 ,  125 )  . 
E s t o  i u d i e a r f a  que d u r a n t e  1e p o l i m e ~ i ~ a c i d n  se produce un. 

p g r d i d a  d e  *agua e s t r ~ c t u r 4 d a  (10 que e l r p l i c a r $ e  a& $tan eu- 

meato d e  e n t r o p t ' a ) ,  ya que ee  Sacepta que l a s  r o l d c u l a e  d e  a- 

gua  p e s a d a  permaneeen u p i d a s  e n t r e  sC rLs fuer tec l iente que 1.q 

d e  agua o r d i a q r i a  (1261, y a1 r e e m p r a r a r  4 h s t a  e l  e q u i l i b r i o  

a e  d e s p l a z a  h a c i a  e l  p o l l m e ~ o  (43, 127) .  



Este concepto de desp laaa r i eu fo  d e l  g g u i l i b r i o  se v i o  refe-r -  

z rQo po r  s a t v d i s s  r e s l i a a d o a  en p r e s e a c i a  de i a h i b i d o r e s  de 1 4  

s i u t e s i s  p r o t e i a a .  La reapar io i60  de l a  b i r r e f r i n g e a c i a  en bs 
s o s  despo l imer iagdos goy co lcen ida ,  despu6s de e l im inada  g s t a ,  

s e  p roduc la  a la .misma ve loc idad  y en i g u a l  grado en a u s e a c i a  
o  en p r e s e a c i a  de ac t inomic ing  D, puromicina o  c l o r a n f e n i c o l  , 
de qodo que l a  r e f o r a a c i d s  d e l  huso s e  producfa a  expensas de 

l o s  noubmexos l i be radoa  durqnte +a despgLimer iaaci6a ( 4 3 ) .  
Duraute l a  i a t e r f a s e  y  l a  m i t o s f s  se observ6 que l a  c s n t i d a d  

t o g a l  de p r o t e f n a  cqpaz de u n i t  c o l c h i c i n a  permanece r e l g t i v a -  

a e n t e  cons tqn te  , p 0 r ~  va r f  a S Y  d i s t r i b u c i S n  e n t t e  f r a c c i o a e s  . 

p a r t i c u l a d a s  y s o l u b l e s  G128). 
Todos e s t o s  data$ apoyan 1. e x i s t e n c i a  de un es tado  de equ i -  

l i b r i o  que 4e a l t e r a  en forma n a t u r a l  du rap te  Is f o r a a c i b s  d e l  
huso y l l e v a r o n  a  p o a t u l a t  l a  t s o r i a  d e l  equilibria din6mico . 
S e g h  Bsta, e l  p r i n c i p a l  aecanja*o de cop.ttol c e l u $ a t  de  l a  

b r i o  ~ o n b m e ~ o - p o l i r b t o .  esn  mediqr ~ 6 c e v b i o  ( s f n t e s i s  y degra-  
dac i6n)  de boa6mer0, d e l  c u a i  &ist!ir$a un poo l  p recursor .  

'14 t i o r i .  d e l  e q u i l i b r i b  d ip lmibo ~e  ha ap l i cado  tambi ln  a  

o t r o s  s i s temas  , coro .el  exoneme de ~ c t i n o s p h a e r i u m  ~ J t c b i i o s ~ h ~  
e r ium) ,  a' 1 4  regeqerac ibn c i l 4 . h  y  f l a g e l a r  y v a r i o s  t i p o e  de 

e longac iSn c e l u l a ~  (65,  66) .  Ba todos s e t o s  s i e t e q a s  $08 ai- 
c ro tbbu los  d e s p o l i n t e r i ~ a d o s  por  diverso. t t a t a m i e n t o s  vueiven 
a  formarse aunque e a t 6  i n h i b i d a  l a  e f n t e a i s  p r o t e i c a ,  pet0 no 

en p reeenc ia  de coJoh ic ina  ($6,  6 7 ,  129 ,  130).  Sin embargp,en 

o t r o r  casoe s e  ba  i o s t u l a d o  que 01 p recu rso r  nb e v i a t e , e n  
I '  

bbsq a req&r im ien tos  d e  sfnter i . .  p r b t e i c a  pa ra  que ee  f o r r e n  

e r t r u e t u r a s  r i c y o t u b u l a & e  (18, 491) 
TambiBn se obtuv ie ron  Aatos s a b r e  un f l u j o  cone taa te  de .rponE 

r e r o  a poifmero por. i r r a d i a c i b q  con un hero b r a  de l ug  u l b r a ~  
v ioar t .  bus0 m i t d t i e o  en rctafasq, con el r -u l r rdo de uaa 



p 6 r d i d a  l o c a l  de  b i r r e f r i p g e n c i a ,  $us l i g t a  l e n t a m e n t e  h a c i a  

e l  p o l o  y ea reemplaaads  por  m a t e r i a l  b i . g r e f r i n g s n t o .  E s t o  

se i a t e r p r e t a  coolo un f l t i j o  ds mondmero haci t r  l a  f i b r a  ,en e l  
I cgnt rbmero  y e l im in t t c i da  de& micrao e n  e l  p o l o  6132) w::. -- 
" ,  

En resumen, el a o n c e p t s  d e  e q u i l i b r i o  d insmico  e-xpl ica r a -  

t a n a b l e m e a t e  l a  a a y o t F a  ds l o s , p r o c e a o s  que i n v o l u c r a n  l a  p~ 

t l i m e r i a a o i d a  de  mic ro tGbu los  & v i v o .  S i n  embargo, t o d a v l a  

se i g s o r a  ~ B m o  se r e g u l a ' e a t e  ~ q u i l i b f i o ,  aunque c i e r t a s  ob- 

I .'' 

e e r v a c i o u e s  han l l e v a d o  a p e a s s r  e n  l a  e x i s t e a c i a  d e  s i t t o s  

i n i c i a c i p n  u  ~ r ~ a n i a a d o r e s  d e  & 4  p o l i i u e r i a a c i b n .  

Son abundan tes  10s d a t o s  que p a t e c e n  i n d i c a r  quc 10s guise - 
t o c o r o s  oronosotualea f l o d  oea%r$o loa  p o d r l a a  eetar  i a v o l u -  

c r a d o s  e n  l a  p o l i m e r i z a c i d n  y c o n e e r v a c i d n  d e  I r e  f i b r a s  d e l  

huso  m i t b t i c o  de c 6 l u l a a  ' en ims&sr ,  auaque no e n  v s g e t a l e s  

4133, 4 3 4 ) .  De l a  misma manera,  hay e v i d e o c i a s  que i n d i c a n  

que l a  p o l i m e r i c a e i d n  d u r s n t e  e l  c r e c i m i e n t o  d e  c i l f a s  y f l =  

, g e l 0 8  se p r o d l c e  p o r  a d i c i b n  de m a t e r i a l  a  cue tpoa  b a o a l e s  

p r e s x i s t e a t e s  (135-137)  P a r a  t o d a s  ee&ao  es t ruc tu tas  . espe -  
c i a l i z a d a s  que se a s o c i a n  a  l a  l o c a l i z a c i d n  de  10s microtG- 

bu loa  se ha p r o p u e s t o  e l  nombre de  " c e n t r o a  o r g a n i o a d o r e a  d e  

r i c r o t t i b u l o s "  . 
En c u a a t o  a  10s y i c r o $ b b u l o s  o i t o p l a s m b t i c o e ,  hay  r u y  po- 

oqs e v i d e n c i a s  d e  l a  e x i s t e n c i a  de  c e n t r o s  que puedan e s t a r  

i n v o l u c r a d o s  en  l a  p u c l e a c i b n ,  aunque se ha meacionado f r s -  

cuentemente  l a  a s o c i a c i d a  de ~ i c r o t 6 b u l o s  con numerosaa ee-  

t r u c t u r a s  ( 9 ,  39) .  Algunoe quto. res s u g i e r e n  qu0 en c i e r t o s  

CaSQe e l  proceao  de  p o l i m e r i s ~ c i 6 n  puede i a i a i a t s e  a l  wan ,  
p o r  e jemp lo  a  c a u s a  d e  s l tas  c o n c e a t r a c i o n e s  l o c a l e s  de moab 
r e r o ,  p e r o  e a t e  mecanismo ee i n ~ r o b a b l e e o  l a  f o rmac ibn  d e  

e e t r u c t u r a a  p a r t i c u l a t e 8  ( -30,  4 0 ) *  



a ) An t ec'edmt ee I '  

Con 61 ab je to  da apr l i r r r  $6. aecatliomos que  pod r r rn  r e g u l a r  
l a  pol i$ne.r iaacibn da r i ' o s o ~ ~ u l o s  in pivo, se ha i n t e n t a d o  de- 

s s r r o l l s r  si.atwarl de po1ii l lsr 'S~acibn & v i t r o .  pa ra  e s t u d i a r  
10s problemas de i n i a i a c i 4 n ,  c recOaiento  y e q u i l i b r i o .  

Loe pr imeros i n t e n t 0 8  se $ l i r a r o a  a cab0 con subunidades pu- 
r ~ f i c a d a s  he c i l i a s  y f1,agelo.. A 1  p r i s c i p i o  se obtuv ie ron  85 

Mae a d e l a n t e ,  se a o b t u ~ i e t ~ n  a s t r b c t u r a s  que ro r f o l bg i csmen te  
r a n  m i c r o t G b u l ~ s ,  em c o n d i ~ i o q a s  muy d e f i e i d a s  de 932. y fuetms 
i b a i o a ,  y 10s i n t e a t o e  de p u r i f i c s r  e l  q u t e w a  p o t  c e n t r i f u g a -  
ciBn rsve. la ron l a  poaib le.  neceeidad de s i t iocr  p a ~ t i c u F a d o s  de 

auc laac ibn  (140). Sin embaxeo, g s t a  paa iaer i rac i ' ba  a o  era in -  
h i b i b l e  por  b a j a  t e r p e r a t u r a  o c o l c h i c i a a ,  propiedadee carac-  

I 

t e r Z s t i c a s  de l a  foymaciba 4s . r r icrotbbuloa v ivo .  
Poste r io rmeate  coarerraaton 10s esr.udios con microtObulos c i -  

t ~ ~ l a ~ . ~ t i c o s .  Coo subuhidadas p u r i f  i c a d a s  de cerehro  . porc i -  

no se obtuvo un s ia teaa  de p o l i r e r i e a c i b a  e n  que 8sta dspondia 

de is tempera tu ra ,  ee i n h i b f a  ' g o t  ca$ch$c ins ,  r eque r fa  .cspec%- 
f i c a a e n t e  l a ' p r e s e n c i a  de G T P ' ~  no nscesotnba d e l  agtegado de 

f r acc iones  p s s t i c u l a d a e  c&o ~ Q c l e o ,  S i a  e i b a q o ,  l a e  produo- 

t o s  de l a  po l ime r i r ac i6n  e r a n  aber rkn tes :  f i l a w r n t o s  o es fe -  
r a s  de tamp50 i r r e g u l a r  y mu7 poco.. m i c r ~ t G b u l o s  (144). POCO 

de;pui5s ee  bbtqvo un s i s tema  we j r o d u c i a  tu i c~o tGbuJo~)  i d L ~ t i -  

corr a l o s  o b ~ e r r r d o r  in. w i ro ,  y i 3 e  t p e w i t i b  d e , f i a i r  aJ.gtuaas 

cond ic ionas  pa ra  quc  l a  veaocibn de p o l i r e r i a a c i b n  tenga  l u g a s  

Ho.ogeneiaaado lo. c e r e b t o r  dr  r a t a  en f rLo y c m t t i f u g a a d o , a e  
obteofar ,  en e l  pobrenadantc r u b u a i d a d e ~  proven$&te. d. l a  d e r  

poi im&izacibn.  heregando i l r t q  CTP y EGTA pa ra  e l i m i n a r  el 
ca lcko ,  se ob ten fa  pol ime.r isaci6o aimp$eqente e levaado l a  tem- 



la', ' 

I .  

peleatura a 3 J ° C ,  deapolhsri.socloi.bn a1 diaminuixla o ,agregar col - 
chicina. Ademiis, 10s .mi'cro~Gbulos f oraados eran iadist iagui- 

blss de 10s observados - 'in V i V o  rql aicrosaopio eXactrbnico, y  el^, 

t e  proceso no pareala requetet ~ u c l e a c i 6 n  (89 ) .  Estos teeulta- 

do. fueron rlpidsmante oaaf i m a d o e  para aicrottibulos de cerebtol 

porcino, pero e e  evidencid la necesidad de agrpgar material paL 

t iculado s eobrenadantee de alta veloaidad 4 e  centrifugacibn,en 

10s que se  encontraban las subunidadee puraa para que se  produ- 

jera polimerizacidn ( 9 5 ) .  Observando a1 mfcroecopio electrb- 

nico la fraccidn particylada sc eocontraron estructuras en for- 

ma de disco que desapsrec4aa durante la polimeriaacibn y reaps- 

recsaa a1 dee~o l imer iea r ;  eat0 sugerfa que dichaa estFucturae 

s e  i ~ c o r p o r a b a n  a 10s microtQbu1oe y que podrfan actuar como 

b) ~ d t o d o s  para medir polirerisacidn 

Todos estos, e.studios prelimkaares recurrfan a la microscopfa 

sos, que consumian mucho tiewgo y no psraitian mediv la  cin6- 

tica de polimerizaci6n. 

bidimetrfa y el aumento en la f l u o r w e n c i a  intrfneeca del  t r i p  

tof ano. 

I La viscoeidad de una eolucidn de tubulina auoenta a aedida 
I 

que s e  van formando oicrot0bulos. Por eete mLtodo se  oarprob6 

que a1 rranefeqir la solucib* de O O a  37.C. la 'viecosidad ua a g  

meatando con e l  tiempoi que el agregado de co$chiciaa bloquea 

este aumeato, g que s i  la tenperatura oe baja numvameptt a O'C 

la viecoeidad disminuys rbpidamente a1 valor inicial. toa  COG 

trolea realiaadoe tomando aunstras y obeervlndolae a1 microac= 

pi0 electrbnico mortraron qua realmemtc se egtubra tormando m i  



t r o  a. s k i l a r  a  l a  eotud iada  y i x o  pa ra  a i c ro tGbu los  cite- - + plasmbitf c o s  y d e l  hue0 r l . tbt. ics; 4142-144). . . 
L a  tu rb i .d fmetx l r  per.%$. tamb$(n mrdfr e s t a  r e a c c i l n .  La t u ~  

b i d e r  de l a  so luc idn  es p r ~ p o t ~ i o n a l  a 1r ~ a s a  t o t a l  de subunk 
. I  . 

dades que  s e  encuen t res  ed gJ p j l f m + r ~ .  I s t e  m6todo es veata- 
j o so  en  cuanto  a 1s r e p i d e r  de  lae r e d i a i o n e s ,  btu con t i nu idad ,  

y l a  f a c i l i d a d  con que pueden w e ~ i a r s e  l a a  cond ia ienes  d e l  en- 
sayo;  s i n  embargo, no perpli.te oq teae r  dn tos  de l a  l o p g i t u d  dar l  

gol fmero como l a  v$scoe imet r fa . ,  Loe r e e u l t a d o s  obtanfdoe po r  

e s t a  metodologla c o n f i r r a n  en ggnera l  l a 8  de v i sce rSae t rSa ,  -y 

han pe rm i t i do  o a l c u l a r  pa r0no t tgs  tetuodip8;ri.aou cob Joe cue- 

to fanb  da l a  t u b u l i n a  ha s i d o  u ~ i l i s i d a  como redid. d.\.+ . , p o l 2  

o e r i e a c i b a ,  S i n  embargo, e s t e  kbtodo sbSo wide cambior c o n f o r  

mac ioaa les  en l a  p t o t e i n a ,  y tabpoco d4 in fo raacLds  oobre 1. 

l ong i t ud  de 10s p o l i r e r o s  C146), . \, ',, 

-. 
\ . 

c )  Po la r i dad  s nuc leac ian  \ 

Un prob lena  b l s i c o  d e l  r e c a n i ~ s o  de po l imst imac idn e6 l a  po- \ 
\ ', 

l a r i d a d  d e l  c rec im jen to  tubu lar , ,  ee d e c h ,  e i  $4 ~lf!tcibr) d@ Lk. 1 

unidades s e  produce en arboe ewSxemor.o en uno 6010 deL micro- 

t t b u l o  en c rec im ien to .  En f l a g a l o e  parece  que l a  qdtciba de  

subuaidades s e  produce a1 e x t r e a o  d i e a s l  de l a  o r g a a e l a  e (147) .  
Cuando ee u t i l i z a r o n  t r o z o s  de f l a g e l o s  como oGc5eoe p a r a  p o l i  - 
met igac ida  de subunidades de c i r e b r o ,  l a -  q d i c i b a  , r e  v e r i f  i c a b a  

taab idn  ep  e l  er t remo d i e t a l  (143).  S i  p a r s  e l  ~ i r m o  $is$ema 

de ce reb ro  e e  u t i l i e a b a a  coao aGe3aos t r o s o e  de r i c ro tObu loe  de 

ce reb ro  a  10s que ee  habfa  pegcdo DgAa-dsxtrano pox eu oarga  p z  

s i t i v a  ( l o  que permi t l a  d i t i t i n$ i l i r l oe  a1 r icrotacopSo e l r o t r b a i -  



n a l  e n  wtxaoba c r u d o s  y b i d b a a o i o n a l  e n  t u b u l i n a  pu r i f i . cada  

a a l t a s  c o n c e ~ t x a c ~ o n e s  ds prategaa, aunque 6 ~ t e  se p roduc fa  

p re fe ren tea ten t6  ea una d i r s o c i 6 a  4143, 148) .  

En cuan to  a l a  e x i s t e n c i a  da c e n t r o s  d e  n u c l e a c i 6 n ,  y a  B e  

aenc iond  l a  p o s i b l e  p a r t i c i p a a i B n  de  e s t t u o t u v a s  en  forma d e  

s s p i r a l  o  a n i l l o  en l a  i p i c i o c i b n  de  l a  po l imer i t t ac i8n  ( 9 5 ) .  

Algunos d a t o s  te~raod iabmicoe ob ten idos  po r  t u r b i d i m e t r s a  po- 

d r zan  e x p l i c a r s e  suponiendo l a  e x i s t e n c i a  de un paeo l e n t o  en  

l a  iniciaci.611, que c o n s i s t i r f a  en l a  a c t i v a c i 6 n  de ~n j n i c i a -  
do r ,  pox e jemp lo ,  e l  p a s d j e  d e  un a n i l l o  c e r r a d o  a  e s p i t a l  

a b i e r t a ,  E s t a  h i p d t e a i s  s e  v i o  en p a r t e  conf i rmada 03 obeet-' 
Yarse que  iamedi'ataaneate despuBs de  l a  p o l i m e r i q a o + S ~  ptsdo-  
minaban l a g  e s p i r a l e s  s o b r e  5 0 s  a n i l l o e ,  y v a r i a s  ho rae  des-  

pugs,  l a  r e l a c i 6 n  se i n v e r t l a ;  sdemis ,  l a  r epo3 ime r i aec i bn  ee 

uucho mSs rLp ida  en  e l  p r imer  caeo que sn a1  segundo. Csao ya 

sa ha mencionado, e l  d ~ m e r d  d e  t u b u l i n a  t i e n e  un c o e f i c i e n t e  

d e  eadimentac ibn '  d e  6 S ,  y e s t o e  an i l l 08  o e s p i r a l e a  I p  t i e -  

nen de  36 S ,  e s t i n  c o n s e i t u i d o s  por O( y t u b u l i n a ,  .a- 

g ~ n '  s e  ve p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l e s  d e  p o l i a c r i l a m i d s  l uepo  
de d i s g r e g a r l o e  con C l N g .  ~ s t o s  coaponentes  de 36 S unea po- 

Bsta (-149, 150). Hay v a r i a s  e x p l i c a c i o n e s  p robeb leo  p a r a  ee-  

t a s  obaervac iones :  una ea que $as  componentes de  6 S y 36 $ 

e s t 6 n  formados por  p t o t e i n a s  d i a t i n t a s ;  l a  oegunda, que a$gba 
c o f a c t o r  se e a c u e n t r e  unido a a lguno de 104 compobetb t$s , ' ia rp~ 

d iendo  s u  t rana fo rmac i6n  en  e l  aGro; l a  t e r c e r a ,  que l a  tubu- 

l i n a  de tin cowponente pueda ~ a d i f i c 4 x s e ,  po r  e j e a g l o  por f o s -  
f o r i l a c i b n  o a c e t i l a c i b a ,  p e t r i t i e n d o  s u  t rano fo rmac ibn  en  e l  

o t r o .  

Todas e e t a s  obset ;vac iones l l e v a r o a  a p toponer  va orodelo pa- 
. . 

r a  l a  p o l i m e r i e a c i b n ,  en e l c u r l  se supone qus e l  compoaente 



t o  b c g p a s  d s  uairsa l a t s t a l r s q t e  a oCtcos, psro  .que ea oondl- 
cLones d s  pol ipsevi raeidn puede slongarse. For a d i c i 6 n  d e  unida- 

des  6 S ,  q u s  s E  ao* capaceq de  dax un iones l a t e r a l e s  y coadu- 

c i r  a  l a  foraacSi5a d e l  tdbu la .  

, . j> 
d)  Condic iones p a r a  l a  r eacc ibn  

E ~ I  e x t r a c t 0  crudoe d e  cerebbro pozcino se ha enconGraao qua 

el raago 6pt imo de pH p a r a  3a p o l i a e r i a s c i d a  ea 6,7 -6 ,9 ,  y que 
a v a l a r e s  menores d e  5 ,8  o mayores de  7,6 no se produce auaen- 

t o  en  l a  v i scos idad .  E l  v a l o c  de virrcosi.dad f i n a l  a l c a n r a d a  

mues t ra  uaa depeadenc ia  l i n e a l  con la c o n c e a t r e ~ i b n  p r o t s i c a  

por  enc ina  de una conceqtrac$6n c r g t t c a  (4-12 ag/&$) ; a conce3  

t i a c i o n e s  menores no ge produce po l i se rZaac i6n .  Loo c a t i o p e e  
t + aonova len tes  Na y & i nh i ben  conp le tamsnte  el aumento d e  v i s -  

cas idad  a concen t rac ionee  de 550 M; eanbidn l a  i a h i b e ~  t o ta l -  
msnte e l  N ~ + +  10 .UIM y e l  cC' 1 sM. En cuanto  a lo. n u c l e S t i -  

do t r i f o s f a t o s ,  10s e z t r a c t o s  pxspatados en  aueenc ia  de  GTP e g  

per imentan ua c i e r t o  auqperrto an l a  ~ i s c o s i d a d  a$ i r r c r m e n t e r  l a  
t e a p e r a t u r a ;  s i n  embargo, l a  v a r i a c i d n  en  l a  ve loc idad ,  v ioco-  

nidad f i n a l  a leanaada  y e s t a b i l i d a d  de l a  miuma, pe rmi tea  sups 
n e r  gue 6 s t o  se debe a di fersntas a i v e l e s  de GTP uoido a tubu- 
l i n a  e n  la. d i f a r e n t e s  p reparac ionea .  A una concea t rac idn  d e  
GTP de 2 mM l a  po l ime t i eac ida  es r8x ims  y e l  n i v e l  oo ertrblm, 

Eate  n u c l e d t i d o  puede set r seap lazado  pa t c i a lmen te  por ATB,CTP 
a UTP, o ' b i e a  por GDP o CUP (142) .  

En prepaxac ioaes  p u r i f i c a d a o ,  l a e  coqd ic iones  dptiauas r a n  s j  
n i l a z e s ,  aunque 66 

i n h i b i r  . . 2s po l ime r i  

 st^ p tod&ca ,  y l a  a 

r e q u i e r e a  a i v e l e r  a a y a r e o  de c a t i o q e r  para 
maciba. B1 ~ g ' "  t+.s n e o e r a t i o  bar. gue gat. 
, c t  i.vaci.6n e s  a3xiwa 8 ~ o n o e ~ t  racioaes ee tr- 

qu iomb t r i cas  'con l a c  d, tubuli .na. P r r a  que ee produeca m k b a  



eas d e  GTP, que puede oer r e & p ~ a r a d o  gar 10s o t t o s  n u c l e b t i d o  

t r i f o s f a t o s ,  pexo no pov n u o S d t i d o s  mono o  d i f o s f a t o ,  o  t r i -  
E o s f a t o s  cuyo 5 - P  no see M d r o l i z a b l e  G tS l ) .  

Como y a  se ha qsncfot radp,  eZ ion  c a l c i o  es un p o t e n t e  i n h i b e  

d o e  de  l a  p o l i m e r i e a c i S n  d e  t a b u l i n a  de  c e r e b r o  (89, 142) , y  s u  

a d i c i b a  p roduce  l a  d e s p o l i m e t i s a c i b n  de  + i c r o t t i b u l o s  p o l i m e r i -  

zadoa (144) .  E l  50% de i n b i b i c i b n  e e  produce con c o n c e n t r t + c i g  

n e s  d e l  orden d e  l m M  (146).  E s t a  e r t r e m a  s e n s i b i l i d a d  freate 

a l a  c o n c e n t x a c i b n  d e  c a l c i o l  erpl ica lag d i f i c u l t a d e s  p e r a  ob- 

t e n e v  p ~ l i m e r i z a c i d n  de q i c r o t C b u l o s  in v i t r o .  Los e s t u d i o s  

r e a l i z a d o s  p a r e c e n  i n d i c a s  q u e l e e t e  i o n  a f e c t a  l a  v e l o c i d a d  de 

p ~ l i r s r i a a c i ~ n  (146) y 1s l oa8$tud  de  l o s  an ic to t i ibu los  fo'rme - 
d o s  (142) .  P u e s t o  que e l  c a l c i o  actQa como r e g u l a d o r  a n  va- 

. I  

r ias f u n c i o n e s  b i o l b g i c a s ,  e s t a  s e n s i b i l i d a d  d e  l a  r e a c c i d n  a  

l a  c o n c e n t r a c i d n  d e l  mismo a u g i e r e  que e l  e q u i l i b r i o ' d s  po l ime  C 

t i z a c i b n  & v i v o  podr f i .  e s t h  r e g u l a d o  POI. este  i o a ,  ~ U D Q U ~  ta 
d a v f a  e l l o  no se ha pxobado. 



Las d i v e r s a s  func inaaa a t r i # u i d s e  a  10s micro tbbu los  ex igea  

que Cs tos  se encuent ren p o l h a r i z a d o s  o  qua seen  oapaces d a  p o  

l i m e r i z a t  y d e e p o l i a e r i t a p  *$gQn $a s i t u a c i d n  f i s i o l b g i c a  de 
l a  c 8 l u l a .  Los d a t o s  term6din$micos d i spon ib lea  parecen ind& 

c a r  que l a  u n i . 6 ~  entre srtbusidqdes durance e l  proceso de  p o l i  - 
mer izac idn e s  de car i i c te r  h4drofbbico.  Por l o  t a n t o ,  uaa a&- 
t e rac iBn  de e a t e  c a r g c t e r  de l a  t u b u l i n a  podr fa  eer e l  meca- 
nismo pa ra  c o n t r o l a r  l a  asoc iac iBn y d igoc iac idn  de l a  o i s r a .  

Una wodif i c a c i d n  coya lea te  ( f o l f o r i  Sac iSa,  g l i c o e i J a c i 6 n  ,e tc )  

de l a  t u b u l i a a  y /o  l a  asoo iac idn  de c iamtos c o f a c t o t e a  4 l a  
misma.podrfaa cambiar d icho c a r S c t e r  h i d ro fbb i co  y aeS i n t e r -  

v e n i t  en l a  r egu lac idn  d e l  procseq de pol. i .meritacibo. La a s 2  

c i a c i d n  de GTP a t u b u l i n a  y 14 f a ~ f o r O l a c i b n  de b e t a  qn ,una 

de sua eubunidadea e ran  l a s  dos Gnicae mod i f i cac ioaes  deecrkp- 

t a s  a 1  i a i c i a r s e  este t t a b a j o ,  pero  pa ra  n inauna d6 I@$ d ~ s  8b 

han eacoa t rado  ev idenc ias  conol.uyeatee que p e r a i t e n  t e o p o n r a b i  

l i z a r l a s  de l a  r egu lac ida  d e l  proceeo de p o l i o e t i o a c i b n '  

Dutaate  e l  e a ~ u d i o  de l a  f o r f o r i l o c i b n  d s  m2ctotbbtiJoe eq d l  

ve rsos  s ie temsa de c 8 l u l a s  e n t s r a r  (114) ,  se ~ b s t a r v b  que patte 
de l a  r a d i o a c t i v i d a d  incorporada  a p a r t i r  de  3 2 ~  a midrotbbu - 
l o e  se podfa e x t r a e r  con so l van teo  orgbp$cos. La foe#!gvila- 

c i b n  de ma tex ia l es  h i d r o f 6 b i c o i  asociiados a t u b u t i n a  Sea $on- 
f e r i r f a  prop iedades a n f i f  $ l i c @ e ,  y 8 s t o  podr fa  te&r i n f l u e n c i a  

sob re  e l  es tado  de po l ime i i cac i6n  a i c r o t u b u l a t .  Sa ooariderb 

por l o  t a n t o  conven iente  e r p l o s a r  e a t s  poa ib i t i dad .  

Los aa teceden tes  inmediatoe d e ' l o o  que ee. d i e p o n f r  (Tabla I) 
eraa que 10s mictotGbul'os r i u l a d o a  coo v $ a b l a r t i a i  de prrprra- 
dos de  mbseulo de embti611 de polLo lhcsbadoe eon 3 2 ~ 2  a r m  ta- 
d i o a c t i v o e .  Aproximadarente e l  SOX de l a  r a d i o a c t i v l d a d  era 
s o l u b l e  en  ATC S X ,  y g tan  p a r t 6  4. l a  piema e r a  deb ida  a GTP. 



cuaa to  a 3a 
? . I  

ATC 5%, o a s i  el 80% 

pod ia  estteazse con c l o ~ o f  oure-staaol @':-1) a a-butanol aatu- 

rado con aguai  &I. r s e t o  eva f o s t a t o  unido cova leht -sate  a t u -  
b u l i n a .  

TABLA X :  D i s t r i b u c i d n  dei 3,. Lneotperaci6n be 3 2 ~  a f t a ~ c i o n s g  
- 

- J  
/,I- - . r i c r o t u b l t l a r e e  mrteah.a i n  v i r o  e i n  v i . t ro .  

. . 2.- . 

Rracc idn ~ a e o r ~ o e s c i b n  4s 3 2 ~  (%) 
r,' - 

I .. . I _  , I n  v ivo  I n  v i t r o  
\ 

I Di fec to  5 00 c. 

PracLp i t ab le  por  ATC 5 2  50 100 

Tubul iaa , -  - 10 80 
. ' f ,Y- {. :'7.* 

E x t r a c t o  b v t a a b l i c o ~  49 20 

'Por  o t r a  p a r t e ,  cuando ee ancubaban i n  v i t r o  m ic to t5bu loe  

con (6 F ~ * P - )  ATP, 8s incorporaba 3 2 ~  a m a t e t i a l  precipitable 

por ATC 5% ( ~ a b l a  1). ~ a a b i s n  en e o t e  caso ,  pqrte de  $a re- 
c i o a c t i v i d a d  podga e x t r a e r s e  con e o l v e n t e s  o rgbn icae ,  auaque 

l a  t e l sc i dn  e n t r e  $as a a r c a s  de t u b u l i n a  y r g t e r i a l  3 ipo8oX~-  
b l e  e r a  aproxianadamente 18 i a v o t ~ a  que Ia obtenida i n  V ~ V O ,  

Eeto i nd i caba  l a  p o r i b l e  asoc+auibn de  $a  t u b u l i n a  oom una a c  - 
t i v i d a d  e n z i n l t i e a  capas de ~ t a a a t e r l t  a 1  P- 8 d.1 ATP a l $p& 

. . 
dos endbgenoe, 

be acuerdo con e s t o e  s e o u l t a d o r ,  se j u t 66  i n t e r e e a a t e  d e t e ~  

g i n a r ,  en pr imer  &6tmitao, quo t a a t o  e l  n a t e t t e l  l iposo$ub50 

r a t c a d o  en l a  c d l u l a  e n t e r a ,  coro 18 sfsptual  a c t i v i d r d  @prke& 
t i c a  e r t a b a p  r e a l r e a t e  e iemprr  a r o c i r d o s  a l o r  microtGbu$or. 
En c i a o  a f  i r m i t i v o ,  h a b l a  qua' evidantemente idant$.f l c a v  a& 

- - . t e r i a l  l i p o a o l u b l e  aaoe iado r ' ~ i c r o k 6 b u l o a ,  con0 a $ k $ m o  $ 4 0 ~  
,( I1 . -. ' 

" t i f i c a r  e l  p roduct0  de l a  reqoc ibn  e n a i r d t i c a  re rpoarab5r  Be 



'la E ' 1  . 
o '. . . - ' r  I "  t 

- I . 7 ,.* , .1C: 'am::.: ;r 
$a fos fo r i lao ibn '  da lo .  abm~.or, acrLa entooaei I rpo t€ in te  - por 

. I  181 . . 1  " ' .  
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' t o e  r e a o t i v o a  u t i 5 i s a d o a  f uc ron  en get tere l  de  o t i g e n   cope^ 

c t a l  y de grad0 r e s a t i v o ,  
La c a s e l n a  u t i l i z a d a  cono e u b r t r a t o  de p r o t e f a a  qu iaaae  

f u e  prev iamsnte  t r a t s d a  p a r s  s l i r h a r  el. f 6 e f o v o  ( 1 5 2 ) .  
La v i n b l a s t i n a  f u e  un r e g a l o  de  E l i  L i l l y  4 Co. d e  Argen- 

t f n a .  

Ambos n u c l e b t i d o s  marcadoe r e  prepaxston e n s i m ~ t i a s m e a t e  

C49.3, -154) ,  segGa 3ar  e i ~ u i e n t a s  r r a c c i b a e r :  

3 -P-g l i ce ra to  + ATP 3-P-g'Lc'*at0a 3,3-d3 P - g l i ~ e c a t , ~  + AQP 

5,3-13 P - g l i c e r a t o  + 3 2 ~ i  + ADP l i c e ~ s l d e b i b o - 3 - P  
de8hldrogeuaea ' 

' . 

gl ice tq ldeh ido-3-P & (( - 3 2 ~ - ~ ~ ~  

L a  meecqa de  incuSac ibo,  e n  ua eo lu rbn  f i n a l  de  5 al, con- 
t i e n e  b u f f e i  Trie-C1B 5 0  .H p& 8.  MiCf ;  6 mW, a i r t e Q q  3 JI, 
3-P-glicer.tb 1 d,  201Ci d e  3 2 ~ i  en:st31ucibn o l o r h f d r i c a  I& 

b r a  d e  por(ador .  ATP 2 tnM, 4 p6 (4% U) de g l i c t p t s i ~ r h i d o - 3 - P  
desh id togeqa ia  de mCsculo de  oone jo  y 0 , l  mg (-100 U) de  3-P- 

g l i c e r a t o  quinaea.  Luego de i ncubar  a  30e d u t a o t e  4-5 h o r a r ,  
se d e t i e n e  l a  t eaoc idn  agregahdo 0,5 a1 de CIE 1 N, oe a g i t a  

y l uego  se f igreg4 una mepots d e  54 rg de oszbbn acetvrdo #o- 
r i t - A  y 42 pg de Polvo de  oe$lrLora Whatman. E2 tube ee a g i -  

t a  v a r i a s  vgcea y s u  coa ten ido  re v i e t t e  aobye ua rtnbudo con 



f i l t x o  d e  Y~JIZLO , f r i , t ~ ~  a t  q,ule se epltba suooidrr ae4Jiaate u- 
a* bomba d e  uacllo. Se l u a  eoa do& v o l b c a a i  d e  agua der t i -  
l a d a  fxLa para slu4.z eL 32?t quc no r ~ i c c i o a b  y luego a r  eat4 - 
ye  el 8 - 3 2 - ~ - ~ ~ ~  e m  do. valdu*aer d e  Beano1 5dX-1JH3 0 ,-I5 N. 

E l  e l u i d o  ee l l e v a  a srquedrd an eveparador  r o t a t o r i . ~  y se 
reauepende la rando  con c u a t r o  po t c i one r  d e  0 , s  m l  cada upo 

d s  pgua d e s t i l a d a .  L a  a c t i v i a a d  eapecg f i ca  se c a l c u l a  m i d i -  
sndo 1. r a d i o a c t i v i d a d  sobra a r a  a l i c u o t a  y l a  concent;acibn 

d s  a u c l e 6 t i d o  aobqe uaa dSlvc$bn 1:lOQ p a r  s u  Absorbancia a .  

259 nu,  coadLderando un c o e f i c i s a t e  de a t i n c i 6 n  pa ra  e l  APP 

de 15,4 c a " r n ~ - ~ , ~  pars r l  GlP de 43.1  C U - ~ W M - ~  a 252  am. 
t o e  c o n t t o l e s  de pugeea ee l l s v a n  a cab0 por  c t o r a t o g r a f S a  . , 

sob re  pape l  Uhatman 1 cos  Etenol-Acetato de rmoalo 1H pli 2.4 
(2.5: 1) coao ao l ven te  d a  d e s a i r o a l o .  

2. ENZMAS . . 

Lss f osf  oZipaaaa A* puz t f  doadas, .de pancreas bovino y p o t c i -  

no fuexoa un geaeroso t e g a l o  de3 Dr. Jqgn C.  Vida l ,  

La f o a f a t a s a . a l c a l i n a  de Bcloberichira c o l i ,  l a  fas fo1 i .paaa C 

de CZoatridium w e l c h i i ,  l a  f o a f o l i p a s a  D de t e p o l l o  y l a  5%- 
pasa de germen de t r i g o  e r a a  p t sps rac ionee  de S igsa  Chemical 

Company (BuA). Tambign a s  u t i l i a a r ~ n  f o a f o l i p a s a  D de C a l b i ~  

chem y l i p a a a  de Mann R e s e ~ r o k  (EUA). 

,Pre.paraci;bn da protesma quiat iaa d,e-,embribn de p o l l o  

Se d ieecaa  10s rGscu loa de las  p a t a s  de embrionee de p o l l o  

d e  11 d l a s ,  l i , be rSndo los  d e  p i e 1  y huedoa. Se d i l u y e  aw,3 

volbmenes de b u f f e r  f o e f a t o  de p o t a s i o  5 DM-EDTA 4 rM pB 7 h .  
S 0  hqmogeneiaa suavemepte en baiio de h i .e lo  e.n ua ho.mogerne9t& , 

dor  d a  v i d r i o  con p i o t b n  de  Teflon.'  E l  honogenato ae a e n t r k  

fuga d u r a n t e  30 .miautos a 4'C y a.15.QOQ rpm. ltl e o b r s a a d p ~  .. >\- 
I 1:. 4 



te ee OiS t ra  00': tea. da vi\do&e, e a  ai.ld~b Bj. v o l ~ e n  y ua 88x8 *., 

86 be ldel, 'o jr d u r a n t e  36  . r~hutoo,  Se dej'a r eposa r  3 0  a b u t o a  

m6e y ae ceatrrfuga durante 26 r$nutoe rr 4 l .500  rpm a 4'~. 

b u f f e t  f o e f a t o  d e  p s t a a i o  5 mY BbTA 2 mi( pH 7.0. Lurgo r e  

d i a l i a a  dugants  una noche contra e l  miado b u f f e r  y se c e n t t i -  
fuga  d u r a n t e  40 minutoe a 1bO.OOQ r g. gI  eobvenadsate a@ 

va con 2,s  vo$Gmsnea de b u f f e r  Y luego ee oopeota un gtadiee 
te  l i n e a l  d e  .1.500 a1 be buLfer f o a f r t o  5 arM-BDTA 2 arN a f oe -  

f a t o  500 rPM-EbTA 2 mW. Se co&eotan f taooSoas8 de 20 MJ, con 

urr f l u j o  de 4,6 mllmlnuto. 

. . > .  I?.. . 
.a  ,'.. 

. . - 
.; $ 

Se lIev6 a csbo p o r  e l  wbtodo' de Lowry (155) .  + - .  

b )  Determibaoibn de f S s f o r o  

La n a t e r i a  o rggn ica  ee mine ta l i ad  pot t r a t q a i e n t o  oon 20 ~1 

de C & 0 4 U  70% y 50 pl  de SQql121 o4lentando 4 I Iama directa. 
Luego ae agregaron O,25 a t  de agua y e e  midi6 e l  f b s f o r o  li- 
berado por  d e e a r r o l l o  de ooZor con v e t d e  de  a a l a q u i t r  (156).  

c )  CrouatografLa en pape i  t 
4 

Se u t i I i z 6  papel, Whattaan N o t .  LQS r i s t e m a s  de  so l ven tee  .,. .c 
empleadoe fueron  10s eiguiemtee: 

' 4 , ).- 
' :  .'. 1 

1 .-: - 1 

(L) Lsopropanol-boido aostioo-Ague 27:4:9 \ \ 1 



i 
CW) Baaot  eatutado o o ~  ague %oatw.ti.%ndo enaalnco o9nce.n- 

t r a d o  0,122 v /V,  
t a s  compuestos f o e f o r i l a d e a  ru $rve la ron  con el r e a o t i v o  

de $ .~r row$ (157) ,  y Lot# gad ioao t i vos  mediaate un radiocromg- 
t dg ra f  o  Packard,  

d) Croaatograf'iEa en capa delpada' 
Sobre p l a c a s  de r i d r i o  d; 20 r 5 cm r e  d i s t r i b u y b ,  r e d i a a -  

te un e x t e n s o r  besag8,  vh4 c8p4 de 6,75 ar de e s p e s o t  de l o g  
wedios i gd i cados  a c o a t i a u e c i d ~ t  

Y )  S i l i c a  G e l  11 218 ea 56 a11 ds agua con ( ~ 0 0 ) ~ ~ ~  i f  

, .* ( ~ l )  20 g  de S i l i c a  Gel 8 en 1 5  m 1  d r  a ~ u a ' c o a  C03Na2.1 rJ1 

' in8, . :Cora e ia temas  d e  e o l v e a t e s  ss; enplearoa:  

e )  Elect'rof o res ' i s  en pape l  
" * .  Se r e s l i a 6  s o b t e  pape l  Whatma NO1,  ea b u f f e r  P i r id ina-Ack . . ?. 

do Acdtico p H  6 , 5 ,  du ran te  2 h p r ~ e  y can uns d i f e r s a c i a  de  
p o t e u c i a t  de 20 ~ / c m  

f )  & l e c t r o f o r e o i a  en gel de ~ o l i a ~ t i l a m i d a  

Se 1levB a aabo en, g e l e r  d a  po '1 i .acr i laa ida 10%, N,#'--a~et i-  - .  
t- 

len-b ie  e c r i l a m i d a  0,3% ea bwffbt  Tx ia -  G$V 0,2 M pH 8,8 cog 

tenieada dodeo i l  suZ fa to  de eod&a .O,lX, .En l o r  corpa~t$a)sn- 
tom e l e e t r b d i c o s  e e  ooloc6 b u f g ~ w  Px l s  0,OS W-gliaina 0 ,4  M- 

EDSA 2 al4 pE 8 , 3 ,  oon dodec i l eu2 fa to  de sodco Q 8 4 X .  Luego 

de 4 ho rse  de o o t r i d a  4 10 Y/on,  $08 p le#  ge co lo rea ron  COP 

Coomaesie Blue. 



par@ c r n t r i f u g ~ e i o n e a  eqa pobo t  SU 40 rh  l a r  ooodis iones qua 
ss 'itrdicar6a. ]B.inalirsds 1s oestu2f \rgaoi6n, 5os g x s d i a a t e r  

dades a a # i p l t i c s s .  
Los peeos molacu lares  88 e s t b a r o n  p o r  el.pr6todo d a  Martin 

. I .  

y Ames ($58). A p a r t i r  da eaCoe d a t o s  ae de.ternrinaxon 10s 

pesos roleculares p t ~ m e d i o  (1595  

h)  Medida de l a  a c t i v i d a d  Be enzimas 
. .. +. - . Poo fo t i pasa  A . - 

&a r eacc ibn  s e  &lev6 e crbo an buf fqr  g l i o ~ l i i ~ d n a  0,01 Y 

p8  8.95,  conteatendo CIZCa 5 .)L Tween 20 1 X ,  l e c i t i n a  10 IH 

y 0,14 rgj.1 d e  r s j o  c r e s o l ,  an un voluwen f i n a l  de  I a1. 

La r e e c l h  8 0  co&oo@ es una cpba$a de e % p e c F ~ o f o t ~ ~ p t ~ o  y ge 

abeorbanc ia  a  546 na contga agua d e s t i l a d a ,  g rogo rc iona l  a 
l a  concea t rac i6n  de dc ido  gx8ao l i b e r a d a .  La uqidad enairs- 
t i c a  ee d e f i n i d  cotuo la can t i dad  de enrima cqpaa ds p roduc i r  

a uaa v a r i a c i d n  en l a  abea tbaac ia  de ~ , l l / n i a u t o  en ee tss  con- 

d i c i vnes .  
I 1 .  

7 .> :' - Fos fo l i pasa  C 

Je midi6 ep buffer  T t l s - C Z B  0,04 1 pll 7.4, cop C12Ca 5 W, 

.rant, 30 minutop, 6e agre~4 tan  1,s m1 dm AT.C 5 X ,  13. ~ 6 n t ~ i f * - '  
, pb .y se mid i6  en a1 sob reaad re te  tit& f l ta foro  t o t a l  l i ba rado .  

por  01 mbtodo 4e 3i.h y Subbarov (160). La c a n t i d a d  de  en- 

ziar que c a t a l i r s  $4 l i b e ~ a ~ i b n  de I Y a01 d e  p l a i n  eta epui - -  
v a l e n t e  a 1 unidad. 



La actkvfdad .oaL.%ttL~a rc ' da ta ra in6  en una r - c l a  con b+ 

f f e x  MBS @,I M, Cl,Mg @,S M, GTP 1 mM, pH 6.5; , .  o o n t m b n d o  

aoJ.rrcS.6a de anmha ea f.aeub8 r 3 I 0 C  durante 16 a b u t o e ,  de- 

tenLendo 1r reaac ibn  p~l 'a j re- lado de  0.5 rl d c  ATC 5 i .  Se 

c e n t ~ i f u g d  y el aobranrrdrnte se extrsjo trer vaoee con 1 .a1 
de Cter e t f l i c o .  Ea l a  faoe acuosa ee aidC6 l a  c o l i a a  lac 
rada  por e l  m6todo d, A p p l ~ t o n  & g . C l 6 1 ) .  La unidad ear i  
m$tica ee  i a  can t i dad  de eaaira qU8 pwoduce l a  Liberac iba de 

' %;gll!%b=i, - 1 p o l  de co l i aa /ho ra .  . 
J. -4  

I 

I 
- T r i p a i n a  

- 

A 2 m i  d, ~ Q L U C L ~ ~ ~  de bepaoi l -arg i~ i l -e t i l -~~te~:  O , O L  I 
en b u f f e r  Trle-C1H 0,01 Y pB 7 ,75 ,  coateni.endo C 1 2 C a  0.05 Y 

y Cl#O,lM,'ss r g r e g a n 0 , 1  m l  dc o o & u c l d n d e  t r i p r i n a  10 

mg/ml o de l a  e n r i r r  cuya ao t i v fded  t r i p s h i c c ,  e e  q u i e r s  d= 
t e rm ina r ,  $n funoibn d e l  t i e ~ p o  de h c u b a c i b n  se aLde e l  
coaauro~  de UONa Q , l  1( necraarr io pa ra  pan tene t  e l  pH d e  l a  

eo&uciba en 7:,8 6162) 

8 )  p r s c i ~ i t a c i b n  con vLnblas t i n a  (1 14) 

Los mdaculos d e  l a e  patar de s ~ b r i o n e o  de p o l l o  de  11 df -  

as Be rrepatrn c u f d a d o s r c k t e  de  p i e d  y huesos. ~e bomoge- 
ne iaan  a O°C en qa voluaeq iguaS de  b u f f e r  f o e f a t o  0.01 H, 
C12Mg 0,01 W ,  s a c a r o s a  O , 2 4  W ,  pli 6,s .  BL m a t e r i a l  p a r t i e g  
l a d o  $0  e l i o i n ~  pot  o a n t r i f s g . e i d n  a 45.000 r g du ran ta  15 

minutoe a O e C  y o t r a  a c ~ a t & q u a c i b n  de 1 bars a 150.000 r 8. 

A 1  sobzenadanta  lSPpSdo que ee o b t i e n e  se agrega  v b b l a * t i -  
na h s a t a  uaa c o a c e n t ~ a c i b n  f i o a l  de 1 mH. Luago d e  r a n t e a e v  



m o g e a e i ~ a c i d n ,  en ua  homoge+ns~aadol: de v i d x i o  oon p i a t b n  d a  

t e f l o n ,  con e l  buffel. memoTs,nrdd a1 q u s  se aiiade 1 aM v in-  

b l a s t i n a ,  La euspeas ida  @e ~ ~ a t r f f u g s  auevamente muevamen- 
te a 106.000 rw g d u r a n t e  30 .m$nutoe. F S n a l m ~ n t ~ ,  e l  p r e c i -  

pikado se r edugpende  vor bo#ogeaei tac i6a en  61 a h m o  buf f  e-r 

air v i n b l a s t i e a  y se dia1i.r .  

Se.matan r a t d r  de 200-300 8 de peso por  decapi . tac i6n,  se 

e-xtraen inmediatameate l oo  oerebroe Y se 106 co loca  en ua 

vaso sobre h i e l o .  8s too.h,wo&arneiaa rsr\ horoge.aai.&sdor d e  
.vgduio con p i s t d a  d e  te f4on;en i g u a l  vol tmen de . bu f f e r  MES 

Q, l  H, Z G T I  1 W, Clzlg0-,$+, G T P  1 W, pll 6.5 a 4.C. EL b= 
mogeaato se c e a t r i f u g a  a  1OQ,QQO x 8 d u r a n t e  yaa ho ra  a 4.C. 

E l  p r e c i p i t a d g . r e  d e s c a t t ~  y 91 aobrenadante  ea agrega  un 

voluorea igusl de g l i c e t o l  8 1. Se incuba a  37.C d u r a n t e  30 

o i s u t o s  y se cen t rg fuga  a 73,000 x g du ran te  ups hora  a tern - 
p e r a t u r a  ambiente. E l  p r e c i p f t a d o  se reouopende en  aprox i -  

madameats 1/20 d e l  voluaep dg1 bomogeneto i n i c i h l  d e l  gismo 

b u f f e r ,  por bomogene i taa$b~ rn f rSo  con un horogeneisadoz da 

v i d r i o  bouaoe, Se colgog &q 'ouepanaibn en  ban0 de  h i a l o  d g  

z a n t e  30 minutoe y luego ee a e a t r i f u g a  a 75.000 x g d u r a n t e  

1 hora  aS4'C.  '8. d e s c 6 r t a  q l  p r e c t p i t e d o ,  quq c p a t i e n e  l a  
p r o t e f n a  d e s n a t u r a l i a a d a ,  9 01 sob t i nadan to  ee uti1i.a (mi- 

c ro tGbulos  de  l c i o l o )  01 r e  c o a t i n 6 8  p u r i f i a a a d o  por  nuavo 
agregado d e  g l i c e g o l ,  ate. (+icrotGbuloo de 2 6  3 a i c l o o )  . 
En 108 caeos en que re ptep+ran ~ i c r o t b b u l o o  en prcs.ncia de 
dete rgen te ,  6 s t e  a& ailado j u n t o  con e l  p r i m e r  agregado da 



gJ.ioezo$. La  ooo&twt'taqrsr)a '49 ~rotclEprs de 18 f t o c o t o n  rr+ 
c r o t u b u l a r  de 3 c i a l o  &a o$d& d e  84-88  .ag/ rL.  

a )  Cromatorraf Lo en bug-c 'a lu ldoa ($64) 

Cerebros db rate o ehbtida de po l lo  re  boaogeneisan e n  2 

volilmeneg d e  b u f f e r  Oosfrtcl de  sod io  10 mM, C12Mg 10 rill, S= 

catosa 0 . 2 2  M, GTP 0,1 M ~8 6,s. E$ hbrogenato  a s  c e n t r i f g  

ga du ran te  1 borca a 15&004 .X 8 ,  y 2,s  011 del sobrenadan te  

se siembrap en una co luusa dis .15'@1 d e  bgbg-celu losa equ i -  

l i b r a d a  conae l  misro  b u f f e t  pero  g i n  GTP. La mayoria ds lais 

protelnas aluyen con e l  m$mo b q f f e r  a1 que se ag tega  C l N a  

0 , 2 5  H. tuepo  re coneata  u s  g t 6 d i e n t c  l i n e a l  de  b u f f e r  con 

~ l ~ a '  d e  0,3 a 1 W; ba prot0Snr  m ic ro tubu la r  e l u y e  a 0,3 M. 

- Cdlulad BeLa (1t4). 

Las c 6 l u l a r  aul t i .vadao en aoqocapa ae incuban en  medio d e  

iiqnko-kidtotCsado d e  lactalbQr$qa con 5 X d e  s u e r o  bovino y 
32~i. Lucgo B e  aislaa l o r  r io ro (Gbu1or  por  l o r  mhtodos ya 
d e s c r i p t o e .  

- 1 .  

Se i a y e c t a  3 2 ~ i .  =a golucL8n . i r o t d a i c a  l i b r e  dc po r tado r  e n  

l a  s e a b r a a s  co r i oa lan to4da r  4 6  ambrio6e111 de pol30 de 10 d f a s  
y a1  d l a  e i g u i e n t e  re  a i o l a a  l o 8  mic$ot$bulos, 

S e  u t i l i z b  qna aod$ t i c4c ida  4.1 d t o d o  de N i g h  y Dyer (165) .  

A 1 a1 de suepenr idq de t ubu l i aa :de  pr imer c i c l o  r e  ogregaton 
3 , 7 5  rl ds m e t a n o l - o L o r o f o r ~ o ~ 2 : L  La mezcla ae  .&i t6 i n t a r -  

n i t ea teman te  dutar i tg 30 n i q u t s b ,  cedtr i fugb y e l  eobgeaadante 



1 

cs teaorfirL6 8' o t r o  tube. l h  p r e o i p i t a d o  se e x t r a j o  nuetra- 

fug6.  Los ex t rac tog.  combSwdgcr ee d i l u y e r o n  con 2,s m l  d e  

t a  se dzluyb agregando igua l  ~ ~ l u l n e n  de benceno y se l l e v 6  a 

sequedad b a j o  c o r r i s n t e  de aiCrLgeno a 3 0 ° C .  

a)  Fos fo r i l ac iBn  in v i t r o  

La mezcLa de i ncubrc idn  coo t ione  $0-20 p g  ds p r o t e f a a  wicro  - 
t u b u l a r ,  e l - g l i c e r o f ~ s f a t o  do eod io  10 mH pll 6,8, PNr 25 N, 
a c e t a t o  de magaesio 40 .W y ATP 6 GTP' ( 8 w3*p) 0 , l S  .11 (0.5-2 

~ i / n o l  ) en un volunea f i a a l  be O , 1  m l .  Luego da IRCU~BI a 
3 0 ° C  d u r a n t e  10 winutoe,  l a  r eaco iba  ee d e t i e a e  por  agregado 

do 0,025 ail de alb0ainr 50 qtg/aZ, EDTA 0.1 M y 2 an1 de TCA 5% 

f r f o ,  L a  pto te f -na p r e c i p t t a d 4  re cen tx i f ugq  a 1200 4 g duran ..- 

t e  10 minutos,  e l  s s b t e u e d a n t $ . r e  a rpSra  y 05 p r e c i p i t s d o  ee 

l a v a  2 veces  con TCA, se r e d i s u e l v e  en 0.3 m 1  de POqBNaNHq la 
y s e  p r e c i p i t a  con TCA, E l  pgocedimieato se r e p i t e  wna vez 

a8s y p r e c i p i f a d o  se resuspande en  O i l 5  q1 de  a-butano l  s a t u -  

rado con agu,a, se e n f t s a  y c e p t t i f u g a ,  y 5a capa bu tan82 ica  
4 9  t r a n s f i e r e  a o t r o  tubo. $9 g e p i t e  l a  e x t t a c c i d q  con 0.1 ol 

y  0,05 a1 de  bu tano i ,  y Zoa & t r a c t o s  bu tand t i cos  reua idos  e e  
lavan  con'0,OS m l  de agua s s t u r a d a  en butaao l .  Se mide la r i  

d i o a c t i v i d a d  incorporada  e. e l  e x t r a c t 0  bu tanb l i co  y en e l  

p r e c i p i t a d o  ex t t agdo ,  previr  d i roSuc ibn  be1 r iemo en  0 , l  m1 
de  HONa t N, en v i a l e s  con I$qu$do a e n t e l l e a d o r  de  Bray (166). 

b) Pro taSns  a u i a a s a  

La Sbdubacibp se 13eva r cebo a 3 0 ° C  en una asacta  qur con- 
t i e n e  g l i c e r o f o s f a t o  de rrodf.s 100 mH pH 6,4 ,  FNa 24 #, $GTA 
1 mM, ( t e o f i l i a a  2 mM), B C O ~ ~ ~ O  de magnerio 6.6 QM, ATP 



C 6 -32?) 6 .X 0,05 C L h  sol? 8 1  + g / r l  de a a e e I n s  d e f o n t o r i l a  - 
d a  y -10-20 p g  de p z o t 4 n a  r L a r a t u b u 3 a r a  ea un yolumen f i n a l  

da 0,15 ml. Luego de ' la  fgqubacfda 0 0  @ t o c e d e  d e  l a  fo rma in 
d i c a d a  e n  a1 pun to  a n t e r i o r ,  m i t i e n d o  e n  g e n e r a l  l a s  eactrac - 
c i o n e s  con b u t a n o l .  

c )  b i g l i c 6 r i d o  qu inada  

E l  medio de Sncubac iba  ee el * i s m a  que p a r a  f o s f o r i l a c i b n ,  

s a l v o  que a n t e s  d e  a g r a g a r  l a  p r o t e i n a  a i c r o t u b u l a r  y e l  n u  

c l e d t i d o  marcado se suspenda en 61 DL-d ipa lmi t iaa  o d i o l e l -  

na  ppr  s o n i c s c i b n ,  en uaa o o n o e a t r a c i 6 a  f i n a l  d e  5 ox. buego 
se procede  d e  l a  misaa f o r a a  que p a r a  a e d i r  f o s f o r i l a c i b n .  

. 

d )  Unibn d e  c o l c h i c i n a  

Se ensap6  p o r  a 1  mbtodo de Waiasnberg e t  a l .  (84). Lae muea 
t ras que e o n t e n f a n  40-50 p g  d . ' p t o t e f n a  se i n a u b a r o n  p o r  1 lac 
r a  a  30eC con 24  p moles de colchic ina-311 (5  ~ i / m m o l )  e n  uo 

v o l u r e q  f i n a l  d s  Oa2 a1 y se f S S t r 6  a t t a v 6 s  d e  p a p e l e e  d e  
PEAE-celulosa. La rad ioac t i v iQ ld  r e t e n i d a  se mid i6  co locando  

10s f i l t r o s  e n  v i a l e s  con mezc la  c e a t e l l e a d o r a  de  Bray. 

) A c t i v i d a d  d e  Adenosina t q i f  oef  a t a s a  ( A ~ ~ a s a )  

Se r e a l i a a  una i n c u b s c i d n  i d a a t i c a  a  l a  d e l  ensrayr, d e  f o s f o -  

r i l a c i d n  i n  v i t r o  d e  s u b s t r e t o o  endbgeaos ,  La r e a c c i b n  se d e  - 
t i e n e  agregando 25 )11 de s o l u c i b n  de  a lbcmina  50 mg/a1 EDTA 

0 , l  M y 2 m l  de, ATC 5% f r l o .  - Se c e n t r i f u g a  a  1200 x g duran -  

.e 10 minufos.  Del sob renad ,an te  se toman 10 p l  a. lo. que  se 

a g r e g a  I a1 d e  a g u a  d e s t i l a d a .  .. luego d e  a g i t a r  se toman d o * '  

a l i c u o t a s  d e  0 , l  sl y ss t r a n g t i e t e n  a v i a l e s  p a r a  a e d i r  l a  

r a d i o a c t i v i d a d  t o t a l  s o l u b l e ,  A 1  r e s t o  se  a g r e g a  una p u n t a  
I' , .. $g 5- iWIl ' 

- '  ; {i:ii,,, : lii: . .r;g ;., 1 . .. - . . . - 



d r  u p l t u l a  d r  o a t M a  rot&adOl u ,a#&&. v a r i a e  ycoer ae 

a e r r t ~ i f p g a  a 13010. ~r 4 du ta t t t a  ~ b u t o a .  . DeJ; wbraaadrat@ 
a, t m r n  dor a1Lauotaa dc 'O.,l -a1 y ..'hide 1. r a d i o r c t l v i d r d ,  
cozraspondEente a 1  P l ib i r 'ado.  Coao o o a t r o l ,  en  a lguu ra  oog 
e fonee ae m a t &  l a  t ad ioa~ tLwSdrd  x e t u r i d a  pou el oa$bba, 
qua cotraapondf.8 a 1  ATP- 6 - 3 2 ~  r u a ~ b n t c .  Lo. r u u l t r d o a  6. 
coaparan con l o a  de  un blatrco &acubado en 1ao d s r a o  coadi-  
c ionee per0  a i n  miarott ibulor.  

~ u a 6 d 0  a e  deaeeba medir l a  a c t i v i d a d  f o a f a t i r i c a  d s  o t r r r  
e n s h a s ,  a e  l a r  incubrba con el buLf ~r u t i l i s r d o  sa l o r  b x p ~  
r h e n t o a  da p o l i m e t i s a c ~ n  i n  w t t r a  sl. que- se agrsgaba  GTP- 

6 - 3 2 ~ a  Luego de h c u b a r  durant. 10 r i n u t o s  a 3I0C, r e  con- 
t fauaba  en l a  f o r a a  t e c i 6 n  d e r u r i p t a .  

Lor enaayoe se l l e v a r o n  a chbo an  un ~ F r a o ~ S a a t t o  Cannon 
r o d e l o  -100 8210 aumergido ea ua baa0 de ague t e r m o r t a t i r a d o  
a 37.C. Por m ~ d i o  de una pii.ta Paa teu r  se i n t r o d u c e  ripi- 
dawente 0,5 m l  de e x t r a c t 0  r r a t ~ i d o  h r r t a  entone- a Q ° C  y 

se -miden l a a  v a t i a c i o n r s  d e  18 v b o o r i d r d  a  rpedida Q U 8  trarsr- 
c u r r e  el  t iempo. En l o e  a s r a e  r a  qu& oe r id id  r e v a r r i b i l i d a d  
d e l  aumento de v i s c o r i d a d  r 3I0C, 6s t r r n r f i t i . 6  el v ioaos ioe-  
t r o  con l a  r u e s t r a  a un baa0 d 6  agur  y h i a l o .  

b) Turbid imetrLa 

Se u t U b 6  un e e p e ~ t x o f o t b ~ + t t e  ~ ~ g h t r r d o z  U o h r ~ r  89 8000, 
cuyo soporte para la. oubetaa se t e n o r t a t L 6  r 37OC. Laa m* 

d ic ioneo  ae e f w t u a r o a  a 350 JSar. ga  l a a  cubetsr ,  d s  cuaxso, 

dr 50~-ma de para 6 p t b 0 ,  ae @ O & Q G Q ~ ~ I L  0,45 11 de b u f b ~  t e a -  

gragacZbn y aqu l l la r  se S a t r o d u o k n  .o a1 coperLa, ,  p m f L b -  
do que a loanzaran  $a temperatuta dercada.  tar  r u u t r a a  sa &= 

h 



isrdi.ca+$u ea cada caeo,  sa ua ~ o l u m e o  fijral de  0,15 m2. 

Luego se t r s rae fe r ian  a un buao de. h ie l 'o  durada 5 minutos pa - 
ra p e x a i t f r  l a  d e a p o l i r e r i ~ a c i b n ,  y se i n t roducSan ssg ida -  

mente, pot! r e d i o  d e  una r i a r o p i p e t a ,  en l a  cube ta  con el  b s  

f f e r  a 37"C, ag i t ando  vigororamente. Inmediatamente se co- 

meneaba el  r e g i s t r o  g r a f i ~ o  d e l  aumento de t u r b i d e t  ea fun- 

c i d a  d e l  tiempo. 

Cuando l a s  medicionea se r e a l i a a r o n  con e x t r a c t o s  c rudos ,  

se colocsban.  en l a  cube ta  0 . 3  n l  de  g l i c e r o l  8 H, y l a  mueg 

t r a  ss agregaba en  un volumen f i n a l  d e  0 ,3  m l .  

- r i n c i 6 n  n e g a t i v a  

El s x t g a c t o  de n i c ro tbbu loe  po l imer idados o e  d i l u y e  10 v s  

ces en e l  misao b u f f e r  u t i l i c a d o  ea l a  p o l i n e r i s a c i d n  prec& 

l en tado  a 37'C. Se d e p o s i t s  una go ta  de l a  d i l u c i d n  s o b r e  

una g r i l l a  r ecub iex ta  con Bornvar,  y e l  l i q u i d 0  se f i l t r a  a 

t r a v g s  d e  l a  &ma tocando s u  p a r t e  i n f e r i o r  con pape l  de f i k  

t r o .  Se t i i i e  con 5 go tas  de a c e t a t o  de u r a n i l o  1 X ,  r e p i t i e 2  

do e l  f i l t r a d o  despuds de l a  a p l i c a c i b n  de cada go ta .  

E l  e x t r a c t 0  s e  f i j a  agregando 10 volGmenes de g l u t a r a l d a h f  

do 3% p reca lan tado  a 37.C y s e  c e n t r i f u g a  a 10.000 x g d u r a z  

t e  30 minutos.  E l  p r e c i p i t a d o  s e  c o r t a  con una h o j a  de  afel ,  
3 t a r  en t r o a o s  de aproximadrnente 1 a m  . t o e  t r o c i t o s  s e  l a -  

van v a r i a s  veces con ague y s e  f i j a n  nuevaae* con t e t r d x i d o  

d e  osmio 1,5% an b u f f e r  f o e f a t o  0.1 M pH 7.4 du ran te  1 ho ra  

en h i e l o ,  SI l a v a  v s r i a s  veces con e l  miemo b u f f e r  y e e  deg 

h i d r a t a  por  t r e t a a i a a t o s  euceoivoa de 10 minutoa cada uno con 



acetoaa 50 ,  7 5 ,  90 y 100$%. Lu@go 98 i n f i l t r a  y posterior me^ 

t s ' i a c l u y a  en ~ e s i n a  Epoa. Loa bloques aa cortan Y l oa  cor-  

tea se tiriien con urani lo y $ a h a  de 'plomo, montbndoloa luego 

sobre. g t i l l a s .  



RESULTADOS 

Los r e s u r r a d o s  p r e l i m i n a r ~ s  d e  i n c p r p o r a c i b n  d e  3 2 ~  a x p u e e  

t o e  e n  l a  I n t r o d u c c i d n  (TABLA I ) ,  moet raban l a  p r e s e n c i a  d e  

l c p i d o s  f o s f o r i l a d o s  in v ivo, 'en l a  f r a c c i 6 n  r i c r o t u b u l a r ,  cg 

m o  asimismo que e s t a  f r a c c S 8 n  t e n f a  a s o c i a d a  una a c t i v i d a ?  

e n z i m d t i c a  f o s f o r i l a n t e  d e  l s p i d o s .  

Se emprendid e n t o n c e s  l a  r e r i f i c a c i b n  de  e s t o s  d a t o s  p r e -  

v i o s  y l a  i d e n t i f i c a c i d n  de 10s produc toe  r a d i o a c t i v o e  f o r m ~  

dos  v i v o  e & v i t r o .  

I. A s o c i a c i b n  d e  l f p i d o s  marcado. con 3 2 ~  con 10s mic ro tGbu los  

E v i d e n c i a e  d e  l a  a s o c i a c i d n  d e  m a t e r i a l  1 i p o f S l i c o  con 10s 

n i i c ro tQbu los  

'Estoe r e s u l t a d o .  d e  i n c o r p o r a c i d n  d e  3 2 ~  a  m a t e r i a l  i i p o s o -  

l u b l e  c o r r e s p o n d l a n  a  mic ro tGbu los  a i s l a d o s  po r  p r e c i p i t a c i b n  

con v i n b l a s t i n a  a  p a r t i r  d e  ~ G s c u l o s  de  embr i6n d e  p o l l o  i n -  

cubados eon 3 2 ~ i ,  Ante 1 4  p o s i b i l i d a d  que e e  t r a t a r a  d e  un 

a r t e f a c t 0  p roduc ido  d u r a n t e  e l  a i s l a m i e n t o  o  una p a r t i e u l a r i -  

dad d e l  t e j i d o  empleado como f u e n t e ,  se i n v e e t i g d  l a  p r e s e n . -  

c i a  d e  este m a t e r i a l  e n  m i c r o t ~ b u l o s  d e . o t r o s  orf lgenea y ais- 

l a d o e  po r  d i s t i n t o e  mdtodos (TABLA 11). 

En t o d o s  l o s  c a s o e  se obeervd  que l a  f r a c c i d n  m i c r o t u b u l a r  

c o n t e n l a  una p r o p o r c i d n  i m p o r t a n r e  d e  r a d i o a c t i v i d a d  e x t r a $ -  

b l e  con s o l v e n t e s  o r g l n i c o s ,  aunque l a  p r ~ p o r c i 6 n  con r e e p e c -  

t o  a  l a  i n c o r p o r a c i B n  t o t a l  v a x i a b a  con l o 8  d i e t i n t o e  t e j i -  



dos  y  m6todos de a i e l a a i e s t e  (23 a  78 %). En e f e c t o ,  cuando 

10s homogenatos de  mdscuko t e  somet ie ron  a  s o n i c a c i d n  a n t e s  

de p r e c i p i t a r  con v i n b l a s g i n g ,  no s e  producga v a r i a c i d n  en  l a  

TABLA 11: l n co rpo rac i 6n  a g r o t e F n a  Y e x t r a c t o s  b u t a n d l i c o s  

de  microtGbulos d~ d i f e r e n t e s  t e j i d o s  marcados 

con 3 2 ~  

Te j i d o  Rup t u r a  Ais, lmniento Rad ioeo t I v idad  
de de  dae cpmlmg t u b u l i n a  

o r i g e n  cB lu laa  Tubu l ina  Fase  o rgbn ico  

haiisculo ~ o m o g e n e i z a c i b n  V i n b l a s t i n a  36.300 51.000 

~ G s c u l o  Homog.+Sonic. V i n b l a s t i n a  37.500 52.700 

Cerebro  ~ o m o g e n e i z a c i d n  V i a b l a s t i n a  8.200 15 . 300 

Cerebro  Homog .+Sonic. V i ab l ae  t i n a  7.700 27.700 

Cerebro Homogeneizacidn Po l ime r i zac .  6.900 4.400 

HeLa s o n i c a c i d n  V inb lae  t i n a  105.000 32.500 

Los t e j i d o a  f ue ron  marcado. con 3 2 ~ i ,  y  l usgo  de homogeneizg 
dos  y / o  son i cados ,  s e  a i s l a r o n  l o 8  mic ro tGbu los  y s e  d e t e r m i  
nS l a  r a d i o a c t i v i d a d  en  l a  f t a c c i d n  p r o t e i c a  y  en  l a  l i p o s o -  
l u b l e .  Los d e t a l l e s  expe r imen ta l e  s e  i n d i c a n  en  Mgtodos. 

p ropo rc i 6n  de l a  r a d i o a c t i v i d a d  i nco rpo rada  a  l a  f a s e  orghnL 

c a  y  a  t u b u l i n a .  En cambio, m i e n t r a s  que en  c e r e b r o  v a r i a b a  

poco l a  i n c o r p o r a c i d n  a  t ubw l i na ,  l a  r a d i o a c t i v i d a d  de l a  fg 

s e  org i in ica  e r a  mayor. E s t a  era menor s i  e l  a i s l a m i e n t o  d e  

10s micro tGbu los  s e  r e a l i s e b a  por  p o l i m e r i z a c i 6 n ,  y tambign 

en  e l  caso  de c 6 l u l a s  HeLa. Cabe f ' ina lmente  d e s t a c a r  que e i  

l a  t u b u l i n a  d e  c e r e b r o  e s  a i a l a d a  po r  c roma tog ra f ss  en  DEAE- 

c e l u l o e a ,  tambisn  hey r a d i o a c t i v i d a d  en  l a  f a o e  orgbn ica( l15) .  

Pa ra  con f i rma r  l a  n a t u r a l e s a  l i p o f f l i c a  d e l  m a t e r i a l  p re -  

s e n t e  en  l a  f a s e  o r g s n i c a ,  10s e x t r a c t o s  b u t a n d l i c o s  d e  mi- 

c r o t i i b u l o s  marcados & v i v o  se c roma tog ra f i a ron  eob re  p a p e l  



en diversos sistemas de sotventas: en todos 10s casos la ra- 

dioactividad migraba con e l  frente. En la Figura 4 s e  mues - 
tran 10s resultados obtenidos con extract0 butandlico de la 

fraccidn microtubular de cslulas HeLa. % b  1  
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Figura 4: Radiocromatogram~sen papel de extractos butan6licos 
de microtGbulos marcados in. vivo. Los extract08 de microt6bulos 
de cdlulas ~ e ~ a  aislados por precipitacidn con vinblastina se  .-. -. I 
cromatografiaron en 10s siguientes sistemas: A) Isopropanol - 
Scido acztico-agua (27:4:9); B) Butanol-piridina-agua (6:4:3) 

l.k 

C) Fen01 saturado en agua con 0,12 X v / v  de amonsaco concentrado. 
I I 



I d e n t i f i c a c i b n  d e l  m a t e r i a l  r a d i o a c t i v o  o b t e n i d o  p o r  marca- 

c i b n  i n  v i v o  con 3 2 ~  

Con e l  o b j e t o  d e  i d e a t i f i e t a r  este m a t e r i a l ,  se l o  e o m e ~ i . 6  a  

d i v e r s o s  t r a t a m i e n t o s ,  como e a p o n i f i c a c i b n ,  t r a t a m i e n t o  con 

f o s f a t a s a  a l c a l i n a  y c r a $ m t o g r a ~ ~ a  e n  c a p a  d e l g a d a .  

Los expe r imen tos  de  marcac idn  & v i v o  se l l e v a r o n  a  cab0 

doa o 6 l u l a s  He La y embr iones  d e  p o l l o ,  dado que e n  e l  pr imer  

c a s o  l a  i n c o r p o r a c i 6 n  se o b t i e n e  s i s p l e m e n t e  ag regando  3 2 ~ i  

a 1  medio de  c u l t i v o ,  y e n  e l  segundo,  i n y e c t a n d o  e l  i s d t o p o  

r a d i o a c t i v o  e n  l a  meabrana c o r i o a l a n t o i d e s  ( v e r  Mgtodos).  La 

f r a c c i b n  m i c r o t u b u l a r  de l a s  c g l u l a s  o  de 10s miisculos de  eK1- 

b r i 6 n  se a i s l a r o n  p o r  p r e c i p i t a c i b n  con v i n b l a e t i n a ,  y l a  d e  

c e r e b r o  de  embr idn pox c i c l o e  de polimeriaacibn-deepolimeriz= 

c i d n .  Los t r a t a m i e n t o e  d e s c r i p t o a  a  c o n t i n u a c i s n  se a p l i c a -  

c a r o n  a  t o d a s  l a s  f r a c c i o n e e  r e n c i o n a d a s  con i d g n t i c o s  r e s u l -  

t a d o s ,  s i  b i e n  se mues t ran  106 c o r r e s p o n d i e n t e  a  a l g u n a  e n  

p a r t i c u l a r .  

La d e a c i l a c i B n  e n  medio a l c a l i n o  s u a v e  de l o e  e x t r a o t o s  bu- 

t a n b l i c o s ,  s e g u i d a  de  una p a r t i c i d n  e n  f a s e  c l o r o f b r m i c a  y a- 

c u o s a  d i o  como r e s u l t a d o  que e l  75 % d e  l a  r a d i o a c t i v i d a d  s e  

e n c o n t r a r a  e n  l a  f a s e  a c u o s a  (TABLA 1 1 1 ) .  

TABLA 111: E f e c t o  de  t r a t a m i e n t o  a l c a l i n o  e o b r e  la s o l u b i l i -  

dad d e l  m a t e r i a l  f o e f o r i l a d o ,  

a 
T r a t a m i e n t o  

Pase  c l o r o f 6 r m i c a  F a s e  acuoea  
I 

Ninguno 81.400 0 

HOLi 0 , l  N ,  30eC, 30 min. 21.000 60.000 

Los d a t o s  co r responden  a  m ie ro tGbu los  de  c g l u l a s  HeLa. 



Cuando l a  f a s e  a c u o s a  oe $ r o m a t o g r a f i 6  s o b r e  p a p e l  a e  ob tu -  

vo una  ser ie de componeates r a d i o a c t i v o s , , e l  mayor d e  10s c u a  

les  mig raba  como g l i c e r i l  f o s f o r i l  c o l i n a ,  p r o d u c t 0  o b t e n i d o  

- : a 1  s o m e t e r  l e c i t i n a  a 1  aielro t r a t a m i e n t o  ( F i g u r a  5 ,  B ) .  

. . -1; :amn\ , .  : Id. ,j I .. !,I 

F i g u r a  5 :  Radiocromatogr~amas c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l o a  produc-  
t o s  d e l  t r a t a m i e n t o  a l c a l i n o .  E x t r a c t o s  b u t a a d l i c o s  d e  f r a c -  .-.- -- 6: 4 
c i o n  m i c r o t u b u l a r  d e  c B l u l a s  HeLa marcadas  i n  v i v o  f u e r o n  tra :.- % 
t a d o s  segGn s e  i n d i c a  e n  l a  TABLA 111 y  10s p r o d u c t o s  se c r c  
m a t o g r a f i a r o n  s o b r e  p a p e l ,  con i s o p r o p a n o l - S c i d o  a c g t i c o - a g u a  
( 2 7 : 4 : 9 )  como s o l v e n t e  de  d e s a r r o l l o .  A)  f a s e  a c u o s a  l u e g o  d e  .;$ 
p a r t i c i o n a r  e l  e x t r a c t 0  b u t a n b l i c o ,  a n t e s  d e l  t r a t a m i e n t o  el- 
c a l i n o  B )  l a  misma f g s e  despugs  d e l  t r a t a m i e n t o  C) f a s e  c l o r z  
f 6 r m i c a  a n t e s  y D) despuds  d e l  t r a t a m i e n t o .  

~4 e l e c t r o f o r e s i s  s o b r e  p a p e l ,  t o d o  e l  m a t e r i a l  r e d i o a c t i v o  de  

l a  f a s e  a c u o s a  se compor tabe  c o r d  l a  g l i c e t i l  f o s f o r i l  c o l i n a  

o l a  g l u c o s a ,  de  manera qme e l  pequefio d e e p l a e a m i e n t o  h a c i a  e l  

e l e c t r o d o  n e g a t i v o  e s  a t r i b q i b l e  a  l a  e l e c t t o e a d b a a o s i e ,  c o r r e i  

pond iendo a 1  compor tamien to  'de s u b e t a n c i a s  n e u t r a e  ( F i g u r a  7 A)  



b)  T r a t a m i e n t o  con f o s f  i t a s a  a l c a l i n a  

Po r  i n c u b a c i d n  con f08fbtad64 a l c a l g n a  d e l  e x t r a c t o  b u t a n b l i -  

c o  no se p r o d u j o  l i b e r a c i b n  6. 3 2 ~ i ,  aunque e l  s t a n d a r d  i n t e r -  
. < 

. ; i  f i  no d e  UMP f u e  completamente deg radado  ;a u r i d i n a  y P i  ( F i g .  6 ) .  

F i g u r a  6 :  C romatog ra fsa  en  p a p e l  d e l  e x t r a c t 0  b u h a n b l i c o  d e  
m ic ro tGbu los  marcados i n  v i v o  t r a t a d o  con f o s f a t a s a  a l c a l i n a ,  
E l  e x t r a c t o  b u t a n d l i c o  (20 p l )  a e  l l e v 6  a sequedad  a  30°C ba-  
j o  c o r r i e n t e  d e  N2 y se r e d u r p e n d i b  e n  40 p1 Metano l  t 30 
b u f f e r  T r i s  - C 1 H  0 , 2  M ( $ I  8,2 c o n t e n i e n d o  0,s  p o l e s  de U 8: P 
A ,  i ncubado s i n  enz ima.  B ,  l u e g o  de i n c u b a r  d u r a n t e  4 h o r a e  
a 37°C con 2 p g , d e  f o s f a t g s a  a l c a l i n a .  S o l v e n t e :  f s o p r o p a -  
n o l 4 c i d o  acb t i co -agua  (27:4:9) .  

Cuando este t r a t a m i e n t o  se a p l i c d  a 1  p r o d u c t 0  d e  d e a c i l a c i 6 n  

s b l u b l e  en  agua ,  no se m o d i f i c a r o n  l a e  p r o p i e d a d e a  e l e c t r o f g  
4 

r e t i c a s  . d e l  mismo, aunque l a  anz ims  a t a c d  el. s t a n d a r d  de  UMP 

( F i g .  78). 
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I . b a r  con i o s i a t a s a  a l c a l i n a ,  . .  . . .  . . 
i '6 ,i lmiJf 1 

I I  s s t o s  d a ~ o s  i n d i c a b a n  qua e l  f o s f a t o  no s e  e n c o n t r a b a  expueg  
: I 

t o  a 1  a t a q u e  p o r  l a  enzima. 

Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  l l e v a r o n  a  suponer  que l a  r a d i o a c t i  

v i d a d  e x t r a f b l e  con b u t a n 0 1  4e 10s mic ro tGbu los  marcados  i n  v i -  

vo s e  d e b f a  fundamenta lmente  a  f o s f o l S p i d o s  a s o c i a d o s  con  e l l o s  - 
y que probab lementa  e l  que m6s se marcaba e r a  l e c i t i n a .  

c )  C romatog ra f fa  e n  c a p a  d e l g a d a  

Ba te  d t o d o  p e r m i t i 6  c.omprobar l a s  s u p o s i c $ o n e s  a n t e r i o r e s .  4 

En e f e c t o ,  cuando s e  c r o m a f o g r a f i a r o n  e x t r a c t o s  b u t a n 6 l i c o s  d e  

m ic ro tGbu los  marcados ,  e e  p b t u v i e r o n  v a r i o s  p i c o s  r a d i o a c t i v o a ,  
t 

I 
b 3.1 
r 

5 8  
I .  



el mayor de 10s cuales milrbba eomo fosfatidi l  coline; 10s o- 

tros componaqtes migrabaa ebmo fosfatidi l  etanolamina, foafa- 

t id i l  inositol y fosfatidflt ser ina (p ig .  8 ) .  

t 

Figura 8: ~ r o m a t o g r a f l a  qn .capa delgada de extract08 butanb- 
l icos de microtGbulos y del  sobrenadante correspondiente mar- 
cados in vivo. ~ romatog ra f$s  en Sil ica Ge l  H con 1% de oxa le  
to de potasio de extract0 d& microtGbulos (A) y sobrenadante 
de centrifugacidn a 150.000 xg (B) marcados in vivo. Solven** 
te: cloroformo-metanol-amoa$aco 4 N (9 :7 :2 ) .  

Con el  objeto de determinht g i  la aarcacibn de 10s fosfols- 

pidos asociados a microtGbulos era fundanentalmente diferente 

o no de la de 10s que estga presentes en el citoplasma, se 

cromatografib en  capa ds18&da una alfcuota del  sobranadante 

de 150.000. Puede observs3se en 1. Pipura 8B pue 1. coqpoai- 

cibn en fosfol lpidos de esee sobrenadante y la del  material 

microtubular es semejante. . . 



11, A s o c i a c i b n  d e  una a c t i v i d > d  e n z i m 8 t i c a  f o s f o r i l a n t e  con 

10s mic ro t f i bu los .  

E v i d e n c i a s  de  una a c t i v i d a d  e n s i m s t i c a  f o s f o r i 1 a n t . e  d e  15- 

p i d o s  a s o c i a d a  con 10s mic ro tGbu los .  

D e  l a  misma manera que  se t r a h b  d e  c o n f i r m a r  10s d a t o s  p r e  

l i m i n a r e s  de  l a  Tabb Z x e f a ~ a n t e q  a  l a  a s o c i a c i d n  d e  f o s f o l ~  

p i d o s  con  10s m i c r o t 6 b u l ~ g  s e d i a n t e  e l  e x p e r i m e n t 0  d e s c r i p t o  

en  l a  T a b l a  11, s e  e s t u d i b  e n t o n c e s  l a  e v e n t u a l  g e n e r a l i d a d  

de  l a  a s o c i a c i d n  con una enr i rna capae  'de t r a n s f e r i r  i n  v i t r o  

f b s f o r o  a  l i p i d o s .  

P a r a  e s t o s  e s t u d i o s  se u t i l i e a r o n  m i c r o t b b u l o s  d e  mGsculo 

de embriBn de  p o l l o  s i s l a d o e  p o r  p r e c i p i t a c i d n  con  v i n b l a s t i  

n a ,  que  pueden g u a r d a r s e  c o a ~ e l a d o a  d u r a n t e  una o d o s  sema- 

n a s  s i n  p e r d e r  a c t i v i d a d  e n e i n b t i c a .  Los m i c r o t 6 b u l o s  d e  

mGsculo no pueden a i s l a r s e  p o r  p o l i m e r i z a c i d n  p u e s t o  que  se 

produce  tambie'n p o l i m e r i a a c f 6 n  d e  a c t i n a ,  q u e ' c o p u r i f i c a  con  

a q u b l l o s .  

Cuando se i n c u b a r o a  ~ D ~ ~ P - A T P  y m i c r o t b b u l o s  d e  d i v e r s o s  

o r i g e a e s  y p u r i f i 6 a d o s  po r  d i s t i n t o s  m6todos se o b s e r v d  
8 - 
A - i  

, , q u e ,  e n  t o d o s  10s c a s o s ,  p a r t e  l a  r a d i o a c t i v i d a d  i n c o r p o r a d a  

a  m a t e r i a l  i n s o l u b l e  e n  ATC 5% p o d i a  e y t r a e r s e  con  n - b u t a n o l  

( T a b l a  IV). Esto s u g e r f a  q u e ,  ademss d e  l a  f o s f o r i l a c i b n  d e  

t u b u l i n a  p o r  una p r o t e i n a  q u i n a s a  endSgena (114 ), se produ-  

c f a  l a  f o s f o r i l a c i 6 n  de un a c e p t o r  l i p o f i l i c o  endcgeno.  

Cuando se c r o m a t o g r a f i a r o n  l o 8  e x t r a c t o s  b u t a n b S i c o s  e n  d q  

v e r s o s  s i s t e m a s  t o d a  l a  r a d i o a c t i v i d a d  migraba  con  e l  f r e n t e  

d e l  s o l v e n t a  ( ~ i g u r a  9 ) ,  con£ i rmando que e l  3 2 ~  s e  i n c o r p o r i  



.,> . TABLA IV: Incorporasibn de 3 2 ~  in vitro a protesna y trtraeto; butan6li- 
.I 

. - cos de microtGbulos de diferentes tej idos. 

Tejido Ruptura de Radioac tividad incorporada 
. . "ii~-'slamiedto de de . . =-. a --,.cL .. 1 r r e  pmol /min/mg tubulina ce'lulas - .  origen 

U I L L V L U U U I ' W P  Tubulina Fase orgHnica 

HeLa Sonicacidn Vinblastina 30 

MGsculo Homogeneizacidn Vinblastina 15 

MGsculo Hoaog.+Sonicacibn Vinblastina M 17 

Cerebro Homogeneiza~iBn - ~ i n b l a s t i n a  28 

Cerebro Homog .+Sonicacibn Vinblastina 30 

Cerebro Homogeneizacidn ~o l imer izac ibn  25 

Cerebro Homogeneizacidn DEAE-celulosa 27 

MicrotGbulos aisladoa por 10s mhtodos indicados se incubaron con ~ O ~ ~ P - A T P  
en condiciones standard y se midi6 la incorporacidn a tubulina y fase or- 
gsnica segdn se indica en M6 - 

- ;1 . . 



Figura 9: ~ r o m a t o r r a f f a  en papel de extract08 but indl icos de 
nticrotGbulos marcados in vitro. A, Isopropanol-acid0 acbtico 
-ague ( 2 7 : 4 : 9 ) .  B, ButanoX-piridina-agua (6:4:3). C, Fenol 
aaturado en agua con 0,lZX V/V de a m o n ~ a c o  conoentrado. 

Identif icacien del  product0 de la reaccian in vitro I * -  
I 

Beta se realizd esencialpeote en la misma forma que para 

10s productos obtenidos par marcacibn in vivo. 



a) ~apon i f i cac ibn  
s &q y4 ;:, I$ . & '4 C, 

<5 ~ $ 6  

por deacilaeida del extr.pro butanblieo y posterior particibn 

en las condiciones ya indicddas, casi el 100% de la radioactivi 

dad pasaba a la fase acuoea !(Tabla v ) .  

TABLA V: Efecto de tratasiento alcalino sobre la solubilidad 

del material fosforilado in vitro. 

Tratamiento Radioactividad (cpm ) 

Fase clorofBrmica Fase acuosa 

Ninguno 

HOLi 9 , l  ~ , 3 0 * C ,  30 a\kn 

Por cromatograffa y electroforegis, en esta fase se detect6 
un solo componente radioactivo que aigraba en todos 10s ca- 
sos COEIO a -glicero fosfato (F ig .  10 y 12 A). 

A U-Gt-P c at4I-P 
w 

C 3 

I 

B u-G I-P 0 
7 P a - w  

.Ic 

I 
4 b 

O r  F r  O r  F r  

!;i -, 
O I S T A N C I A  

Figura 10: ~romatog ta f fa .ep  papel de 10s productos del trata- 
miento alcalino. El sistera de solventes utilitado fue Isoprg 
~ano l -bc ido  acstico-agua ( 2 7 : 4 : 9 )  A, faee acuoaa luego de par- 
iicionar el  ertracto butsndlico antes del tratamiento alcalino. 
B, la miema fase despu6s del tratamiento. C, fase clorof6rmi- 
ca antes del tratamiento. D ,  l a  misaa fase despuds del trata- 
miento, 



En otros sisteaae dg salvrntes, como feu01 satutado con agua 

conteniendo 0,12X (v /v )  NR oegcentrado, Isopropanol-amonfaco- - 3 
agua (7 :2 : 1) y Butanol-piridZn8-agua (6:4: 31, e l  Gnico eompo- 

nente radioactive co-cromatogvafiaba con a-g l icero  fosfato, 

b) ~ n c u b a c i d n  con fosfaeasa alcalina 

Tainpoeo en este caso se produjo liberacidn del 3 2 ~  a1  incubar 

ditectamente el exttacto butradlico con fosfataea alcalina, c u  

ya actividad se  manifest6 por el ataque a1 standard interno de 

UMP (Fig. 11). 

Figura 11: ~romatogra f fa  en papel de extract0 butandlico de 
microtGbuloe marcados in vitro tratado con fosfatasa alcalina. 
El extracto butanblico (20 p l )  se llev6 a eequedad bajo N y 
se resuspendid en 40 p l  Hetanol + 30 p l  de buffer ~ r i e - ~ l a  , 2 f l  

pH 8 , 2  conteniendo 0,5 prolee de UMP. A, Incubado sin enzima. 
8 ,  despues de incubar duraate 4 horas a 37.C con 2 p g  de fos fb  
taea alcalina. Solvente de desarrollo: Isopropanol-bcido a c e  
tico-agua ( 2 7 : 4 : 9 ) .  



S i n  embargo uando ee t r a t b  con  ests enzima e l  p t o d u c t o  d e  
1. 11 . , . i t+ .!. fi. !, $ ~ ? i  6 tib h, a :!I 

d e a c i l a c i 6 n  s o l u b l e  e n  a g u a , ' d e s a p a r e c f a  p r d c t i c a m e n t e  t o d a  

l a  marca que  migraba  en  e l e r t r o f o r e s i s  como O( - g l i c e r o f o s f a t o ,  

que  p a s a b a  a  compor ta rse  como 32~i. (P ig .  128 ) .  E s t o  r e f o r -  

zb  l a  i d e a  que e l  p r o d u c t o  d e  d e a c i l a c i 6 n  s o l u b l e  e n  agua  e r a  

- g l i c e r o  f o s f a t o ,  e  h i t o  s u p o n e t  que e l  p r o d u c t 0  formado - i n  

v i t r o  p o r  i n c v b a c i d n  de  m$eep$bbulos con  ATP- 5 - 3 2 ~  e r a  i c i d o  

f o s f a t f d i c o .  

F i g u r a  1 2 :  E l e c t r o f o r e s i s  e n  p a p e l  de l a  l a s e  a c u o s a  a n t e s  y 
d e s p u i s  d e l  t r a t a m i e n t o  con - f o s f a t a s a  a l c a l i n a .  E l e c t r o f o r e s i s  
e n  p a p e l  e n  b u f f e r  p i r i d i a a - d c i d o  a c g t i c o  pH 6.5 d u r a n t e  2 h o - ,  
ras a 20 v/cm d e  l a  f a s e  a c u o s a  a n t e s  (A)  y d e s p u l s  (1) d e  i n -  - - -  ~ 

c u b a r  con  f o s f a t a s a  a l c a l i n a .  



c) Cro .** :.,,.I? a,>., , ' 
Par e s t a  t g c n i c a ,  e l  e x t r a c p o  b u t a n d l i c o  d i o  e n  t o d o s  10s ca - 

s o s  un s o l o  p i c o  que c o - a r s m b t e g r a f i a b s  con  6 c i d o  f o s f a t P d i c o  

( F i g .  1 3 ) ,  con f i rmando ass 1.i s u p o s i c i b a  a n t e r i o r .  
2 

F i g u r a  13:  ~ r o m a t o g r a f f a  e n  c a p a  d e l g a d a  d e  e x t r a c t 0  bu tan6 -  
l i c o  d e  m ic ro tGbu los  marcados i n ' v i t r o .  Cromatogra fSa e n  S i -  
l i c a  G e l  H con CO Na 1 mM. , S o l v e n t e :  c l o r o f o r a o - a e t a n o l -  3 0  amonlaco-agua (24 .12 .1 : l ) .  

5 

Este r e s u l t a d o  i n d i c a  que l o g  m ic ro tGbu lps  t i e n e n  a a o c i a d o a  

t a n t o  .I s u b s t r a t o  coma l a  enz ima n e c e s a r i o s  p a r a  f o r m a t  b c i -  

do f o s f a t f d i c o ,  o  s e a  que hay d i g l i c d r i d o s  end6genos y una a c  

t i v i d a d  d e  d i g J i c 6 r i d o  qu ina66.  
\ 

Con f i rmac idn  de  l a  e x i s t e n c i a  d e  una d i g l i c g r i d o  q u i n a s a  e n  

m ic ro tGbu los  

a )  P r e i n c u b a c i B n  con f o a f ~ l i p a s a  C 

P u e s t o  que s e  h a b f a n  e n c o n t r s d o  f o s f o , l f p i d o s  a s o c i a d o e  a  m i -  

c r o t i i b u l o s ,  se pens6 que una p re i r i cubac idn  con f o s f o . l i p a s a  C 

es t i m u l a r j a  l a  i n c o r p o r a c i k n  a1 g c i d o  f o e f  a t i d i c o  d e l  f 6 a f o r o  

d e l  ATP, p o r  p r o d u c i r  $n s i t u  un aumento e n  l a  c o n c e n t r a c i d n  

de  d i g l i c 6 r i d o s .  E fec t i , vaaren te ,  una vez  r e a l i z a d o  e s t e  trstg 
m i e n t o ,  se p r o d u c f a  una g r a n  s s t i m u l a c i d n  de  l a  i n c o r p o r a c i b n  



d e  3 2 ~  (Tab la  VI) 

L 

TABLA V I :  E f e c t o  da pre ix ieubacibn con f o s f o l i p a s a  C y a d i c i b n  

d e , d i g l i c d r i d o o  exbgenos ' sobre  l a  i n c o r p o r a c i d n  d e  A 

Z n c o i p o r a c i b n  d e  32P 
d d i c i o n e s  o t r a t a m i e n t o a  (pa0 l /min/ng)  

Tu 'bu l ina L l p i d o s  
I 

Ninguno 99 24 
2 

~ r e i n c u b a c i b n  con C12Ca 5 my 96 22 
- 

P r e i n c u b a c i b n  con C12Ca 5  m M r +  5'ug PLC 9 7  380 

1 , 2  d i p a l m i t i n a  5  mM # .  , 8 0  202 

1 ,2  d i o l e l n a  5 mM 7 6  180 

4 0  p g  d e  m ic ro tGbu los  se pre i n c u b a r o n  d u r a a t e  5 minu toe  a 30°C 
en  b u f f e r  Tris-C1B 5 0  UIM pH 7 . 5  con f o s f o l i p a s a  C y / o  C 1 2 C a  en 
un volumen d e  0 ,05  m l ;  l u e g o  a e  d i l u  ' h a s t a '  0 , l  a1 con e l  bu- 
f f e r  d e  f o s f o r i l a c + d n ,  B e  a g r a g b  & -"P-ATP y  se i ncubd  d u r a n t e  
10 minu tos  a  30°C, o  b i e n  se i n c u b b  e n  l a s  m isoas  c o n d i c i o n e s  
con 10s d i g l i c d r i d o s  i n d i c a d o s  euspend idoa  p o r  s o n i c a c i b n  e n  e l  
b u f f e r  de  f o s f o r i l a c i d n ,  p r o c e d i e n d o  l u e g ~  como se i n d i c a  e n  1 6  - 
t o d o s  p a r a  d e t e r m i n a r  l a  r s d i o s c t i v i d a d  i n c o r p o r a d a  e n  p r o t e s -  
n a s  y f a s e  o r g s n i c a .  I 

1 
Cono puede o b s e r v a r s e  en l a  P i g u r a  1 4 ,  l a  i n c o r p o r a c i b n  a  l a  I 

f a s e  o r g l n i e a  e r a  l i n e a l  con  e l  t i empo d u r a n t e  Iunos 30-40 minu- , 

t o s  p o r  l o  menos. 

La c romatog ra f5a  e n  cap. d e l g a d a  d e l  product .  d e  r e a c c i b n  con 

5 - 3 2 ~ - A ~ ~ ,  o b t e a i d o  luago d e  p r e i n c u b a r  con f o s f o l $ p a s a  C ,per  
r n i t i b  d e t e r m i n a r  qua e l  g r a n  aumento e n  l a  i n c o r p o r a c i b n  d e  3 2 ~  

se d e b f a  a f e c t i v a m e o t e  a  uaa  mayor f o rmac ibn  d e  i c i d o  f o a f a t i d i  - 
cq  (pip. 15 B ) ,  



Figura 14': Curva de tiem?& d@ i i1corporaci6n de 3 2 ~  a l f p i d o s .  
Se incubaron 40 p g  ds an ic to t~bu los  en l a s  conditioner uaua les ,  
d i rec tanente  (0-0) , prsinsubando con f o s f o l i p a s a  C ( A-a) , 
en presencia de 5 mM de 1,2 dipa lmi t ina  (@-.) o de  5 mM de 
1 . 2  d i o l e i n a  (4 -4 ) .  Las coadic iones son l a s  indieadas en  l a  
TABLA V I *  



Pigura 15: Cromatograffa en capa delgada de extract0 butandli 
co de microtGbulos marcados in vitro luego de  preincubacibn con 
fosfolipasa C o e n  presencia dk diglicsridos exbgenos. Cromatc 
graffa en SilicaGel B con C03Na 1 mM. Solvdnte: cloroformo- 
metanol-amonfaco-agw (24; 12: 1 : f ) .  A, sin tratamientos. 8 ,  
preincubacibn con fosfolipasa C. G, en presencia de 1,2 dipal- 
mitina. En las trea placae se sembtb la misma cantidad de ra- 
dioactividad. 



Cuando se i neubqron  a i c r o t b b u l s s  . con 6 W ~ ~ P - A T P  y una s u s p e E  

s i d n  d e  1 , 2  d i p a l m i t i n a  o  1 ,2  d i o l e i n a ,  s e  o b s a r v d  nuevamente 

una g r a n  e s t i m u l a c i d n  d c  l a  i n c o r p o r r c i d n  d e  3 2 ~  a 1  m a t e r i a l  
. - .7 . ,  s o l u b l e  en b u t a n o l  ( T a b l a  VI). La i n c o r p o r a c i S n  e n  e s t e  c a s o ~ )  

=.% L n - ' '  

, 
; t a m b i 6 n  l i n e a l  con e l  t iempo ( ~ i g ,  1 4 ) ,  y e l  p r o d u c t 0  i d s h t i c o  

a 1  o b t e n i d o  con 10s d i g l i c a r i d o s  enddgenos ( F i g .  15 C ) .  Cuan- 

do se u t i l i z b  5 mM l , 3 - d i o l e l n a  con 15% de 1 , 2 - d i o l e i n a ,  l a  i q  

c o r p o r a c i b n  f u e  aproxi tnadamente un 15% 'de l a  o b t e n i d a  con 5 mM 

de 1,2 d i o l e f n a  p u r a ,  I 

P r o p o r a i d n  de  d i g l i c d r i d o  q u i o a s a  u n i d a  a mic to tGbu los .  

La i n c o r p o r a c i i h  d e  3 2 ~  a d i g l i c g r i d o s  e r b g e n o s  p e r m i t e  m e -  

d i r  l a  c a n t i d a d  d e  e n z i n a  p r e s e n t e  e n  c a d a  e t a p a  d e  l a  p u r i f i  

c a c i 6 n . d e  10s micro t i ibu las , .  r l  e l i m i n a r s e  l a  p o s i b i S i d a d  d e  2 

v e n t u a l e s  cambios e n  10s n i v e l e s  de  d i g l i c b r i d o s  endbgenos.  

U t i l i z a n d o  este ensayo  se d e t e r m i n b  l a  a c t i v i d a d  de  d i g l i c C r i  - 
do q u i n a s a  e n  l a s  d i v e r s a e  f r a c c i o n e s  d e l  p r o c e s o  d e  p u r i f i c a -  \ 

c i d n  de  10s m i c r o t S b u l o s  (Tab la  VII). 

TABLA VII: A c t i v i d a d  d e  p r o e e i n a  q u i n a s a  y d i g l i c 6 r i d o  q u i n a -  

s a  d e  d i s t i n t ' a a  f r a c c i o n e s  d e  mdsculo de embr idn  

- 3 2 ~  i n c o r p o r a d o  (F+emtomoles/min) 
F r a c c i d n  Aceptor  endageno Aceptor  ex6geno 

~ x o , t e $ n a  ~ i g l i c e r i d o  Caaefna  D i p a l m i t i n a  

Homogenato t o t a l  2.480 340 , 6.290 600 

S o b t e n a d a n t e  150.000 xg 2,430 ' 290  6.200 850 

M i c r o t d b u l o s  171 '. 23 470 75 

Los ensayos  se l l e v a r o n  a csbo  con a l g c u o t a g  d e  c a d a  f r a c c i d n  
c o r r e s p o n d i e n t e s  a 10 mg d e  peso  bGmeda de  t e j i d o ,  e n  o o n d i c i g  
nea s t a n d a r d  e n  a u s e n c i a  de' s u b s t r a t o s  ex6genos ,  o  b i e n  con  e l  
ag regado  d e  c a s e f n a  (10 ag/al) o  1 , 2  d i p a l m i t i n a  (SmH). 



Puede a p r e c i a r s e  que l a  d i g l i c 6 r i d o  q u i n a s a  a s o c i a d a  a l a  

e l  a o b r e n a d a n t e ,  t a n t o  en b u s e n c i a  como e n  p r e s e n c j a  d e  d i p a l  

m i t i n a .  E s t e  p o r c e n t a j e  es muy s e m e j a n t e  a 1  que se o b t i e n e  

p a r a  l a  a c t i v i d a d  de  p r o t e h a  q u i n a s a ,  que  se m i d i 6  s i m u l t 3 n g  

amente.  Este hecho ,  jun&arnente con l a s  o b a e r v a c i o n e s  que  am- 

b a s  a c t i v i d a d e s  p a r e c e n .  s i e m p r e  c o e x i r t i r  ( v e r  mSs a d e l a n t e ) ,  

h i z o  nec.esa:io d e a c g r t a r  qua c u a l q u i e r  p r o t e i n a  q u i n a s a  p u d i e  

r a  t e n e r  a c t i v i d a d  d e  d i g l i c Z r i d o  q u i n a s a .  

P a r a  d e t e r m i n e r  s i  o t r a s  p r o t e i n a  q u i n a o g s  t e n i a n  a c t i v i d a d  

de d i g l i c e t i d o  q u i n a s a ,  se i r r u b a r o n  con ( 1 $ - 3 2 ~ ) - ~ ~ ~  y  d i p a l  - 
n i t i n a  dos  ieoena imaa de psotgXns q u i n a s a  de aGscu lo  d e  embr i6n 

de p o l l o ,  o b t e n i d a s  p o r  c r o m a t o g r a f 4 a  e n  DEAE-celulosa d e  un 

s o b r e n a d a n t e  ana log0  a i  u t i i i e a d o  p a r a  p r e p a r a t  10s microtGbu- 

10s. D e  e s t a s  mismae enz i&s  se u t i $ i z a t o n  a l f c u o t a s  que d i e -  

r a n  l a  misma i n c o t p o r a c i b n  s c a s e i n a  que una a l l c u o t a  de  m i c r ~  

tGbu los ,  y como puede o b s a r v a r s e  e n  l a  T a b l a  V I I1 ,n inguna  de  

l a s  dos  p r o t e s n a  q u i a a s a s  es capaz  d e  c a t a l i z a r  l a  t r a n s f e r e n  

c i a  d e  3 2 ~  a  d i p a l m i t i n a .  

TABLA VIII: c b s p a r a c i 6 n  e n t t e  a c t i v i d a d e s  d e  p r o t e z n a  q u i n a s a  

ma& d e  p r o t e i n a  . q u i n a s a  d e . a i i s c u l o .  
. I 

3 2 ~  i n c o r p o r a d o  ( ~ e m t o m o l e e ~ m i n )  
F r a c c i d n  - Aced to r  endSgeno Aceptor  exBgeno 

P r o t e f n a  ~ i g l i c g r i d o  C a s e f n a  D i p a l a i t i n a  

H ic ro tGbu los  1 7  1 2 3 4 7 0  7 5  

P r o t e f n a  q u i n a s a  I - - 4 7 5  
' C 

Pro teOna q u i n a s a  I11 - - 4 6 5  O,3  

Se u t i l i z a r o n  l a s  mismas c o n d i c i o n e s  que e n  l a  Tab la  V I I .  Se 
emplearon  c a n t i d a d o s  d e  p r o t e i n a  q u i n a s a  I y I11 y de m i c r o t b -  
b u l o s  como p a r a  o b t e n e r  una i n c o r p o r a c i d n  a c a e e f n a  e e m e j a n t e  
en 10s t r e e  c a s o s .  



1. D i f e r e n c i a s  con l a .  a c t J v i d a d  d i l  s o b r e n a d a n t e .  

Aunque l a  a c t i v i d a d  d e  d i g l i c b r i d o  q u i n a s a  se d e t e c t 6  e n  m i -  

c r o t G b u l o s  p r e p a r a d o s  poy d i v e r s o s  p r o c e d i m i e n t o s  ( T a b l a  I V ) ,  

B e  c o n s i d e r 6  c o n v e n i e a t a  s q t u d i a r  e n  formq c o m p a r a t i v a  a l g u n a s  

- p r o p i e d a d e s  d e  l a  enzima p r e r e n t e  e n  m i c ~ o t C b u l o s  y e n  e l  s o b r e  - 
n a d a n t e  d e l  c u s l  Ba tos  p r o v i e n e n ,  a  f i n  d e  a s e g u r a r s e  que l a  
p r i m e r a  no f u e r a  una mera c o a t a o i n a c i 6 n .  

a )  ~ o a p o r t s m i e n t o  f r e n p e  a d i v e r s a s  a d i c i o a e a .  

En un t r a b a j o  s o b r e  $4 d i g l i a 8 r i d s  q u i n a s a  de r e r b r a n a  de 
e r i t r o c i t o  ( 165 g e  s u g i t i d  que e a t s  enz ima podrFa f o r m a r  p a r  - 
t e  d e  l a  ATPasa, d e  manera que e e  prob6 e l  e f e c t o  d e  d i v e r s o s  

i o n e s  y d e  ouaba fna  6dembs d e l  . . d e  a l g u a o s  d e t e r a e a t e s ,  s o b r e  l a  
a c t i v L d a d  d e l  s o b r a n r i d a n t e  y d e  10s m i ~ r o t b b ~ l ' o .  ( ~ a b l a  IX). 

Se o b s e r v a  que e l  ag.regado d e  EDTA i n h i b e  t o t a l m e n t e  ambas a& 

t i v i d a d e s ;  e l  ~ a + +  i n h i b e  a p t o x i m a d a a e n t e - e n  i g u q l  msd ida  4 l a 8  

dos  y que e l  ~ n + +  p a t a c e  i n h i b i r  e n  mayor g r a d o  a l a ' a c t i v i d a d  

d e l  s o b r e n a d a n t e .  E s t o s  e f e c t o s  p a r e c e n  i n d i c a r  que  l a  r e a c c i b n  

r e q u i e r e  ~ g + + ,  p o r  l o  que s$ c o n s i d e r 6  como 100% a l a  a c t i v i d a d  

e n  p r e s e n e i a  de  este  i o n .  Cuaado adembs d e  bfg++ se a p r e g a  u', 
se e s t i m u l a  l a  a c t i v i d a d  m i c r o t u b u l a r  p e r 0  no l a  d e l  s o b r e n a d a ~  

te ,  m i e n t r o s  que e l  ag regado  d e  ~ a +  e s t i m u l a  ambas pox i g u a l ;  

s i p  embargo, s i  ambos i o a e e  e e  agzegap j u n ~ o s ,  se o b e e z v r  e l  
m i ~ a ~ o  e f e c t o  que con K+ b n i c a r e n t e .  Cuando se a g r e g a  o u a b a f n a  

s610  ese e s t i m u l a  l o  a c t i v i d a d  d e  m i c r o t 6 b u l o a ,  pero a t i  ademla 

se aiiadea ~ a +  y K+, re  e 8 t & m u l s  t a ~ b i 6 n ,  y e n  mayot g r a d o ,  l a  
- , -  

a c t i v i d a d  d e l  s o b r e n a d a n t e .  E l  T r i t o n  N-101 produce  un i n c r e m e 2  

t o  e n  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  enzima m i c r o t u b u l a r  s i n  m o d i f i c a r  l a  

d e l  s o b r e n a d a n t e ,  r i e n t r a s  que e l  d e o x i c o l a t o  e s t i m u l a '  levemen- 

t e  l a s  d o s e  ,I . . r '.? - I -. I 



. + TABLA 1%: g f e c t o  de d iq t iwgar  a d i c i o n e s  sobre,, d i g l i c t r i d o  q u i  

nasa  de microtfbdos y sobrenadan te  

- * 

Adicioxres Act iv idad de d i g l i c e r i d 0  q u i n a s a  ( X )  - -. . 
WScrotGbuloa Sobrenagante  
- 

EDTA 2 5  mM 2 . ,I 
', .IF F w :  . 0 

Y ~ + +  10 mM 100 300 

~ a + +  5 WM 60 - ' . . .  50 
. ..;, 

kin++ 10 mM 62 1 1  35 

B 1  ensayo s e  l l e v 6  a cabo en cond ic iones  s t a n d a r d ,  con 10 pl  
de f r a c c i b n  m ic ro tubu la r  ( 2  mg p ro fe ina /m l )  0 de sobrenadan te  
en p r e s e n c i a  de d i p a l m i t i n a  5 y con l a s  q d i c i o a c q  iedica- 
das ,  Se incub6 a  30°C du rap te  10 a i n u f o s  y  s p  tom6 coao 100% 
l a  a c t i v i d a d  en p r e s e n c i a  d~ NgC12 10 mM. 

b) . . Efec to  q d e l  pH I 

En l a  F igu ra  16 puede a p r ~ c i p r s e  que l a  a c r i v i d a d  d e  ambrs 

f r a c c i o n e s  present .  una dcpandeacia muy agqda con e l  pH,pero 
' 

qua ambas d i f i e r e n  en s u  p& bptimo; n t iea t rae e l  de  l a  d i g l i -  

c 6 r i d o  qu inasa  de1  s o b r e n a d ~ a t s  es de  6.05. el de i s  m i e r o t ~  
b u l a r  e s  6 , 4 .  

1 .  I I, 

~ 1 1 7 .  ' . . 

. I I . .  *. ' - 
h . 

-a : d < & r a  



I 

J I , Figuaa 16: Efec to  d e l  pH sob re  1.8. a c t i v i d a d e a  de d i g l i c b r i d o  
I E.. I gu inasa  de ra icrot8bulds Y sobrenadante ;  Las merolr. de reac -  

'U 
I . c ibn  contenLan b u f f e r  ~ ( - ~ l i c a r o f o a f a t d  10 de d i s t i n t o .  pH, 

Pna 25 IM, Aceta to  de aa(yqesio 40 *M, lop1 de micro tdbu loe o  
d e  sobrenadan te  y S-~~P-ATB 2 ~ i / m r p l  ), se incub6 a  30°C d u  

Para  compatar 1.1 propie4ades de I s ~ d i m e n ~ ~ c i 6 q  de  1.. a c t i v k  

dades ea r imL t i cas  dm m$c~o'tbbulos y d e l  ~ o b r e ~ a q ~ g t ~ ,  .@e l lev*  

ron r cabo c e n t r l f b p c i o n e 8  en g r a d i e n t a s  dp s a o a r o s a  10-30%. 

En l a  Pisurr 17 A pue4e Q ~ I C F ~ I I I ~  (I#. & ect$vidf id d.1. 8pbr .n~  
dan te  sadimenta a n  forma da banda ancha y a s i m i t l c a ,   roba able- 
mente p o t  1. mxister)eir dc v r r l a a  e a p e c i e s  d. )nzi.el b l  Peso 

mo lecu l r r  dc l a  < a q t i v i d r # .  mlxima es d e  130.000. La .ecividad 

.I . 
1 '  C b  

.-J! < -. -4 : -9..ri 
' 69 I - >  . - 

r- 



I-.: , 
n .  asoc iada  a  micro tbbu los ,  arr osrbio, o d b a a t a  en g o m a  de p i -  : 

co mfr agudo y ais&txSco,  d a  aanacxa que. puede ' t r a t a r a e  d e  una 

P igu ra  1 7 :  ~ e d i m e n t a c i b n  en s r a d i e n t e e  de oacarooa de  d i n l i t  
cd r i do  qu inasa de microtGbu1or y eobtenadante.  Sobre g rad ien-  
tes  de saca rosa  10-30 X r e  r e l b r a r o a  0 , 2  m l  de robrenadante  o  
& a ic ro t6dr r ;~os  (.2 mg p to te faa /m l )  y r e  c e n t r i f u s d  em ua ro-  
t o r  Spinco S W 40 du ran te  13 kotas a 35 .500  rpm. Luopo de  
f racc ionado  e l  g r a d i e n t e  se aSgib l a  a c t i v i d a d  d e  d i g l i e d t i d o  
qu inasa  s o b r e  a l f c u o t a r  de  50 $1 d r  cade f r acc ibu ,  , ea  coadi- 
c iones  s tandard .  A) a c t i v i d a d  d e l  sobxonadaate;  en 1Lnea pug 
t eada  s e  a u e s t r a ,  a  l a  riama @ r c a l a ,  l a  a c t i v i d a d  a i c r o t u b u l a r  
B) a c t i v i d a d  de l a  f r a e c i 6 n  r r i c ro tubu la t .  Hb r e p r e s o a t e  l a  
p o s i c i d r  de sed imentac ibn de La hamoglobiaa, u t i l i s r d r  aoro 
r e f e r e n c i a  i n t e r a a .  



s o l a  e a p e c i e ,  cuyo peso r o l e ~ u l a r  e e r h  d e  95.000. La8 d i f e -  

r e n c i a s  e a t t e  10s p+pod mo%e6~1are8  eon mBe n o t a b l e s  e i  se 

cornpavan 108-per08 r o l s c r t t l ~ r s o  proaedSo: el. de l a  a c t i v i d a d  

d e l  sobrenadaa te  es 17O.QM y l a  de, f r a c c i 6 n  m i c r o t ~ b u l a r r ~ c o -  

s i  l a  m i tad ,  90,000. Cuaads ombas s c t i v i d a d e a  ee r ep reeen tan  

en  la rnisrna e s c a l a  ( ~ i g u r a  i 7  A ) ,  puede v e r s e  q u e  l a  enzima 5 

soc iada  a microtSbulos rep regen ta  una p a r t e  muy e s p e c f f i c a  de  

l a  a c t i v i d a d  t o t a l ,  co r reeqoad i sa te  a l a  f t a c c i b n  age  l i v i a n a  

d e  l a  misma ( I f n e a  puntesdq). E l  agregado de c o l c h i c i n a  a2 

m a t e r i a l  que s e  s iembrs  no modi f ica  l a  poe i c i 6n  d e l  p i c o  de 

a c t i v i d a d  e n z i a 8 t i c a .  

En resamen, l a s  d S f e r e n c i i 8  an Is eed i rentac ibn,  ccunporta- 

mianto f r e n t e  a  c i e r t a e  ad ia ioaee  y  pH dptimo s u g i e r e n  que l a  

d i g l i c e r i d 0  pu inasa d. m i c r o t ~ b u l o e  ea una e s p e c i e  d e f i n i d a  y 

no uaa a lLcuo ta  de l a  ac t iv$dad d e l  sobrenadante .  

2 .  Ot ras  p rop ied idea  do l a  d i g l i c & r i d o  quiaasa de micro tb-  
. I .  

bu los  - 
a )  I n f l u e n c i a  de l a  aoncen t rac ibn  de aagnes io  

Las qu inasae requ ie req  para ru  q c t i v i d a d  %a p reaenc ia  de  ic 
nee d i v o l e n t e s  C $66 ) y 16  d i g l i c g r i d o  q u i n s r a  no e s  una e= 

eepc idn.  En l a  TABLA I& mortr6 pue e l  M#++ e r a  r is  e f e c t i  

vo que e l  c.++ o e l  MD", por l o  .ouhl a. r e r o I v i 6  emtuditar l a  
i a f l u e n c g a  de s u  codaen t r r c i ba  eobre l a  f o r a a a i b n  de dc ido  foe- 

f a t f d i c o ,  Para l l evar  a caBo e e t e  e x p e r b e a t o ,  dado que 10s 

tnicrotflbulocl e e  suepeeden +q b u f f e r  quo c o o t i r n e  10  ad4 C 1 2 M 8 ,  

ee agregd EDTA en  l a  aiema qoaoen t rac ibn  y luego s e  a l a d i b  l a  

can t i dad  deseada de CllWp y l a  auspens iba  de  d i p a l m i t i n a .  
En l a  Figaura 1 8  se obrorva uaa e s t x i c t a  dependencia con 1s 

concen t rac ibn  de kfgtt a conoanrrac ionee menores d r  I mM y pue 



no hay e f e c t o s  i n h i b i t o r i o a  an e l  rango  e a t u d i a d o .  A part i r  

d e  5 PM, p u e  c o r r e o p o n d e  L una xe lacFbn YB+*IATP da 25, no 

hay  v a r i a c i d n  e n  l a  i n c o ~ p o r g c i b n  aon l a  c o n c e n t x a c i b n  d e  es 
t e  i o n ,  

l i p u r a  18: Xaflue+nci. d e  1. c 'oncen t rao i6n  da 14st+sobrs l a  a e  
t i v i d a d  de  d i g l i c g r i d o  q u i n a r a  d e  m ic ro tGbu los .  A c a d a  t u b a  
c o n t s n i e n d o  10 u l  d e  r u s p s s ~ 1 6 a  d e  microtGbulom (2 arg/ml) e n  
b u f f e t  con C1 & 10 ad4 se a&re )a ron  5 p 1  d~ EDTA 20 Gl4 y $a 
c a a t i d a d  d e  CI Hg n e c @ 8 @ r i a  para  a l c a n a a t  lam eoncen t rac ione .  
i n d i c a d a a  y bu2f.r con 5 nM d r  L , 2 - d i p a l m i t i a a .  Se i ncubd  a  
30°C d u r a n t e  10 mlnu to r .  

. : ' A 1 d .  
E s t o s  r e s u l t a d o e  puadea c a m p r r a r s e  con lo. o b t e n i d o a  p a r a  

f o r f o r i l a c i d n  d e  t u b u l i n a  ea c o n d i c i o n r e  a n P l a g a e  (114). 10s 
c u a l e e  F n d i c r n  qua t r  i n c o r p o r r c i b n  no v a r f a  con  l a  c o n c e n t r a  - 
c i d n  d e  I '  M@++ ra t re  7 u (~~++ /ATP aprox imrdamente i g u a l  a 23) y 

40 mM,  p e r o  e e  manor p o r  d a b r j o  d e  e o t e  v a l o r .  



L) Espac i f  i c i d a d  hac ia  g u o l 4 t i d o a  

Para  d s t a r n i n a r  e s t a  oarao ta rLs t i . ca  se, rgrag6 11 - 3 2 ~ - ~ ~ ~  y 
s e  mi.df6 e l  e f e c t o  d e  l a  adfoibn b e  a u c l e d t i d o s  f rSoe  e n  una 

concen t rac idn  3-4 veces oayox, En l a  TABLA # se obesxva que 

todos 10s nuc led t i dos  c o a p i t r n  con e l  ATP, aunque e l  CTP y e l  

UTP mucho menos que e l  GTP, que puede raemplazar  a 1  ATP como 

dador ,  t a n t o  en l a  s c t i v f d r d  ds d i g l i c 6 r i d o  qu inasa  como de  

p r o t e f n a  quinasa rn icrotubuls, ree.  Como c o n t r o l  s e  n u e s t r a  e l  

e f e c t o  d e l  agregado de  ATP f i r l o ,  q u e  produce una di.sminuci6n 

en  l a  i n co rpo rac idn  que 10 a ' tox ima b a s f s n t e  a l a  eeperada  s e  - 
gGn e l  descenso en  l a  a c t i v i d e d  e s p e c f f i c a .  

TABLA X:  Espec i f i c i dad  hac&a l o$  nuc leb t i doe  de la8 a c t i v i d a  

des de d i g l i c e t i d o  qu inaaa y p r o t e i n a  q u i n a r a  de  m i  

cro t i ibu los  a 
Act i v idad  C X )  

D i g l i c d r i d o  P to t sSna  
qu iaasa  qu inaea  

8 F ~ ~ P - A T P  0.6 IUM' 100 100 

8 - 3 ' 2 ~ - ~ ~ ~  0 ,6  mM + UTP 2 & 68 6 4  
X - ~ ~ P - A T P  0 , 6  mM 4 ATP 2 qM 2 9 26 

El ensayo s e  r e a l i z 6  en cond i c i oneo ' s tanda rd  

La. pequeiias d i f e r e n c i a a  que re oboervaa e n t r e  e l  comporta- 

miento de l a  d i g l i c e r i d 0  quSnaea g l a  p ro tesna  qu inaea  no son 

s i g n i f i . c a t i v a s ,  dado que no re reproducen de  .manera c o a s i e t e z  
t e  e n  o t t o s  exper imentoe con l a  m i m ~  Q d i f s r e n t e  v a r i a c i g n  en 

l a  a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  d e l  nuc ledt$Qo marcado. 

c )  Dependencia de  l a  O o r f o r i l a c i d n  con r e e p e c t o  el t iempo 



. 3 

f u n o i b n  d e l  t i e r p o  r =.on V & ~ ~ P - A ~ ! P  c o r o  d a d o r  ya sa h a ' r o s -  

t r a d o  e n  l a  F i g u r a  11, PUwbto gue e l  GTP t awb i6a  p a r e c e  f u ~  

c i o n a r  como d a d a r  (TABLA -x), r e  dec id i . 6  e s t u d i a r  an d e t a i l e  

l a  i n c o r p o r a c i B n  con a a b o s  a u 4 l e 6 t i d o s  a 10s s u b s t r a t o e  end& 

genos ,  t u b u l i n a  g d i g l i c 6 y i h a .  

- .  
F i g u r a  19:  ~ n c o r p o r a c i b n  d e  "P a a u b s t r a t o 8  endbgenos 
Los m ic ro tGbu los  CZO pg)  se in b a z o P r d u r a o t e  l o e  t i m p o s  i n -  I 
d i c a d o e ,  a 30eC, con 30 JL B-"P-ATP 6 -DTP 1 8. ~ i / d ( o l )  . , !  I 
(0-0) i u c o r p o r a c i 6 n  a l f p i d o a ;  @-) i n c o r p o r a c i b n  a pro )F 

t e l n a s .  . . 

Puede o b s e r v a r s e  e n  l a  P i g u r s  19 q u e ,  e n  las c o n d i c i o a e s  ic 
d i c a d a s ,  l a  f r a n a f e r e n c i a  da 3 2 ~  a l f p i d o .  o c u r r e  apror imqda-  

mente a  l a  misma v e l o c i d a d  i a i c i a l  con 10s d o s  n u c l e b t i d o s ,  y 



I 

l a  f o a f o r i t r c ~ n  de t u ~ q m *  r r  produoa con ATP o unr  velocF- 
dad doe vaoeo .mayor qu i  ooa OTPI., 

d)  Dependencia con tr aoacantrrc i .8n de  nuc leb t i doa  

La F igura  20 r u d r t r a  l o#  r a r u l t a d o r  de I.ncorporaci.6n a  a u b ~  
t r a t a o o  enddpbnoa r d l r t i o $ a i  eoncrn t rac ionea da 5 W ~ ~ P - A T P  6 

, 
-GTP, en i n e u b f i c i . o a ~  4. ) #@il)ut.m, do mod0 que correrponden a 
ve loc idader  i a i c i a l r r  ( v a ~  Pigu ra  19).  

Piau ra  201 Ef rc to  d r  14  coacentgrc idn do nuc l r6 t i doa  r o b r r  l a q  
i n a o r ~ o x a c i d n  a r u b a t r a t o r  enddgen . Cad& punto co t r r rpond r  
a i o o u b . e i o n . . c o i ~ n u r o r  d iv lvaaa  c o n c ~ n t r a c i o -  
neo d e  nuc lod t ido  t r d i o r c t 5 v o .  (O a) i nca rpo r r c i6n  a l f p i d o r  
(@ r ) incorporac idn r p r o t o l n ~ a .  6 * t O T I ,  O () :AT? 

Alport i r  do r r t o r  d r toa  rr cr lcu lavon  l o r  v r l o r a r  de KID y Vm 



qua as a ~ u e g t x a a  en Jla TABllA S(L,  Puede verse q u a  l a  d . i g l i c 6 r i  - 
mayor p o t  GTP, m i e n t r a o  qu* l a  v e l o o i d a d  mdxlma e n  ~ s t e  c a s o  

es a p r o x h a d a m e n t e  1 / 4  qur ouando ee u s a  ATP. La a c t i v i d a d  da 
t r a n s f e r e n c i a  de  3 2 ~  a t u b d l i a a  es mayor con ATP,, y l a  a f i n i -  

dad p o t  e s f e  n u c l e b t i d o  ea tnrbign l i g e r a m e n t e  mayor que p o t  

GTP. 

TABLA XL:  P a r l m e t r o s  c i n b t i c e s  d e  lag s c t i v i d a d e s  d e  i n c o r p g  

r a c i d n  a  s u b s t r a t o s  endagenos 

Km (pH) Vm ~pmol /min /mg)  
S u b s t r a t o  ATP GTP ATP GTP 

T u b u l i n a  25 30 56 29 

- 

Los d a t o s  se o b t u v i e t o n  a p a r t i c  d e  l a  F i g u r a  20. Los v a l o r e s  
d e  KP se l e y e r o n  d i t e c t a o e n t e  s a b r e  eS e j e  d e  a b s c i s a e  cuando 
s / v -0 ,  y 10s d e  Vm se o b t u v i e r o n  c a l a u l a n d o  l a  i n v e r s a  d e  l a  
p e n d s e n t e  d e  l a  r e c t a .  

e)  T,nfluenc.ia d e l  ag regado  da  una a l t a  c o n c e n t r a c i d n  d e  

n u c l e b t i d o  f rOo 

T a l  como y a  se h a  d i c h o ,  a l g u n o s  a u t o r e s  p i e n s a n  qtae l a  d i -  

g l i c 4 r i d o  q u i n a e a  p o d r l a  for-prar p a r t e  d e  l a  ATPasa. En combi - 
n a c i d n  con una f o o f e t a e s  que h i d r o l i e a c a  e l  d c i d o  f o s f a t f d i c o  

fo rmado,  s e  o b t e n d r f a  ua r e e u l t a d o  n e t o  d e  h i d r b l i s i s  d e  ATP. 

Con e l  o b j e t o  d e  d e t e r m i n a t  b a e t a  qu6  pun to  e l  Bcido f o s f a t l -  
1 u. 

d i c o  es un i n t e r m e d i a r i o  e n  r g t a  u o t r a  r e a e c i G n ,  se c o m p r o b 8 ~  

e l  e f e c t o  d e  una i n c u b a c i 6 n  en p r e o e n a i a  d e  una a l t a  concenk tg "  A. 

c i b n  d e  ATP f r i o  s o b r e  l a  i n c o r p o r a c i d n  a  d c i d o  f o s f a t f d i c o  

Los r e s u l t a d o s  de e s t e  e w p e t i a e n t o  e e  mues t ran  e n  l a  Pigura ~l 
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Figura : Efecto de dismipuci6n de la actividad especif ica 
del K - ~ ~ P - A T P .  Se incubaeon tres series d e  tubos e n  coadi- 
ciones standard: en una, la reaccibn sa detuvo a 10s 10 m i n x  
toe; en la segunda, a 10s 10 r inu tbs  s e  agregd 10 m11 de ATP 
frgo y se incubd durante 10 r inutoe m is t  detenieudo cntonces 
la $eaccibn; la t cera se incubb duraate 20 minutoe. La COP 

centracibn de 8 -"P-ATP era 0 ,2  nM. (A-A) incorporacibn a 
l ipidos; (4---r) iqcorpotscidn a protelnas. A, substratos en- 
dbgenos ; B , substratos exbg$nos . 
- -  Puede observarse que la fosfori lacibn de diglicbridos, espg 

cialmente elbgenos, no disainuye aprecihblemente luego de 10 

minutos de incubacidn con e l  nucleltido frfo, indicando que 

el Bcido fosfatldico formado no pierde o transfiere el  fosfa- 

to. 



f )  Propisdades de sabtrketacibn de la diglicbrido qui- 

nasa y ottae act iv idades..enzimfi t ices microtubulares 

Como puede obeervarsr cn 4. Figura 22, la diglicerid0 qui- 

nesa sediments an una zo.8 4.1 grddicnte dietinta de la ATPasa 

y de la actividad rigant6 44 colchicina, pero coincideate con 

la protefna quinasa. AdeaBd, aabas sedimentan en regionee que 

no corresponden a 10s peson noleculares del mondmero o del d f -  

Figura 22: ~ed imen tac ibn  en gradisnte de sacarosa de diglic6- 
rido quinasa, protelna quinesa, adt iv idad' l igante de colchici- 
na v ATPasa de 10s microtCbuloq. Se uti l iearon la8 mismas c o e  
diciones que en la gigura '  a ? ,  pero antes de iembrar la muestra 
s e  agreg6 30 p l  de H-co lch~c iaa  y 50 p l  de hemoglobin. (90 u- 
nidades de Absorbancia a 404 nm). Las actividades se aidieron 
sobre las fracciones en la forms indicada en ~ B t o d o s ,  y la he- 
moglobina por Absorbapcia a 404 am. 

En efecto, lo= pea08 aoleeulores correspondientes a cada ac- 



t ivi.dad son: p r o t e f a a  quiaaoa y d i g l i c g r i d o  q u i n a s a ,  94.000 ;, 

ATPasa, 115.000; para 14 ~ c t i v i d r d  l i g a n t a  de  3 8 - c o l c h i c i n a ,  

140.000. 

3. D i f e r e n c i a s  e n t r s  l a  d i g l i c t r i d o  q u i n a s a  y p r o t e f n a  q u i  

n a s a  m i c r o t u b u l a r e s .  

S i  b i e n  y a  se  mos t r6  qua o t r a s  p r o t e f n a  q u i n a s a s  d e  mGsculo 

de  embr idn de  po l10  no t i e n e n ' a c t i v i d a d  de  d i g l i c d r i d o  qu ina -  

sa (TABLA VzyI), ae c o n s i d e r 6  c o n v e n i e n t e  d e f i n i r  e i  l a  d i g l i  

c g r i d o  q u i n a e a  a s o c i a d a  n r i e r o t G b u l o s  ee p o d i a  d i f e r e n c i a r  

de  l a  p r o t e f q a  q u i n a s a  m i c r o t u b u l a r ,  dado que ambaa a c t i v i d a -  

dee  sed imen tan  en l a  miewe p o e i c i d n  e n  g r a d i e n t e e  d e  s a c a r o e a  

( F i g u r a  2 2 ) .  

a) E f e c t ~  d e  d e t e r g e n t e s  y e t a n o l  s o b r a  anbae a c r a v i d a d e e  

Carno s e  o b s e r v a  en la TABLA X I I ,  s i  l a  i n c u b a c i d n  s e  r e a l i c d  I 



i r  
I .  

a d e  estss ad&c&Q@as, ss encueatran a l g u n s s  d i f e t e ~  

c i a s  s i g n i f i c a t i v a s .  

-7ABtA X Z T :  E f e c t o  d e  detar8on te .a  y e t a n o l  s o b r e  l a s  a c t i v i d a  

d e s  de  d i g l i o & r i d o  q u i n a s a  y  p r o t e f n a  q u i n a s a  m i -  
* - - ,  

c r o t u b u l a r e s  
.I 

Act i v i d a d  6 % )  
A d i c i o n e s  ~ro$a '$na  q u i n a s a  ~ i g l i c 6 r i d o  q u i n a s a  

Ninguna 

D e o x i c o l a t o  0 ,05  % 

~ e o - x i c o l a t o  0 , 2  % 

D e o x i c o l a t o  0 , s  X 

T r i t o n  N-101 0 , s  X 
T r i t o n  N-101 1 .  X 
Non ide t  P-40 0 , s  % ,. I . I #  145 I 55 

N ~ o i d e t  ?-40 $ % '" 

I I '  
' 130 

, I r l . -  .; 46 
8 1 E t a n o l  0 , s  % 180 2 , , - :  80 

E t a n o l  1 % 180 7 5 

Los e n s a y o s  se l l s v a r o n  a cqbo e n  l a  forma u s u a l ,  con  m i c r o t g  
b u l o s  de embriSn de p o l l o  ~ i s l a d o s  p o r  p r e c i p i t a c i g n  con  v i n -  
b l a s t i n a ,  y con l a s  ad i . c i oaas  que se i n d i c a n ,  

E l  d e o x i c o l a t o  i n h i b e  an mayor g r a b 0  a  l a  p t o t e l n a  q u i n a s a ,  

y  t a n t o  e l  T r i t o n  N-101 coma e l  Nonide t  P-40 inhiban a  l a  d i -  

g l i c g r i d o  q u i n a s a ,  m ien tgae  que  e s t i m u l a n  a l a  p r o t e l n a  q u i n a  

s a ,  E l  e t a n o l  e e t i m u l a  a 6 s t a  G l t i r a  e i n h i b e  un poco l a  i n -  
- -4 

c o r p o r a c i d n  a d i g l i c 6 r i d o s .  A 

q#g.-'i 
b) E f e e t o  d e  p r e i ~ e u b a c i 6 n  a d h t i n t o s  t ' empara tu ras  

Como puede  a p r e c i a r s e  en  $a Figura 23,  l a  e s t a b i l i d a d  t trrmi 
ca de ambas a c t i v i d a d e s  ena$ms t i css  es muy s e m e j a n t e ,  aunque 

l a  d i g l i c g r i d o  q u i n a s g  pateae s e t  a l g o  mbs 1 S b i l .  



F i g u r a  23: EEeato d e  ~ r e i n c i u b a o i b n  a  d i e t i n t a s  t e m p e r a t u r a s  
s o b r e  l a  p r o t e i n a  q u i n a a a  'y  U i g l i c g r i d o  q u i n a s a  d e  microt i ibu- 
10s. A l f c u o t ~ s ~  de  LO p l  d e  ' f r a c c i g n  m i c r o t u b u l a r  (20 - P g  df3 
p r o t e l n a )  se p r e i n c u b a r o n  d o r a n t e  10 minu tos  a  l a s  t e m p e r a t g  
r a s : i n d i c a d a s ,  y l u e g o  se agree6 e l  r e s t o  d e  10s r e a c t i v o s  p a  
r a  med i r  l a s  dos  a c t i v i d a d e s i  e n  c o n d i a i o n e s  s t a n d a r d ,  i a c u b a g  
do d u r a n t e  1 h o r a  a  30°C, 

c )  EfecOo de  p r e i n c u b a a i 6 n  con t r i p s i n a  .J 

Se t r a t b  de  d i f e r e n c i a r  ambae a c t i v i d a d e s  p re incubando  10s 

m i c ~ o t C b u l o s  con t r i p s i n a ,  en p r e s e n c i s  o  e n  a u e e n c i a  de  d i -  

p a l m i t i n a ,  p a r a  v e r  s i " e 1  a u b s e r s t o  de l a  d i g l i c d r i d o  qu ina-  
s a  p r o t e g f a  e s t a  a c t i v i d a d  d s l  a t a q u e  p r o t e o l f t i c o .  Loa m i -  

c r o t G b u l o s  s e  p r e i n c u b a r o n  eon t r i p s i n a  d u r a n t e  5 e i n u t o s  , 
con o  s i n  d i p a l m i t i n a ,  T r a n c u r r i d o  este  pergodo,  se agregd 
i n h i b i d o r  de  t r i p a i n a  en uas c a a t i d a d  d o b l e  a  l a  de  e n a i r a  , 

.- I .-;- 



y e e  a i i ad ie ron  10s eubst ra f~a a n  c o a c e a t t a c i o p r s  adeciuadae 

p a r a  w d i r  l a s  q u i s r s a s  

TABLA XIIT: E f e c t o  d e  p % ~ S n ~ u b a c i 6 h ' c 6 n  t r i p s i n a  s o b r e  l a s  

a c t i v i d a d a s  da p u o t e i a a  q u f n a s a  y d i g l i c 6 r i d o  . T'.' 

- -- 

A d i c i o n e s  en k c t i v i d a d  (%') 

p r e i n c u b a c i d n  ~ r o x f n a  q u i n a e a  ~ i g l i c L r i d o  q u i n a e a  

Ninguna -100 I 100 

D i p a l m i t i n a ,  5 mM 

T r i p s i n a ,  5 pg 
! 

a -- , - I ' r t l  -; '4 J-. 

D i p a l m i t i n a  5 mM + , , 1 '  
3 I 

+TsSps ina  5 pg 36 2 5  

20 p g  de  p r o t e g n a  w i c r o t u b u l a r  e n  b u f f e r  O ( - g l i c e r o f o e f a t o  d e  
s o d i o  10 mM pH 6 , 4  c o s t e a i e a d o  25 mM FNa y 40 e c e t a t o  d e  
magnes io ,  se p r e i n c u b a r o n  con &as a d i c i o n e ~  i h d i c a d a s  en  un vg  
lumen d e  40 p l ,  a 37.C dutonte 5 n i n u t o s ,  4 1  f i a  d e  10s c u e l e e  
s e  a g r e g a r o n  10 pg de  i n h i b i d o r  d e  t r i p s i n a ,  lo. s u b s t r a t o s  y 
b u f f e r  n e c e a a r i o s  p a r a  m o d i t  Ins a c t i v i d a d e a  sn forre s t a n d a r d  
incubando d u r a n t e  10 minutoe a 30°C, en un volumen f i n a l  d e  100 . - .  . . . 

En l a  TABLA XIII se Ve qur e e t e  t r a t a m i e n t o  a f e c t a  e n  forma 

simi3ar a  ambaa ac t i v idades ,  y que l a  d i p a h i t i n s  p r t c t i c a m e =  :'*4 *. 
t e  no p r o t e g e  d e l  ataqae t g f p t i c o .  .- 

. -* C *  
*I 

d )  E fec to .  d e l  a u b s t t e t ; ~  de una enziara s a b r e  l a  aptividad:. 
d e  l a  o t r a  
4 . I .  . . .  

En c a s o  que a r b a e  e c t i v i d a d c s  f o e f o r i S a n t e e  f u e r a n  en  r e a l z  - 
dad una s o l a  eneime i aeepgq$ f i cs ,  10s s u b s t r a t o a  d e b e r f a n  c o a  I 

p e t i r  por l a  misns. Coa eiqtr i d e a  se r e l i e d  un e r p e r i m e n t o  
U 

donde se e s t u d i d  e l  e f e c t a . d e  uno de  10s s u b s t r a t o s  s o b r e  l a  

o t r a  a c t i v i d a d  e n z i s l t i c a .  ' 



ZW:.  Efacto d e  10s ullPbat~a,tos eobra d . i g l i c8 r i do  qu inasa  
5~ , 

-- 

Adic iones o  G c o r b o r a c i d n  de 3 2 ~  (pmoles/r in /mg) 

A e i h  f o s f a t r d i c o  P r o t e i n a  

Ninguno 24 99 

Lae .cond ic iones  de1  ensayo son  l a e  r i smas  que e n  l a  TABLA V I .  

En l a  TABLA XIV sa obserwa que e l  pxe t ra tam ien to  con foe fo -  

l i p a s a  C lo e l  agregqado de  d lp * lm i t i na ,  que ee t imu lan  l a  i n c o t  

p r a c i b n  en bc.ido f os fa t l l d i co ,  no a f e o t a n  1s a c t i v i d a d  d e  pro 

t e f n a  qu inasa .  En e f e c t o ,  l a  i nco rpo rac idn  a  p ro tecna  (97 y 

80 paoles/min/mg r e s p e c t i v s ~ r n t e l  e e  p r6c t i camente  i g u a l  a l a  

de& con t ro l  (99 psolea/wia/mg). Lo r iemo o c u r r e  con e l  expe- 
r i r e n t o  invexso:  l a  ad i c iSn  de case fna  no a f e c t a  l a  f o s f o r i -  

l a c i b n  d e  d i g l i c g r i d o s .  S i  aabae reacc iones  p r o c e d i e r a a  por  

vSa d e l  mismo s i t i o  ac tgvo ,  Be hub ie rg  eeperado una i n h i b i c i d a  



r i z a c i b n  d e  .microt2ibulos 
2 

Las v a r i a d a s  f u n c i o n e s  qus c u a p l e n  10s mic ro tGbu los  e ~ i g e a  

que d s t o s  s e  d n c u e n t r e n  polCtner iaados o  Sean c a p a c e s  de  p o l l  

m e r i z a r ,  hecbo d a t e  que d ~ f i n e .  l a  f m p o r t a n c i a  de  l a  r e v c i d n  

de p o l i m e r i z a c i 6 n - d e s p o l ~ ~ ~ ~ e a c i 6 n ,  Se e s t u d i 6  e n t o a c e s  l a  

p o s i b l e  i n f l u e n c i a  d e  los f o s f o l r ' p i d o s  a s o c i a d o s  a mi.crotGbg 

10s s o b r e  l a  p a l i m e r i z a c i b n  de B s t o s .  La r e a c c i d n  d e  p o l i m 5  

r i z a c i b n  v i t r o  r e q u i s s e  uns t e m p e r s t u r a  c e r c a n a  a 3 7 ' C  y 

GTP, es e s t i m u l a d a  po r  s a c a r o a a  o  g l i c e r o l ,  se r e v i e r t e  a 1  

b a j a r  l a  tempeyatUra. ,y  ae Fpb ibe  p o r  e l  agregado  da c o l c h i c k  
1 

na  o  c a l c i o ,  

P u e s t o  qus 10s r i c r o t 6 b u l o s  a i s l a d o s  p o r  p r e c i p i t a c i 6 n  con 

v i n b l a s t i n a  eon i n c a p a c e s  d* p o l i m e r i a a r ,  p a r a  e s t a  p a r t e  d e l  

t r a b a j o  s e  u t i l i z a r o n  f r a c c j o n e s  m i c r o t u b u l a r e a  p r a p a r a d a s  o= 

d i a n t e  c i c l o s  de  pol i . ; r isucibn y d e s p o l i m e r i z a c f d n ,  a  p a r t i r  

de cerebra da r a t a ,  cuyo oon ten ido  a n  m ic ro tGbu los  e a  a l t o  y 

no c o n t i e n e  a c t i n a ,  

I 1. Medida d e  l a  po l i -mer igac ibn  p o r  t u r b i . d i . m e t r f a  

Une d e  l a s  fo rmas de  n e d i r  c u a n t i t a t i v a m e n t e  l a  p o l i m e r i c a -  

cio'n c o n s i s t e  en  r e g i s t r a r  el. aumento de tu rb i .dea  d e  una s o l u  - 
c i b n  de p r o t e l n a  m i c r a t u b u Z s r  cuando se l a  t r a n a f i e r e  de O'C 

En l a  P i g u r a  24  se auuestva f a  v a r i a c i d n  e n  l a  t u r b i d e r  de  

una f r a c c i 6 n  m i c r o t u b u l a r  en f u n c f 6 n  d e l  t iempo a 3 7 ' ~ .  S i  

una vez  a t c a n z a d o  e l  n i v e l , m ~ x i o o  de  t u r b i d e z  se baja l a  tern - 
p e r a t u r a ,  a q u d l l a  d iera iauye r s p i d a m s n t e  a 1  v a l o r  i n i o i a l .  S i  

a n t e s  de  e l e v a r  l a  t e m p e r a t u r a  se aiiade c o l c h i c i n a ,  no se o k  



I 

s e w s  aweatp en I. t u r b l d d ,  y l o  r L o o  o o u r r e  a i  .se figjr~ga 
c a l c i o ,  auaque l a  s d i c i d a  8 ~ t e r i o r  de l3GTA se t r a d u c e  en el 

inmedia to  increment0 ds $a 1 vrb idea,  a s l a  @%sopa ve loc idad  y 

elcaneando e l  miswo valor  r l g i ~ o  qua sxt auseaci-a de c a l c i o .  

F igora  24:  CinL t i ca  de p o ~ i m e r i e a c i b n  m ic ro tubu la r  medida por 
tu rb id imet r l ; .  Bs te  e x p a r v e n t o  se l l e v d  a cab0 en l a  forma 
d e s c r i p t a  en Mgtodos. En 408 casoa ind icadoe ,  a n t e a  d e  t r a n s  
fe r iv  l a  suspens idn de aric$otf lbuloe de 0 ° C  a 3 T Q C ,  se agrego 
c o l c h i c i n a  0 , l  rM, o Cl. Ca y i 30s 2 miputoe BGTA 2 mN . 
E l  da to  de distuinucidn 8. U s o r b a a c i a  a 1  paaar a O°C sa obtu-  
vo t r a n s f i r i e n d o  1s cubgta.e baa0 de h ie10  y a i d i e n d o  l a  Ab- 
so rbanc ia  luego de 30 seguddos y 4 a i a u t o  a  O e C .  

1 
Estos  r e s u l t a d o s  per r i te .  a f i rmo r  qua &$ aument'o en l a  t u r -  

b i dez  es rea lmeeta  uar, me4/da de IP po l ime r i zac ibn  r i c r o t u b u -  
l a r  . I 



ve rsos  detergente l f ,  qnibnSc~s, c a t i d a l c o s  y no Zbnf.cod. Lo8 

r e s u l t a d o s  Be eucuen t raa  en l a  TABLA XV, w p r e s a d o a  corn0 POX 

c e n t a j e s  d a l  n i v e l  mLximo o l c a n z a d o , y  de l a  ve loc idad  i n i c i a l  

de aumento de t u r b i d e z ,  con r espec to  a 10s c o t t e s p o n d i e a ~ e s  

a 1  ensayo s i n  ad ic ionea .  , 

TABLA XV: Efec to  de p r e i n ~ ~ b a c $ b n  con d e t e r g e n t e s  sob re  e l  - 
d e s a r r o l l o  de t u r b i d e z  ., 

Adic iones en l a  
p re incubac idn  X Abr. 4% X V i  

Ninguna 

Peo-xicolato 0,5 X 

SDS 0,Ol % 

SDS 0,l % 

gyro 1 :% 
- ,  

~ u b r 0 . i  1 % 

Noni-dst F-4Q 
T r i t o n  .X--100 

, . loo 
,420 

loo I - 
, - J 

' i 

- 

A 0 1  m l  d r  so luc ibn  de psOteLDa mic ro tubu la r  0 6  1g111) 86 
agregarou 10s defe tgen$es  en 14s concen t rac iones  fiua1.a i o -  
d i cadas ;  ss incub6 a 3 V ° C  durante $0 a i n u t o s  y luego ee t ran* 
f i t i d  e l  tuba a be30 d e  hialo du ran te  5 minutoq pa ra  p e r m i t i r  
l a  despo l ime r i zac idn ,  agrs fando luepo e l  con ten ido  de1 m i u o  
a l a  cube ta  d e l  e s p e c t r o f o t b o + t t o ,  mantenida a  37'C con 0,Sml 
de b u f f e r  de r eag regac iba ,  i n i c i a n d o  entoncee e 3  r e g i a t r o .  

Como puade obes rva rse ,  a 1  c e t i l  trimetil aaon io  (GI*) y e l  

dodecsl s .u l f e to  ds s o d i o  pxoducen una marcada Fnh ib i c i ba  8e 

l a  t u r b i d e z  .; e l  Lubtol y e l  Tween 20 provacaa uu aumento 
en l a  ve loc idad  .in i n f l u b  eq e l  v d a r  mSxho;  el T r i t o n ,  y 
espec ia lmente  el N0nide.t F-40 aet imu lan  l a  t u r b i d e z  ., ag 



Puesto que e l  deox i co la$~  produoSa cithuXaci.6n a uaa conceg 
t rac iSn relqtSvamente 5aj*r e 'decSdg6 a.atud&au e l  efecto de 

la concentraciBa del ori'ara, . 

Figura 2 5 :  Hfecto d s l a  conceot tac i6n de d rox ico la to  sobre Sa 
t u r b i d e z  m6xima ~ l ~ e a e a y o  be sfectud en l a8  coad ic iones ind i *  

Ladas en' l a  TABLA XV. 

En l a  F i g u t a  25 puede verre que e l  e f e c t o  de er t imulsc ibn se 

produce en un rango muy eetrechs de oonoentreci6n d e l  de te tgez  

te, y que Bate inhibe e t  dqra t to l lo  de tu rb idez  a c o n c g n t r a c i ~  

nes mayorss. . . 

c )  Efecto de preincubqcibxi con f os fo l i paeae  ! 

En primer termin0 4 ge anqayd ed a f e c t o  de preincubaoibn con .. . 



f o r f  o lFp r@o D @i+vrr 36)!. qp gbuerv$adoae n4gnpa r n o d ~ ~ c a c i d n  
en 1s cbBt i .c r  turbidimitr ice. $4 ambargo, curndn em pr8-, 
iseubaba en prerencia d6 t@lf 0$ip8@a b 7 deoxicolato b uoa cog 

centracibn on que i r t e  ' e r t $ i u l ~  La r r acc~6n ) .  go producSr una 
marcad. iubibicibn.. qua pod(* f ~ p e d i r s e  ade.au .~*e#ab. 
l e c i t i n a .  

l igugr  26:  gfec to  de preincubaci6n con f o ~ b o l i ~ a a a  D (8% 
eobra ~tatuzb*' . La. c ~ u d i c i o a e s  # i n  l a#  mima# 
i n  l a  TABLA-~S s i ~ u i o n t e a  adici-ones en l a  prafncuba- 
cibn.: * C c  ) eingun,a+; GI*~  d a o ~ i c o l a t o  de ~ o d i o  0.1 X ;  
1 u del.foa.iali,para D uolu* o b i r e  adem1g con lecifiaa 4.2 N., 
deoricolato 0 .1  Z; , ) 4 B de fo~fo l ip tb8a D y d ~ o q i c o l a t o  
0.1 ' X *  

 ado que I a a ' p r ~ p ~ r a c i o ~ ~ a  comerc ia le~ de foafol ipaaae (Sat. 



err d e  Sigma) son ore4atLtrmratcp iagurr)o, 60 c o a e i d r r i  ooava- 
rrtrdto.'oaatrolax que (3 M c ~ i t ~  obaarvrdo na as debcera a ac- 
t$v idade# e a t i r 6 t i c a i .  c a a t . u i n r a t r r ' ,  a pedar d a  l a  "protccc- 
.c i6nW p o t  l e c i t i n a .  Puarto quo l a  polSarer isaciBn raquSara fa  
pte rencS8 .d+ GTP, s o  invaqtJg4 l r  ace i v i dad  d a  f o a t r t a r a  d e  
l a  ptopa taa ibn .  e n c o a t r l ~ d o r e  quo e ta  bastant .  a l t a ,  p u u  h.& 

b t o l 5 t a b a  l a  t o t a l i d a d  493 GTP es l o r  10 minutoe d a  incuba- 
c i d n  L A  v Sm h r l l b  a d u h  que e r t a  a c t i v i d a d  f oaf at& 

mica* re i a b i b l a  da man.ra r u b r t a n c i a l  por  e l  a8ragado da i ~ a  

SO r W ,  qua 8e agrep6 ro tonca r  en l o o  cnrqyoa,  dado $u@ p r l c -  
t$e,rrraata no a foc tabb  1@ 8ctSv4d.d do f o r f o l i p r r r .  

VABLA-XVL: ActSvidad da  fo r fc r ta ra  de l a  f o r f o l i p a r r  D y r u  
e f e c t o  r o b t a  e.1 d r r a r r o l l o  de t u r b i d e r  m ic ro tubu la r  

Act iv id rd  d+ Ac t i v idad  de  . M$vrl d e  AdLcLonar en  l a  f o r f o l i p a r a  t u rb idex  ' 
pro).cu4acida ( X  010 . h i d ~ o l )  co l&n& u Ab8. r tr .  j 

l i b s r a d a )  

1 U PLD + PNa 5- 70 . . 

5 U PLD + F l a  4 2 .  I : 96 80 

1 . U . PLD + F l a  -20- .S I Boa 7 7  - 
b a r  8ctividad.8 .en.iaitLc&r ae n i d i e r o n  como r a  i n d i o a  en  rLtg 
d o r ,  y l r  turb idex en $46 cond lc ioaee  d e  l a  TABLA XY,con 
: i iaoxfcolato 0, L X .an todo@ l o r d  caroe.  

1Ca a r t a r  cond ic ioner  (10 .oM, PNa), l a  i n h i b i c i d n  dr l a  

turb' idez pltodub$da pox l a  fo r foS ipaoa  D, di.rarSnuyd de up 60% 

-JL-$* 

I t . 5  come era p r o b a b l i  qu, \r f o r f o l i p a a a  ea tuv i&ka  a d u l r  =oatI 

r i a r d r  aoa p t o t r a r a e ,  uc plrabd *1 t r a t a m i a n t o  con f a a i l  . r u $ i l  

ptot.arar (167,168). per0 l o r  r e r u l t a d o a  t u e r o n  & n a o n r i r t e n t e r .  



* r 
~ n t o n h e a  oe preLncubaron alG'uifLaa de p r o t c h a  r i . c r o t u b u l a r  

con d k t i * t a r  prrp.racibncld'de XosfoLLpaaas .y .a a u b r q r o n  

I h e g o  en geled 46 pol5acl~E-$m$dr) ( ~ i g u r a  27). 

P i s u r a  27: E l e c t r o f o r e o i a  asp. de pol iacr i lamida-8DS de p r p  
e f n a  .micro tubu la t  t r a t a d a  cop d i v e r s a e  enzimag. Se oembraron 
0 p g  de p r o t e f n a  microtubulaq pre incubada con 1.6 e n ~ i m a e  que  

se i n d i c a n ,  La e l e c t ~ o f o r e a i i  se r e s l i e d  en i a a  cdad ic ionee  ' 

d e r c r i p t a s  en W€codo.. 1 )Fog fo t i pa ra  D ( ~ a l b i o c h ~ ~ ) ;  2 )  ~ i c r o -  
tObuloa preincubadoe con Fosf o l i p a e a  D (~a lb ioohem)  ; 3) Poafo- 
lip... D (sigma) ; ' 9) m i . c r o t % b ~ l o ~  prei'ncubadog COD Bosf o l i p a o a .  
D (s igma);  5) l ipa.a d e  g e r ~ e n  de t r i g o ;  6 )  micto tObulo i  p re in -  
cubador c o n . l i p a s a ;  7)micxotbbuloe; 8) microtCbuloo pre$ncuba.- 
doe con t r i p e i n a .  

En l a  f o t o g 8 a f G  puade obeervaree que l a  pre incubac ibn  con 

t r i p s g n a  peovooa I a  desapar$.cibn p a r c i a l  de una do 1.8 bandas 

de t u b u l i a a ,  con l a  c o r ~ e r p o n d l e n t a  a p a r i c i d a  d g  o t r a e  d e  me- 

' , ! . r; " I lk 



trar geoo a o l e c u l a x .  La berl?c ,.paoa D CSigra) pxoduoa ua efoc tc  

anglogo, - m b n t x a s  que. 16  dr, Calbinohea y l a  l i p a a g  no modi.fi.can 

de satrera sv idente .  Sa -mouiLi.dad o f n t e d s i d s d  d e  l a a  ba'ndas pro- 

Con e s t a a  an teceden tes  sq prob6 e l  e f e c t o  de l a  p repa rac idn  

de f o s f o l i p a s a  D ~ ~ a 1 b i o c h e r ) s o b r e  e l  d e s a r v o l l o  de  t u r b i d e c ,  

comprobSndose que 9 en pree'encia de NaP 10 mH - no a d l o  no ha- 
b i a  i a b i b i c i 3 a  e o  e s t s  p a r h e t r o  (TABLA X V I T ) .  s i n 0  una a c t i v a  

TABLA XVIL: Efecto  de pre incubac idn con Fos fo l i pasa  D en  pre- 

aenc ia  de NaP r o b r e  e l  d e s a r r o l l o  de t u r b i d e a  

-- - - 
I : . ,  . 

~ d i c i o n e s  en l a  Turbidez 
pre incubac idn X mBx Abe X .  V i  

Ninguna 1OQ 100 

PLD (Sigma) (1U) . $ 40 9 5  
I I 

PLD ( ~ a l b i o c h a a )  ( 1 ~ )  r m 80 98 

NeF 10 mW +im'  I 4 100 98 
A ,  

+ PLD (sigma) (1U) 1 2  >- 80 118 

" + PLD ( ~ a l b i o c h e m )  (1U) 120 125 

Se u t i l i e a r o n  l a 8  missae cond ic iones q u e  en  l a  F igura  26 ,  con 
0 . 1  X deox i co la to  en tados  toe caaoe. 

Eatos  resu l ta&ui  puedgft axplicarde sn base a  que e l  e f e c t o  ig 
h i b i t o r i o  obserftado i n i c i a l a e n t e ,  con l a  f oef o l i p a e a  D (sigma) 

e r a  ene.grgb p a r t e  debido a, coao se v i o  a n t e s ,  l a  a o t i v i d a d  de 

f o e f a t a e a  i a h i b i b t e  por NaF, el xes to  a  p ro teasa .  Cuando ee 

u t i l i ~ a  l a  p reparac idn  de Calbiocbem,que no p r e a e n t a  a c t i v i d e d  

de p ro teaaa  (en ge lee  de  p o i i ~ c r i l m i d a )  y cuya a c t i v i d a d  de f o ~  

f a t e s @  ae puede i n b i b i t  con MaP, e e  r e v e l a  e l  verdadero e f e z  
t o  dc. l a  f o a f o l i p a a a  D, qu. e s  de e ~ t . i k u ~ a c i d n .  Lor n i v e l e a  de 

e a t i r u l a c i l n  d e l  des.rrol lo de' t u r b i d e e  qua a e  o b t i e a e n  depen- 

den sdemss d e l  l o t e  de f o o f o l i p a e a ,  como e i  l a  con tan inac idn  



It' r 

con p ro teaaa  f u e r a  uaxC9bteo, 
-- L 1 

En ' la  TABLA JCVIIZ sk >tau 3 ~ 6  - e $ a t o a  de p r ~ c u b a c i o n e a  en . - 

pzes6viclrr de dive-reas eaf)$,ms deg'vadat ivaa de f osf 01lp idoa.La 

l igasr  de geraen d r  t r i g o ,  fagfo l ipssa C y foo.foli.pasa D &a& . - 
biocbem) e s t h u l a n  e l  d e e e r r o l l o  de t u rb ideo ;  14 f o a f ~ l Q i a s a  A 

de pbac teas  porcSno no pxoduce s f e c t a  y l a  b o v b a  l o  i nh ihe .  

3 
Ambas plcepaxaOiones de . f oe fo l i pasa  A son  a l t a m e n t i  ' pu r i f i cadsa  

y puede. asegu ra rse  l a  auqenc ia  de p r o t e a s a s  y f o o f a t a e a s .  

3ABI.A. XVILI: E fea to  de  p te incubac ibn  co 

b r e  e l  d e s a t t o l l o  de t u r b i d e e  r i c r o t u b u l a r  - .  - ' T  
I 

AdScionee en l a  Turbidez 

Ninguna 100 -1 00 

C r C I Z  .I .B  J( 98 96 

" t PtC 8 0 p g  137 162 
" + PLD (Xalbiochem) 1 U 126 130 

rr + PLA Gbovi.na) SO pg 56 51 

+ PLA ( p o r c i s a )  40 )re 99 98 

Lipasa 40 pg 120 1 4 5  
-- T 

&as cond ic iones  SOB l a @  ~ r i s l ~ a ~  que en l a  TABLA -XflII.Antera d e  
Baear a 1  espec t ro fo t6met ro  8s sgregb  EGTA 4 mM a cads  muestra.  1 

d )  Efecto  de  preSncubacidn con l l p i d o s  ~ x d g e n o s  

Dado que algunoa de texgea tes  y t r a t a a i e n t o e  con enaimas que 

r ~ t 6 a n  s o b r e  10s f o e f o l l g i d o s  a l t e r a n  e l  d e s a r t o l l o  de t u r b i -  
de r  m&crotubular ,  oe probe aobte e l  aiamo e l  e fe .c to  d e l  agre-  
@ado d e  l l i i d o s  exbgenos. 

En l a  TABLA X U  oe ns q u l  $8 l e c i t i n a  no t i e n e  e f s c t o ,  m i e ~  
t r a a  qve l a  l i s o l e c l t % n q  inhibe ..... err . , f ,o-~3a 4.egeqdienta .con +I l a  



TABLA X I X :  B f e a t o  d e  p r e ~ ~ a u b e c i b a  con  14p idoo  a b g e n o a  s o b r e  - -  - 
e l  d e s a r r o l l o  8s t u r b i d e e  m i c r o t u b u l a r  

A d i c i o n e s  e n  l a  Burb idek  
p t e i n c u b a c i d a  X tn8;x. Aba X V i  

C a r d i o l i p i n a  1 mM 
II + CIZMg 2 rW 22 89 

D i p s l r i t i n a  1 rH 110 130 

D i o l e f p a  1 -mM 98 98 

E x t r a c t o  l i p S d i c o  o i c r o t G b u l o s  99 503 

Las  c o q d i c i o u e s  eon 141 miowas que e n  l a  TABLA XV, El extract0 
l i p f d i c o  de  r i c i o t G b u l o e  coz re rponde  a 1,5  mg d e  p v o t e s a a .  

La c a r d i o l i p i n a  p roduce tambi&n una n o t a b l e  i n h i b i c i b a ,  que 

no puede e x p l i c a r s e  poy wn p o a i b l s  s e c u e s t r o  d e 5  t4$'+ n e c e s a r i o  

p a r a  l a  p o l i m e r i z a c i b n ,  pues  e i  e e  a g r e g a  c a r d i o l i p i n a  y una c o ~  

c e n t r a c i b i  db MgCll que d u p l i o a  l a  d e  a q u $ l l a l  l a  i n h i b i c i b n  

tambign se v e r i f l c a .  Cqaado sa p r e i n c u b a  con d i p a l a i t l a a  e e  ok 
e e r v a  una l i g e r a  e a t i a u l a c i d n ,  a i e n t r a s  que e l  agregado  d e  un 

e x t r a c t 0  l i p f d i c o  a b t e n i d o  a p a r t i r  d e  m i c r o t b b u l o 8  no p r o d u j o  

n i n ~ d n  e f e c t o .  

e )  P o l i m e t i z a c i 6 n  d d ~ r i c r o t 8 b u l o o  p repe radoe  e n  p t e e e n c i a  
de  d e t e r g e n t e .  

Lots r e s u l t a d o s  r o 8 t r a d o 4  b a s t a  e l  momento p a b e e n  i a d i c q r  que 

l o e  f o s f o l i p i d o e  te r rd r fau  un p a p e l  regu lado l :  en 14 p o S i a e r i . t a -  

c i d n  d e .  mic ro tGbu loe  , mbs c o n c r r  t o n e n t e ,  d e  1 i n F t a d o r e s  d e  l a  

I -  , 

L 



dS6 l a  pteparaoiba @dr i i ~ r ~ t 0 b u l o e  e n  g t u e o o k  da uo, d.tirg*n -. 
te, para o l i t e n r r l o g  d u ; r o p t . t o a ' d *  f o a f  o l & i d o r ,  a u n p e  Yuara 

0 . 2  4 6 
t immpo, min. 

P i e u r a  2 a ~ u r b i d i m e t r f a .  de aricrotGbuLos pceparradoe con Moai- 
d e t  P-40 1%. Las o o n d i u i ~ n e e  eon l a s  mi.so~eia que e n  laTABLA 
xIX . - ) s  microttibu10(1 s t r rndard ;  d*-***)  , m i c r o t a b u l o e  a t a n  
d a r d  p r t i .ncubados  con e r t ~ 8 c t o  l i p l d i c o  d e  m i c r o t l b u l o e ;  (---OF, 
.t~icrotbbuJ.oa Non ida t  P-40; (-*-*-*), ~ i c r o t i i b u l o e  NoaSdet P-40 pr= 
i ncubados  con e x t r a c t 0  1 ioLd ioo .  

e n  foxma p a r c i a l ,  P a r a  6 e t o  o e  e l i g i 6  el Woni.det' ~ - 4 0  , dado 

qve ee un d e t e r g e p t e  suy quawe y su a d i o i b a  e8timu5aba el desa - A 
r r o l l o  de t u x b i d e e  CTABLA -XV). &a p r e p a r a c i d n  ge llev6 a cabo 

e n  l a  forma d e s c x i p t a  en MBtodos, ag reaando  e l  dateugente jpa- 
3 1  



to. con 4, g & & ~ e t o l ~  pa- d$8 is ra t&o  d a l  .aedFa dugan te  '1- o m  v 

trUugac&oaorr p o r t a x i o x d ,  . 
4 .  

La caa t fdad  d s  t ubu lSu8 ,a&be~Lda  err prcrpaxaa56aaa' realirra - 
d a s  en prsqena%a y em ruaepcrla d e l  d e t e f g e n t e  ecr pvi ia t icaren-  
tei. l a  misra;  l a  dSfer'strdr rcuaca fue r a y o r  d e  un 10 IX1 a f avo r  
de una u o t r a  p reparac f6ar  De t oda r  r a n e r a s ,  p a r a  108 e p e r i  
mentoe d e t a l l a d o r  a con t ing ro ibn ,  srrbae eo luc ioaee  de t u b u l i -  
aa s a  dic$uysfon de..wanera t r l  qua t u v i e r a n  exactmeate l a  m i 5  

Cow r e  obucsjcua ms 3a f$grrra 38, $8 f r a a c i d a  ~ i c r o t u b u l a r  ob - 
t e n i d a  e n  prseeacLa d r  #on$d+t 3-40 a loanaa  una a a y o r  t u rb ideg  

1 .  

y cr -mayor: ve loc idad  que 3r .prrperada en  f o rna  a tatadatd, Ada- 
,. 

..#a, . .  1. p r e h ~ u b ; c i b n  da i r i  preparac iadea  con un e x t r a c t 0  ig 
pgdico ob ten ido  a p a t t i r  d r  r S c r o t a b u l o r  s ta t ldard ,  deatruye . . 
eat; e h d t o  d.  u t k u l a c ~ 6 u . d e  &a tuzbide. en I. f r r c c i d a  ob- 

. . 
t e a i d a  en  pxe reac ia  d e  d.tmF8e+nt.. ' ~ x r i n c u b a n d o  ooa lecitina 
se o b t h n c  un reeuLtade ue&$ante b o  i n c l u i d o  em la Figura).  

2 .  Wedids ' d e  l a  polimexLsacLbn p a r  v i ~ e o a i s e t r l a  

Dado qua, ooro ~e dFaoute  en 5a ZutxoducaL6n, a )  3a tuxb ide& 
depende d e  Ja -assa  d e  -aoabrero sue +e snauemtra po2i3~er faada y 

a o  d e l  l a r 8 o  d.eJ pol ihsxo p b) Z a - w a s a , t o t a l  de  t u b u l i a a  ob ts -  
aid* ea aqssnat;o, o en p r a r e q c h  ,de d r t a ~ g e n t e  era pr9crt icamrs- 
&c i a  m h a  an amboa e a a e ~  hid. ~ u p r q ) ,  8% se producSa un e - 
f i c t o  aobr, Sa ~ o l i w u l . a o t $ s ,  a o  podrCa d e t 6 c h r r r e  ;or furbi- 
d h s t t f . 8 .  

Ua mbt.040 qua p-itp de@+c$ar v a r i s o i o n a r  on 54 l opg i t ud  d e  
9 

10. p o l f k e r o r  torrador r# li v b a o r i . a t r ? a , , y  re jug66 $ue p r g  
b a b l u e n t a  d e + t @ ~ 8 e o t e  LacJuido en. l a  p r e p a ~ a c $ b n  af ect i ra  

\ 

erte p ~ r 6 g e t r o .  



g iaupa  29: p e e a r r o l l o  de v i s c o ~ i d a d  de micro tbbu loa prepar,  
40s en ausenc ia ' (A)  y en p t e s e n c i a 5 ( b )  d e  Monidet P-40 1%. 
Lir a i d i c t o n e e  de v iadoe ldad de  18. pveparac iones (15 mg1.1) 
re l l e v a r o n  s cabo coao oe $adios ea HCtodoe, ya  sea d i r e c t =  

., .ante ( 0  ,. ), en prerenci**d'e Rooidet P-40 1 I ( A,* )  o de  
o d l c b i o i a a  O B I  11H 4 0,1 ). 

Loa r e r u l t a d o 8  de e x p e r i m $ a t o a * r e ~ l i r a Q o r  coo e a t a  metodolo 

g f a  ven en l a  P i f i u t r  2 @  J e s f i n  expreaador  como v a r i a c i o -  

nee de l a  v iscoa idad  a rpec$ f i ca  ea func i6n  dm1 t iempo a 3 7 . C ~  
1; d e c i r ,  toda +;t pue oc midi6 v i oc&~ idad  en p r e s e n c i a  de  

@llKGn a ~ i ~ r i g a d o ~  decrC#rnt@ Q c o l c h i c i n a  por ejr.pJo, I. corn- 



par6 con e l  i iempo de  e r c u r r i w & e i t o  d e l  b u f f e r  a1 qua e e  l e  

h ieo  1s aiaoa s d i c i b p .  * 

Puede v e r s e  que l a  c o l c h i ~ & r  i n h i b e  l a  p o l i m e r i ~ a c i b n  de  

ambos e x t r q c t o e  a i c r o t u b u l a r e e ,  y  que l a  p r e e e n c i a  d e  Noni- 
d e t  P-40 en e l  ensayo produce ua aumento en  l a  ve loc idad  de  
d e e a r r o l l o  de v iscoe id4d  p p r b c ~ i c a m e n t e  una d u p l i c a c i d n  d e l  
v a l o r  f i n a l  a lcancado.  Cuaado e l  d e t e r g e n t e  e e  agrega  a t  es 
t r a c t o  ys poJimer i rqdo,  o sea cuando 3s v i s c o s i d a d  a8  cone- 

tante., Q s t a  aumenta nuevamente. E l  d e o a r r o l l o  d e  v iscod idad  
de  r i c r o t 6 b i ~ J . 9 ~  preparador  en  p reeenc ia  de  Nonidet P-40 ae  

produas a qna ve3ocidad a+yor y a l canza  un v a l o r  f i n a l  t aa -  

b$Bn bayor  que 10s obtsn idoo en f o r n a  s t a n d a r d ,  S i  e l  enea- 
go a e  S leva a cabo aderbq an p r e s e a c i a  d e l  d e t e r g e q t e ,  se eE 

t i h u i r  a 6  mi; e l  d k a a r r o l l o  dp i$&oe idad ,  y  a(ragitndo10 so 
bte l a  p t e p a t a c i 6 a  ya pa l imes iaada ,  produce un nuevo ~ u a e a t o  
e~ 1. v i a o o ~ i d a d .  Todor e s r o i  d e s a r r o l l o s  d e  v ieco8 idad r& 

Con e l  o b j e t o  de  de te rminar  s i  e l  e f e c t o  observedo con l a  
preparac idn  inc luyeado e l  Uonidet P-40 era exc lue i vo  d e  e e t e  
de tecgen te  o e r a  mSs l e n e r a l ,  y  s i  e x i s t i a  una c o r r e l a c i b n  

d i r e c t s  e n t r e  e l  con ted ido  en f o s f o l f p i d o s  y 56 v iecop idad  d= 
e a r r o l l a d a  p a r  l a '  p r e p a i ~ e i o n e s ,  8.' p repa ra ton  mierot i ibu los 

en p reaenc ia  de  diverso. h a t e r g e n t e e  cuyos e fac to .  sob ra  e l  

d e r a i r o l l o  d e  t u r b i d p i  de p tepa rac iones  e tanda rd  ya hab lan  a& 
do es tud iados  (TABLA XV)  . 

gq i a  TABLA UI se abeerya qu. e L , ' ~ d n i d e t  P-40 es e l  m i s  eiL 
c i e n t e  en  buaat.0 'a 1. .~t t .ccidi t  6; f s e f o l ~ p i d o s , ,  7 10s mic ro  
' t dbu los  p repa rados4  C O ~  61 i l can&n  l a  mayor vi.co.idad f in.1. 

E l  Ryro y e l  T r i t o n  N-101 no ert rara l o 6  f o e f o l $ p i d o s - d e  1as 
preparac ioner  a i c r o t u b u l a t e r  r e s p e c t i y a e ,  cuya t iecoeSdad f i -  

n a l  no d i f i e r e  d e  18 s$crasada por  l a  p r e p a ~ a c i 6 n  s tandard.B l  
Tween 20 t i e n e  r e a o r  c s p s ~ i d a d  e x t r a c t j v a  que e l  Nonidet P-40 

y l a  p ~ e p a r a c i b n  cor ra rpood$aa te  a l c a a r a  yaa  v i rcoeSdad nenor 
que con aquLS, pero  o u b s t r a c i a l a e n t e  mayor que 3a e tanda rd .  



TABLA 1Ut t f t&scosidad p ~oaC..a'Uo en f oaf 01Cpidoe d e  t u b u l i n a  
.;&if i c a d a  ~ n - ~ u a r i o i a  d e  d l v e t r d r  det.r*entk.  

- - .  

Staadard 4 19 0.7.1 
NonLdet P-49 -1 X . 4.1 *5  ' 0',14 
Tween '20 0 ,6  % 8,2 0.36 
Tt i - tqa N-$01 '5,6' 0 . 7 1  
Kyvo 5 X dm3 0 , 7 2  

- ,-- 

J e  i a d i o a a  l a 6  coacent rac fonee da d e t e r g e a t e  u t i l i r a d s s  durao- 
te  ' l a  prepatacL6e.' La c o a c a a t ~ 4 c i 6 a  de p r o t e f a a a  d e  todae l a s  
p reparac ionee  as de I.~,w$/IRL. Se r i d i d  l a  v iacos idad  a lcaaz+  
da luego  d e  igcubar  l a r  n u a a t r a r  a 3 7 @ C  d u r a n t e  40 m i n u t o e , c u a ~  
do el  v a l o r  de aqud1I.a ya 08 cona tan te .  ' S e  'ext rcajeroa 10s f o s  
f o l l p i d o s  de ~ l t c u o t a u  do 3.6 &amaa r u e a t r a g  como r e  i n d i c a  % 
) l i todor  y re .midi6 f6o fo ro  SipoooJ.uble ; por e l  m6todo d e  Hess y 
Oarr dS56L. 

I 
1 

Al8uage dL 1.0' caractet~rtiDrr . 
, .  

d.1 ef e c t o  d e  d e t e r g e n t e s  se 
w t u d i a r o n  con mLta d e t p l l r ,  para '10 cue$ se utLli.6 l a  t u b u l i -  

na oEten ida  en p r e s e a c i a  dr Noaidet P-40, por e a r  6 a t a  l a  que 
pxssanta e l  s f s c t o  nbiwwg, &a p r k e r  t€rmij\o sa i n v e a t i g d  a i  
l a  accS8n d e l  d e t e r g e n t 6  oa dqbEa q que Bate a l t e r a b a  l a  pro- 
p o ~ c i k a  d. aJ,*una de  la6 p z ~ t e S n a a  que acompaiian a la t u b u l i n a  
duxan t r  ou p u r i f i c a c i b a  y que puedoe teaer a l g f a  r o l  en  s u  po- 
l fmeuiaaciba,  Pars e l l o  e r  r o r e t i e x o n  a a l e c t r o f o r e s i s  en g= 

de p o l i a c r i l u i d r  'cod didecS1 e u l f r t o  de  s o d i o  mues t rae  de' 

eqbuliaa prepwad. an f o a r  etaodard  y con Nonidet P-40 ( J i l u -  
t 8  3 0 ) .  Lor r rsu l t r rdoa ab tqn ido r  h d L c a n  qua ao bay v a r i a c i o -  
a.8 ea $as b rada r  proteiorr  cor teapond ien teo  a r a t e r i a l  de al-  

t o  p@$@ mol@culas, cUy8 S * , ~ ~ t a ~ c i a  e n  l a  r e a c c i b n  de p o l b e r i  - 
#a0164 eat& avaladr) pot earSd+nciaa' expe r@sa ta lea  U 6 9 ,  170).  



Figure 3 0 :  ~ l e o t r o f o r s s i s  8.A,&I.t de 10 X poZiecrilemida-SDS d e  
f racciones microtubular~r 'obtenidae'sia y coaWoaidet' P-40. Se 
rambraroa 40p8 de proteZna e n . u b o u  caeos,  y l a  co l r i da  elec- 
t ro forgt ica e e  l l e v 6  a carbo en la forma d e s ~ r i p t a  en Mbtodoar. 
1 )  aicrotdbulos standard; 2 )  mictot6buloe Nonidet P-40.  

.Ds l a  micl laranera, por i icroscopLa e l ec t t l n i cq  puede apre 4 

c ia ree  qua t o e  microtQbulo8 poSioerimados ia v i t r o  a par t i r  de 
-baa preparecigar. .on i d in t i coa .  en g u  aapecto &ern1 t~ .a- 

trrrctura f i n a  ( ~ i g u r a  31) .  





I '7 %a 

; -,Ccmo ya'tse hq r ) c a ~ i O ~ a d o ,  &IS oonmmtxac&ontm p r o t o b e .  d o  

p r e p a r a o i o n u  a L r o t u b , u l a r e a  ohfsaidas ad ausmicL. o an pxta- 

I seacSa de WoaLdet P d O  d i f& t t ra  66.10 en La -1Q X p a1  s a a t .  

Dado pue el mayor grad0 de+ v i scoa idad  a lcanrado  po r  l a  prep* 

I rac56a con detsrgeute indtcalega l a  Oo~:macibn de. m i c ~ o t b b u l o s  1 FA+ 5:. W c  -m8s l exqos ,  , a i  l a  aasa  to$sZ de 10s arismos ss a a n t e n b  i g u s l  
* r 

I 
. q ~ b  3.8 de ~ ~ c x o t f b u l ~ u  standa'td en lag cond i c i onas  d t s - l a  wig 
o o s h e t r g a ,  se dec id ib  p ro fuad iaa r  e s t s  punto. Pa ra  e l l o  as 

1 .  

, mid i6  p o l i k ~ r ' i z a c l d n  por  .ed$meataciba d e  10s r i e r o t 5 b u l o s  a 1  

I misolo tSeo~po que  por  xiscorll jre.tr$a (TABLA XXL). Las cond i  .- 

c iones  d e  c e n t r i f u g a c i d n  roa trles qus 10s r i c r o t G b u l o s  se- 

dimentan cuan t i t a t i va l aan te ,  segGp Johnson y Bor isy  (47-1) 

TABLA XKI: Medida de l a  po l i ue r3zac ibn  microtubuPar por  cen 

t r i f u g a c i g n  J coe imet r$a 

Contenido en p r o t e l a a s  
d e o ~ u 6 e  de sed imentac idn  

Pxp. #a TubulSse 7 .SF* P r e c i p i t a d o  Sobrenadante  

mg mg 8 %  . - - .  
Standard 9 4  9 , 8  687 

Nonidet P-49 16,6  10,O 6 ~ 9  

2 Standard 7 ,s  9 ~ 5  6 , 6  
Nonidet P-40 13,4 9 ~ 3  6 8 9  

1 m l  d e ' f r a c c i b n  m ic ro tubu le r  p u r i f i c a d a  e n  ausenc ia  o en  pre-  
oenc ia  de Nonidet B-40 (17  ag prote$na/ml  en  el Experimento 1 
y 16,5  mg/ml en e l  Expet imento 2) s e  c e n t r i f u g e t o n  d u r a n t e  20 

p r o t e i n a s  en e l  sobrenadqnte  y e l  p t e c i p i t a d o .  Se mid i6  ademas 
minutos a 28.000 x g y a 3 S e C  y e e  midi6 luego La a a n t i d a d  de , 

l a  v i scoe idad  a lcaaeada  po t  a l f c u o t a s  de l a s  mismae p t e p a t a c i o  
nee luego de i n c ~ b a r l a e  a 37'C du ran te  40 minutoa. I 

En rwbos erper imen tos  1. ~ L s e o s i d a d  f i n a l  a l canoada  por  l a  . *  
.( 

p repa rac ibn  coh d r t e r g e n t e  p rPc t i cameate  d u p l i c a  l a  cor respond  
d i e n t e  a l a  p repa rac ida  s t a n d a r d ,  peronno hay d i f e r e n c i a s  en 

1s mas4 de  p'roteinaa que s e d i a e s t a  a& c e n t r i f u g e r .  



Se h a  s e n c i o n a d o  l a  p o c i b l e  p a r t i c i p a o i d n  40 l a a  activicla- 
d e s  s n r i w b t i c a s  rrsoc5adao a anLcvotdbuloa en. l a  regu l t r c i bn  d e  
l a  p o l i w e r i . a c i l n  0 5 0 ) .  Dado qua 10s m i c r o t d b u l o a  ? r e p a r a -  

doa e n  p r e e e n c f a  de  Non ide t  P-40 p o l i m e r i z s n  e n  a a y o r  g rado ,  
se m i d i e r o n  e o t a a  a c t i v i d a d e e  e n  una preparac i .6q  da @ a t e  ti- 
po , cbmprrando con  un4 p r e p a r a c i b n  s t a n d a r d  (TABLA 3x11) . 

La p r s s s n o i a  d e  Noni..dst P-40 a f e c t a  . ia  f o s f o ~ i ~ a c i b n  de  

l a  t u b u l i n a  s t a n d a r d ,  aunque e s t r m u l a  l a  p o l i m e r i & a c ~ 6 n o  La 
t u b u l i ~ a  WonSdet P.40 a e  f o s f o r & l g  un 25 X auenas que l a  stan - ! i t d a r d ,  y e t  agregado  u l t e r i o r  de d e t e r g e n t e  disminuye trda mlrs 
r a t e  v a l o r .  Algo e i r r rJ lar  se o b s e r v a  cuandci ee wUs l a  a c t i -  
v i d a d  de- p r o t e s n a  q u i n a s a  con c a a e f n e  ccomo e u b a t r a t o .  La '0% 

p a c i d a d  dg unSr c o l c M c $ n s  PO se ve a f e c t a d a .  
El NonLdet P-40 agregedo  en  el ensayo  o  d u r a n t a  l a  prepax5 

c i b n  i n M b e  l a  f  as f  or$ lac ib r r  d e  d i . g l i c 6 r i d o s  endbgemos , pro-  

b a b $ ~ e n g c ,  p o r q u s  l o 8  e x t r a e .  E f e c t i v a m e n t e ,  l o 8  d a t o s  de 

f o a f o r i l a c i d n  de. d i g l i c 6 r i d o s  exo'genos s u e s t r a n  que l a  a c t i v L  
dad 4e $a enz ima no e e t s  a f e c t a d a  e n  l a  t u b u l i n a  Non ide t  P-40 

y q u e  l a  preeencka  d e  d e t e r g e n t e  e n  e l  ensayo  p a r e c e  i n h i b i r  - 
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El problems de l a  r e g u l r c f d n  d c  l a  p o l i m e r i z a c f  6n r i c r o t u b z  

l a r  h a  s i d o  e r t u d i a d o  d r s d e  d i v e t a o e  puntoe  de  v i s t a .  Hay e v e  

d a a c i i r  i n d i c a t i v a s  de  l a  e x i s t e n c i a  de  dota clasee de subuni -  

dades  m i c r o t u b u l a r e s ,  cuya a b v n d a a c i a  r e l a t g v a  y p o s i b i l i d a d  
. ,  

de i u t e r ~ o n v e r ~ S 6 1 1  JU~OXSBS uu p a p e l  3 ~ p o r t a n t e  su a o t e  f enb- 
neno (l49,150) . La ' d i t e r e n c i a  e n t r e  ambas clares podrPa de- 
b e r s e a o o d f f i c e a S o n e o  c o v s l e n t r o  Gfosfor iSac iBn, '  g l S c o s i l a  - 
c i b n ,  e t a , )  o  a l a  p r e e e a o k  .de4 o o f a c t o r e a  CGTP, i o n e s ) ,  auu- 
q u e  no  e e  han  a p o r t i d o  p rusbag  d e f i n Y t i v a s  a c e r c a  d e  l a  impor  

t a n c i a  re la t i va  de cada  qno d e  e s t o r  f a c t o r e s  e n  l a  r a g u l a c i b a  

in v i v o  de l q  p o $ i n r r i s a c $ b r  y t o  f u n c i s n  d e  10s m i c r o t i i b u l o s -  -- 
Coma e s  h a  d e s r a c a d o  e n  l a  Ln t toducc iBn ,  l a  i n t e r a c c i b n  sn-  

t r e  eubun idadee p a r e c e  e e r  ds t i p s  h i d r o f 6 b i c o .  d e  mane,ra que 

l a  p r s s e n c i a  d e  c o f a c t o r e e  que m o d i f i c a r a n  e e t e  c a r s c t e r  po- 
d rSa  t e n e r  i a p o r t a n c i a  e n  l e  r e g u l a c i d a  d e  l a  p o l i m e r i z a c i b a .  

Aeoc iac ibn  de  l ~ p i d o s  f o r f o r i l a d o a  con 10s r i c r o t G b u l o ~  
I 

E l  m a t e r i a l  l i p f d i c o  .marc@do con 3 2 ~  que ae e n c u e n t r a  e n  l a  TI 

' ; t r a c c i b n  m i c r o t u b u l a r  de  r 6 ~ o u l o  de embr idn ds p o l l o  (TABLA I) 
I .  
G ' e s t S  r e a l m e a t e  a s o c i a d o  a  l o e  m i c r o t d b u l o s  y no e e  una contam& 

n a c i b n  con m a t e r i a l  q u a  c o p u r i f i c a  con 6 a t o s .  A s $  l o  i n d i c e n  

10s r e a u l t a d o o  que oe a u a o t r a a  0a l a  TABLA LZ: 108 micro tbbu-  
3 .  

l o r  d e  d i e t i n t o e  oxEgensr  y p u r i f f c a d o a  p o r  v a r i o e  d t o d o a  es- 

tlo e i u p t e  a roc iadot i  oon ra te r$ r l  l i p 5 d i c o  m a r c i a o  d6n ' 'P.L~ 

n a t u r a l e r a  l S p S d i c a  d e l  material  eet6 i n d i c a d a  inequSvocamente 



par ru coqportamieato c t & a J j ~ g t i f i c o  en d i s t t n t o s  s o l v s n t o s  

CPigura 4). 
Puesto  we e s t o s  1 ~ i i d g s  se- aa rcaban  con 3 2 ~ ,  era .mu$ prbha 

b l e  qur sr t r a t a r a  de ~ o r f . l i i i d o s ,  presunoibm q u a  f u e  con# is 
mad. por  l oa  ~ e r u l t a d o s  o b t r a i d o r  a p a t t i r  d e  d iva rsos  t rata- 
r i e n t o a .  a )  a s  t r a t a  de  lCpSdos sapon i f i cab lgo  G'L'ABLA 1.~1) i. 

b) el product0 aavcado agp c6upQante e e  coagncta  coolo g l i c s r U  
. f o s f o r i l  c o l i n a  en oromarografCa y e l r o t r o t o t e s ~  @ i g u r o ~  5 

JT 7 ) ;  G )  el f 6 a f o t o  no a e t d  expueeto a 1  a taque  por  i o s f a t a s a  
a l c a l g n a ,  ya s e a  a n t e s  o  d+spu&e de eaponi . f i car  GPQuras 6 y 
7 ) ;  d) por  c romatograf la  'en papa delgada e n  qn s i s t w n a  page 
f o s f ~ l L p i d o s  a 6  observa que l r  r a y o r f a  d c  10s coaponentes f o c  

, . 
t o r i l a d o d  .e c d i p o r t a  de ' $4 &tala for*. que 10s pa t roncs  .em- 

brados & i ~ u r r  8 ) ,  y e l  mar l u n d a n t e  a i g r a  como i c c l t i o r .  . I 

burant*  ' l a  r m a l i s a f i d n  'dc e a t o s  t r a b a j o s  , o t r o s  a u t o r e s  i n -  

formeron i o b r e  i d  pressdcir .dia f o s f a i i p i d o s  en prepazaciona. 

de microtbbu$oi .  tlno de'e-llos c w e ~ e a  inc idsnta ln .n te  qua d g  
I .  

r a n t s  l a  p u r e $ c a e i 6 n  de 'r ic10~Gbu10a por  c ro ra tog ra f  La an 

~ $ ~ f l - c a l ~ l o s ~ ,  j u n t o  con '1; f t b c i b x a '  - .  dd - t u b u l i n r  se a c a l a n  c o ~  

pueetoa f o s f o r i l c d o s  ertraZblar con f l o ro fo rmo-ma taa~ l .  Estar 
pueden e e p a r a r s e  d e l  dfaero de t u b u l i n a  por  f i l t r a c i d a  e n  g e l ,  

y pueato  qua e luyea  en el rolumea muai to,  s e  e s t h a  que  for-man 

m5cs lge 'con ua peso ~ o l e o u $ a r  apa ren te  r a y o r  que el de1 d l a e r o  
(115). ~ ' t r o  a u t o r  obtuvo r e s u l t a d o s  sSmi larea con micro tdbu los  

de embri6a do poa lo  y c & l u l r s  CBO marcadaa eon 3 2 ~ .  Tratando 

e a t a  droga o  aus  de r l vedoa ' ra r cadoa  con 3~ s e  une,a a  t u b u l i n a  

y pue l;b80 db ~ r i a d i ; i ' i t  c w p l e j o  a  366 om U o  que conduce a  
kotmactdtt de l ~ i c o l c ~ c l e a ~ ,  quedaa iacorporadae  a un m a t e r i a l  
i e e o l u b l &  ea l c i d o  pe tc lb rLao  y soluble+ en c lo ro f  ormo-re tano l .  
11 PO X db l a  rad ioac t l v l dad '  p r e c i p i t a b l e  con l c i d o  p e r c l b r i c o  

I .  

e i  ' c j l t r a~b lc '  . - ee c o a d i c i o e u '  eq que l o  i o n  lo. f o s t o l ~ ~ l d o s  ( $ 8 2 ) .  . f 



Aaoc iac iSn  d e  una a c t i v i d a d  e n z i m S t i c a  f o s f o t i l a n t e  de I s p i .  

dos  con  10s m i c r o t ~ b u l o s  . 

A 1  mismo t iempo q u e  l a  a s o c i a c i d n  con  m a t e r i a l  l i g C d i c o  f o s  - 
f o r i i a d o ,  s e  o b s e r v 6  que l a s  f r a c c i o n e s  m i c r o t u b u l a r e s  podcan  

f o a f o r i l a r s e  i n  v i t r o  p o r  i n c u b a c i d n  con  5 - 3 2 ~ - ~ ~ ~  CTABLA I ) ,  - - .  
l o  q u e  i n d i c a  l a  p r e s e n c i a  d e  una a c t i v i . d a d  e n z i m 6 t i c a  f o s f o -  

r i l a n t e  d e  m a t e r i a l  l i p o s o l u b l e ,  l lambidn en este c a s o  l a  p o s i  

b i l i d a d  d a  una c o n t a m i n a c i b n  parece.. poco p r o b a b l e , '  dado  q u e  a& 

t a  a c t i v i d a d  e n z i m i t i c a  sa e n c u e n t x a  e n  f r a c c i o n e s  m i c r o t u b u -  

l a r e s  d e  d i v e r s a s  p r o c e d e n c i a s  y a i s l a d a s  pox d i g t i n t o s  mQto- 

E l  p r o d u c t o  fo rmado l u e g o  d e  i n c u b a r  e.n l as  c o n d i c i o n e . ~  men - 
c i o n a d a s  tambie'n e s  d e  n a t u r a l e z a  l i p e d i c a ,  como l o  i n d i . c a  s u  

. . s o l u b i l i d a d  p p r o p i e d a d e s  c r o m a t o g r l f i c a s  ( ~ i ~ u r a  9 ) .  S e  t r a  
. . - , -.. 

t a  d e  un compuesto totalme.nte-  s a p o n i f i c a b l e  (TABLA Y), l a  f r a c  

c i 6 n  f o s f o r i l a d a  s e  e n c u e n t r a  en l a  f a s e  a c u o s a  l u e g o  d e  este 

t ' r a t a m i e n t o  y s e  compor ta  como O(-gl icero f 0s.f a t o  e a  c rc lma tog ra  

f e a  y e l e c t r o f o r e s i s  ( ~ i g u x a s '  10 y 12); ademss,  e.1 f o s f a t o  d e  

es te  p r o d u c t o  se l i b e r a  p o r  t r a t a m i e n t o  con f o s f a t a s a  a l c a l i -  

n a  6 ? i g u r a s  -11 y 12). Todo l o  a n t e r i o r  i n d i c a  q u e  e-1 produc-  

t o  formado es Q c i d o  f o s f a t f d i c o ,  t a l  como se ye a d s m i s  p o r  crg 

m a t o g r a f f a  e n  c a p a  d e l g a d a  e i g u r a  13). E s t o  se c o n f i r m a  a d e  - 
mSs p o r  el hecho que  cuando se i n c r e m e n t a  l a  c o n c e n t r a c i d n  d e  

d i g l i c g r i d o s  end6genos pox ~ r e i n c u b a c i S n  con  f o s f o l i p a s a  C ,  o 

se a g r e g a n  d i g l i c Q r i d o s  exbgenos ,  e l  Gnico  p x o d u c t o  foraaado e s  

l c i d o  f o s f  a t l d i c o  U i g u r a  .IS)-. 
b e  e s t a  for-ma se comprueba que ,  ademis  d a  f o s f o l C p i d o s ,  a s 2  

c i a d o s  a  10s m i c r o t G b u l o s  existen d i g l i c g r i d o s  p u n a  a c t i v i  - 
dad e n z i m b t i c a  r e s p o n s a b l e  d e  l a  f o s f o r i J a c i 6 n  d e  10s mismos 

p a r a  d a r  Cc ido f o s f a t C d i c o ,  p r e c u r s o r  como a q u 6 l l o s  en l a  b i ~  

s f n t e s i s  d e  f  osf  o l C p i d o s ,  e s q u e m a t i z a d a  e n  e l  s i g u i e n t e  d i a -  

gxama 0 7 2 ,  173 ) :  



n 6 

Ser 
CHP 

b a f p  
PGP PG 

E& l c i d o  f o s f a t F d i c o  CAP) que, como.se V e ,  juaga un pape l  

c l a v e  en l a  b ios ik t teo is  de f os fo&$p idos ,  puede formaree ademZa 

por foef  o r i l a c i b n  d.e b%g2i.c6t.iQos con ATP,  r eacc idn  . c s t a l i z a -  
.da par l a  enzima d i g l i c 9 r i 4 0  qu ipasa :  

,- , . - ;9.q-", ,: - r b' 

DGQ 
. - 5 , ~~=;*i' 

JIG + ' ATP AP + ADP 

Esta  ac t , i i dad  eaz iw5 t i ca  ha s i d o  desctipta en  v a r i o s  s i s t ~  

mas, c o ~ o  co reb to  de  ra ta  y cobryo (174-176), msmbrrnas de  e- 

r i t r o c i t o a  (165) y preparedas  d e  ' m e a b ~ a n a  de Bsohar ich in  c o l i  
( 4 7 7 - 1 7 9 ) ,  ae$ como en homogsnatos de  glSndula s a l i n a  de aves 

os rSpas  (180, 181).  

La d i g l i c e t i d o  qu inasa  es labsegunda enaima r e l a c i o n s d a  con 

e$ mettabo3iam6t de $08 fos fa lLp idos  que ee eacuen t ra  asoc i sda  
CQR 39s micvatGbuloo, T a l  OQYQ se ~ e a c i o n a  en la Xntroduc - 
cibn, Iq pr imgra  a c t i v i d a d  descripta fue  la de f o e f a t i d i l  i n 2  
e i t o l  f o e f o d F e s t e r a s a  (322), e s  d e c i r ,  una e a s i ~ r a  deg rada t i va  

qua cooducc J .&* fo roac i la  da d ig l i cGr j doe .  AquL ss rnuestra 
l a  aeoc fao idn  con una ent ima c lave  en  &a b i o s i n t e g i s  de f oa  - 



f o l s p i d o s ,  capaz  d e  c a t a l i c a v  l a  f o s f o r i l a c i 6 n  d e  d i g l i c 8 r i d o s .  

81 compor ta tn iento.  d e  l a  d ig l%c&r i .do  q v i n a s a  a s o c i a d a  a  mi.cro- 

t t b u l o g  d j f i e r e  de  l a  f o s f a t g d i l  i n o s l t a l  f o e f o d i e s t e r a s a  en 
c u a b t o  a $ u s *  pxop iedades  d e  eedimentac i .6n e n  gxad i .en tes  d e  

aacagosa ;  d e  $ s t a  a e  v e  a l t a r a d o  p o t  l a  p r e s e n c i a  d e  c o l  - 
g h i c i n a ,  30 que  no o c u r z e  con l a  d i g l i c g z i d o  quinasa. 

La p r e s e n c i a ' d e  'ambas a c t i v i d a d e d  c o b r a  s e n t i d o  a1 h a b e r e e  

demost rado adern66 l a  a e o c i a c i 6 ~  d e  f o s f o l < p i d o s  con 10s . m i  . - 
c r o t d b y l o a .  &as f o r f o i ~ p i d o s  puedsa stir i m p o r t a n t a s  p a r a  al- 

guna d e  l a d  p r o p i e d a d e s  de 10s microtGbu$os,  t a l  como ss d i s -  

c u t e  m i i s  a d e l a n t e .  

C a x a c t e r i z a c i b n  d e  l a  d i g l i c b r i d o  q u i n a s a  d e  m iczo tQbu loa  
C .  

3egGn se va en j a  TABtA  VZL, e& a n b r e n a d e n t e  de c e a t r i f u g s  
c i 6 n  a  1 5 0 . 0 0 0 . ~  g posea  uaa  c o n s i d e r a b l e  a c t i v i d a d  d e  d i g l k  

c g r i d o  q u i n e s a ,  y l a  a c t i v i d a d  h a l l a d a  en  m i c r o t b b y l o s  h u b i ~  

r a  podido q e r  una conta1ainac i6n g no uqa a s o c i a c i b n .  S i n  em 

b a r g o ,  p o r  a u  d F s t i a t o  compor tan ien to  f r e n t e  a d i v e t s a s  a d i - '  

c i o n e s  (TABLA, 1%) y d g s t i n t o  .pH ifptinro C ~ i g u x a  16)  E s t o  no 

psrecce p r o b a b l e .  E e t a  supas i . c i 6n  se v e  con f i rmada  por e l  re 
r u l t a d o  d a  c e n t r i f  u g a e i d n  en g r a d i e n t e  de s a c a r o s a  (P iguva 

1 7 ) :  en e l  e o b r e n a d a n t e  pazece  h a b e r  v a r i a s  e s p e c i e s ,  mien - 
t ras qua l a  a c t i v i d a d  r n $ c ~ o t u b u l a r  sediments como un s o l o  corn 

p o n e n t e  c o r r e s p a a d i e n t e  a l a  f r a c c i b n  m6s l i v i a n a  de l a  a c t i  

v i d a d  d e l  s ~ b r e n a d a n t e ,  

I r a  gt;opiedode. d r  l a  d L g l i - c b r i d o  q u i n a s a  da micxotGbuloe 

que  s u r g e n  d e  10s r e a u l c a d o e  expuee toe  e n  l a  TABLA IX c o i n c i *  

den en general con l a r  que  se e n c u e a t r a n  p u b l i c a d a e .  Lae d i -  
g l l c 6 s i d o  q u i a r a o  e s t u d i a d a ;  r e q u i e r s n  klgi+ 1177,  178) ,  s o n  

e a t i r u l a d a e  pox ~ a +  y K+ U 6 5 ) ,  t a l  como en  este  caao ,  y l a  

ouabaLna no l ae  a f e c t a  (165, 180, 181) ( - I s t a  se a c t l v a ) .  En 

a lgunoq cgaos e e  quggrib que s e t a  e n e i a a  podrLa formalc p a r t e  
i 0 





cer n o t a r ,  eia e o ~ b a ~ g o ,  , e qus cb.1- bajo , con tea ido  , 
, 

en c i ~ g L i ~ ~ ~ 1  
w d b g ~ o s  OuecIb a o t u a ~  aaeo f p o t b r  airitante on l a  ' incorporq- 

'-a 
ci;bn, p f s l  vcll por  wf. rraPn wo se obr 'arvr v i r r iac idn en t.n 
ve ioc idade? i a ~ e i a l a s .  La V a  pqea GTP e .  u n r s ~  wecis manor 

pue p a r r ' h ~ p  C T A B L ~  -X?, ooro 8;; a? c i s 0  de li d ig l i c6 r ' i do  qui -. 
nasa de insmbranas de ~ s c h e r i c h i d  co l f  ( - l 79 ) ,  au&vc el. UI e s  
tambi$n c i aoo  vsures menor, S i  bien l a s  concen t rac fones  g i a i s  
hCFgfeas de  ambos nuclebtLdos t r i f o s f a t o  (a l rededor  d s  5 .mM pa Y- 

' pa @ & ' A T ?  y u ~ o s  10 vecee aeaor p a r a v e $  GTP) s u i e r a n ' i m  un o x  
den de ' r agn i t ud  &is v a l o r e e  ob tea idos  pa ra  Kn, l a  d e l  OTP e s  

b a s t a a t e  na,eaQo. Sin easbarg~ ,  dado qqe sieolpre se encueat;lra . . 
GTP ulrido a $08 microtGbuloa,  es probable  que l a  eoncent rac i l ia  
l o c a l  de este a u c l e b t i d o  sea  mayor, y qua taab ign  l o  s e a  su i~ 
p o r t a n c i a  en l a  f o s f o r i S a c i 6 n . d e  d i g l i c i r i d o s  epdbgenos. 

,En tar  divetp.s etap&s . 443 , p u r i t i c a o i b n ,  e l  p o r c e n t a j e  de d i -  
g l i c8* ido  qu inasa 'co l r  r e s p e c t o  a la a c t i v i d a d  t o t a l  exh ibe un 

* . .  
l ro tab le  paraleliarno coa e l  dr pro ts$pa  ¶u ioasa  k i e r o t u b u l a r  &A - 
BLA VL-T). Anbas a c t i v i d a d e s  sodimentap en l a  miama z w a  'de un 

, g r a d i e n t e  d e  s a c a r o s a  ( ~ i g u r i  2 2 ) ,  no, musstran grandee d i f e r e ~  

c i a s  en s u  s e n s i b i l i d s d  +A l a  t e m p e r a t u r a ' ( P i g u r a  23),  y l a  pr= 

iacuba&be foa t t i p s i n a  pareca a f  a c t q r l a s  ;or i g u a l  ('CABLA XXII). 
Es tos  x e s u l t ~ d o s  p 0 d r l . a ~  irlrdicar que se t r a t a  d e  una s o l a  enai -. 

ma capan de e h t s l i e i r  ambas xeacc ioass .  S i n  embargo, e s t a  p r o  
p i e $ a d  no podr fq  eixtenderes a o t r a s  pvoteSna qu inasas  de l a  m i &  

r a  f u e n t e .  Las isoenzimaa Z y EZI de p r o t e f q a  q u i s w a  que s e  

errcuentran en e l  c i top lasma de ~ C i s c u l o  de embri6n de p o l l o  no 

catal$zaa. l o  t r a n s f e r e n c i a  de 32? de ATP a d ig l i c8 r i do .  w6ge- 
aoe. (.TABLA V L I L ) .  Esto  no ejiirsina l a  posibS1Qdad que l a  pro- 
ternla q u i n a s s  asoc iada  a micsoti5b.ulos poaea adem68 ac t i t r i dad  

de d$.glic6gaido quinasa, 
El. agrlegado de c i s t t o s  d e t e r g e n t e s  CTABLA XII.) psrmlaSte obssr 

r$".? . - --- . .- . P 

var a lpunaa  dirrtnm-i-ae e n t r e  l a  q u i a s s a  y d i g l i c b r i -  ' . . 
do qufnasn 4p 1loi.crot6bulos. Sin ewbargo, dado que e s t o $  tratg. 



quen en e l  @isma s $ t i o  a c t i v o ,  p u e s t o  que  no  B e .  obs 'erva oom- 

pe f  s n c i s  e n t t e  10s a t a b s t r a t o s  (TABLA XTV) . 
B s t a s  a ~ t i v i d a d e s  epgj&l i t icaq,  p r o t e l n a  quinasfi. d i g l t c 6 r i -  

A '  I 
_ l i  

do q u i n a s a  4;" ATPasa e s t g n  ev iden temenee  a s o c i a d s e  a .m$crotlibu -. 

l o s  y n o  son i n t r f r r s e c a s  de l a  t u b u l i n a ;  b s t o  s e  pt,te.de dedu - 
. Oir d e ' l o s  p e s o s  m o l s c ~ 1 a x e . s  c a 4 c u l a d o s  a p a r t i x  d e  centrsfu- 

g a c i d n  e n  g r a d i e n t e  d e  s s c a r o s a .  Ninguna d e  es tas  a c t s v i d a d e s  

sediments en zonas d e l  gxad iaate  qus c o r r e g p o a d a n  a 1  p e s o  mo- 

l e c u l a r  d e l  prot6taexo Q a-a3G l t i p l os  d e l  a i s q o .  . . 
Se h a a  dado d i v e r a a s  e x p l i c a c C o n e s  p a r a  l a  a4oc iac i . bn  d e  sc- 

t i v i l d a d e s  r?na im8 t i cas  c o n  l a  p r o t e l n a  . m i c r o t u b u l a r .  La p g e  - 
senc ia  de l a  ATPasa e s t a r S s  j u s t i f  i c a d a  p o r  l a  p o s i b l e  hidxb- 
l i s i s  d e  s u c l e b t i - d o n  t r i f o ra f  ato d u r a n f e  1. p o l i . m e r i z a c i b n  m i - ?  
c x o t u b u l a x ,  La f o s f ~ t i . l a c i 5 n  ds Gubu l i na  p o r  u a a  p v o t e g n a  qug. 

nasa snd6ge~c) h a  s i d o  p r o p u e s t a  como pos; lb la  atecanilamo, p a r a  l a  
r e g u l a c i a n  d e  l a  po ' l imex ieac i i i n ,  aunque no 8e pod ido  conproba; 

l o  e ~ ~ e r i m e n t a 1 m e n t . s .  En c u a n t o  a l a  d i g l i c g r i d o  q u i n a s a  y l a  

f o s f a t i d i l  i n o o i t o l ,  f a s f o d i a s t e r a s a ,  s u  p y e d a n c i a  s e  j u ~ t i f i c a  

p o r p u s  hay f o s f o l t p i d b s  a s o c i a d o s  a 10s mic ro t i l bu los .  E s t o s  

f o s f o l L p i d o a  podr9an estax i n v o l u c r a d o s  en  e l  p r o c e a o  d e  regu-  

laci.6n de Is p o ' l i m e x i ~ a o i b a  m i c r o t u b u l s x ,  por s u  c a r s c t e r  an f  - i 
f f l i c o  qqe p o d r f a  i n f l u i x  sobxe  5s i n t e s a c o i 6 n  en t rg  subua ida -  

d e s ,  o / y ,  como p ' o s t u l a  Bxyan d182)., e n  l a  i n t e r a c c i 6 n  con c o l -  
c h i c f n a .  

, 

I n f l u e n c i a  d e  10s f o a f o l ~ ~ i d b ~  en l a  r e a c c i 6 n  d e  p o l b e r i o a -  



L a  c i n g t i c a  d e  p o l i m e r i z a c i b n  m i c r o t u b u l a r  se mid i6  funds -  

menta lmente  p o r  t u r b i d i m e t r f a  y v i e c o s i m e t r i a ;  aunque a a b o s  

metodos s o n  a p r o p i a d o s ,  se miden e a e n t o s  i i f e r e n t e s .  Por  t u r  

b i d i r n e t r f p  s e  o b t i e n e  una i d e a  c u e n t i t a t \ v a  d e  l a  mas.a d e  mo - 
Ddoero que se e n c u e n t r a  formando po l fmero ,  que es e l  respon-  

s a b l e  d s  l a  d i s p e r s i b e .  S i n  embargo, c u a l q u i e r  reo rdenamieg  

t o  qus  i s p l i q u e  c o n s e r v s c i d n  d e  l a  maas t o t a l  d e  moqBmero e n  
po l fmero  no s e r d  d e t e c t a d o  p ~ r  e s t a  me todo log fa ,  y tampoco d& 

f e t e n c i a s  e n  l a  l o a g i t u d  d e  10s polSmeroe s i  l a  masa t o t a l  es 

' l a  misda.  Los c o n t r o l e s  r e a l i z a d o s  ( F i g u r a  24 )  i n d i c a n  que ,  

e f e c t i v a m e n t e ,  e l  aumento e n  l a  t u r b i d e g  s e  debe  a  p o l i m e r i -  

z a c i b n  .m ic ro tsbr r la r .  A p e s a r  d e  d s t o  y d e  l a s  o b v i a a  v e n t a -  

j a s  de, este me'todo, d e b i e ~ o n  13evaeae  a cabo taed ic ioaes  p o r  
~ i s c o e i m e t r l a ,  dad0"que e l  aumento e n  l a  v i s c o s i d a d  es una la= 

d i d a  d e 5  l a r g o  d e  10s pol$-meros formadoe,  c o n s i d e r a n d o  cons- 

tantes o t r o s  f a c t o r e s .  Tambihn e n  este c a s o ,  &og c o n t r o l e s  

v e a t i z a d o s  prevgataente i n d i c a n  que e l  autuento e n  l a  v i e c o s i -  

dad d e  l o s  ~ x t x a c t o s  es d e p e n d i e n t e  d e  l a  t e m p e r a t u r a  e inh& 
GLble p o r  c o 3 c S i ~ i n a .  

t o a  e f e c t o e  p toduc idoa  s o b r e  e l  aumento d e  t u r b i d e e  p o r  l a  
incqbecio 'n  con f o s f o l i p a s a s  GTABLA XVIII) o  e l  agregado  d e  

d e t e r g e h t e s  (-TABLA -xV) y l e p i d o s  ex6geqos (TABLA X I X )  i n d i c a n  
que 10s f o s f o l t p i d o s  a f e c t a n  10s parSmet ros  u t i l i . z a d o s  p a r a  

.medir p o l i m 6 r i z a c i b n .  

En c u a r t o  a1  e f e c t o  ds p~el laacubaci6n con enei rnas,  se ha  mog 

t r a d o  qua l a s  p r e p a r a a i a n e a  c o r e r c i a l e s  ' e s t k n  t n p u r i f i c a d a s  

con p r o t e a s 8 9  (S igu ra  23) y f o s f a t a s a s  i n h i b i b l e s  p o r  F- (TA 
BLA x V Z ) ,  d a - m a n e r a  que e l  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  s o b r e  e l  desa -  

r r a l l o  d e  t u r b i d e a  pr imexamente obse rvado  (F igu ra  26) ae de- 

b e  e n  reaLZdad a  e s t a s  a c t i v i d a d e a  c o n t a m i n a n t e s .  E l  ve rda -  

d e r o  e f e c t s  de l a  f o s f o l i p a s a  D e a  de e s f i m u I . a c i b ~ ,  y ee po- 

n e  d e  r a n i f i e s t o  e n  s u a e n c i a  d e  a q u 6 l l a s  (TABLA X V Z X ) ,  $n un 
t r a b a j o  e o b r e  e s t e  rnLsauo tema (-183) e l  a u t o r  a p o r t a  e v i d e n  - 



c i a 8  que l o a  f o s f o l i p i d o s  eon n e c e e a r i o e  p a r a  l a  p o l i m e r i e a -  

c i s n ,  dado que incubando con f o e f o l i p a s a e  d e  o r i g e n  c o m e r c i a l  

o b e e r v a  i n h i b S c i 6 n  de  l a  p o l i m e t i z a c i b n .  Ademss, cuando id- 

cuba con un ' i s h i b i d ' o r  ' e i n t 6 t i c o  de  fo . fo l i paeae  . . o b t i e n e  ee -  

t i m u l a c i 6 n ,  l o  que i n d i c a r f a  l a  p r e s e n c i a  d e  una f o s f o l i p a e a  

endbgenq,  E e t a  d i e c s e p a n c i a  con 10s r e s u l t a d o a  aquS most ra -  

do! podrSa a ' t r i b u i r s e  a  l as  con taminac ionee  rnancionadas e n  

l a 6  p r e p a r a o i o n e e  e n z i n g t i c a s  u t i l i z a d a s  p o r  e l  c i t a d o  a u t o r .  

Ademas d e  l a  f o e f o l i p a e s  b ,  tambien  e s t i m u l a n  e l  d e e a r r o  - 
110 d e - t u r b i d e e  1a f o a f o l i p a e a  C y  l a  l i i a s a ,  m i e n t r a e  que 
l a  f o e f o l i p a a a  A i n h i b e  (TABLA X V I I I ) ,  l o  que e s t f  d e  a c u e r -  

do con l a  i n h i b i c i b n  p o r  l i s o l e c i t i n a  que se v e  e n  l a  TABLA 

XXX,  E l  d e a a r x o l l o  de  t u r b i d e z  e a t $  i n f l u i d o  p o r  l a s  modi f& 

c a c i o n e e  d e l  bq9ance h i d r o f 9 l i c o - h i d r o f 6 b i c o  d e  10s f o s f o l g -  

pgdoa a s o c t s d o e  a rni.cuotGbulos que producen e s t a s  enzimae.En 

a f e c t o ,  t a n k a  l a 8  , f o s f o l i p a s a e  C y b ,  que m o d i f i c a n  l a  por-  

c q n  h - t d r o f % l i c a ,  Coin0 l a  l i p a e a  y  f o e f o l i p a a a  A '  (bov ina )  , 
q u e  a c t d a n  s o b r e  l a  h - i d r o f 8 b i o a ,  produae,n a l t e r a c i o n e e  e n  e l  

desavro110 ds t uvbcdsa  . 
En c u a n t o  a l  e f e o t o  d e  10s d e t e r g e n t e e ,  s 6 l o  e n  e l  c a s o  d e  

de tergente tq  i 6nFcos  ss p o a i b l e  d e d u c i r  que l a e  i n h i b i c i o n e s  

produci .dae par 10s ,miernoe (Ce tav lon ,  SDS, d e o x i c o l a t o  a  con- 

cen txacSones  .mayores ds 0 ,2  %) e e  deben probab lemente  a  dea-  

n a t u r a l i k a c K 6 n  ( ~ A B L A  -xv).  Los d e t e r g e n t e s  ho i S n i c o s  p ro-  

ducgn s f e c t o e  d i f d c i l s q  d e  i a t e r p r e t a r  d e s d e  e l  pun to  d e  v i e  - 
t a  e a t ~ r u c t u r e l ,  dado que a lgunoe  cuya  e s t r u c t u r a  ee eemejan- 

ta (Nonfde t  P-4O'y T r i t o n  N-101) t i e n e n  d i e t i n t o  a f e c t o  eo- 

b r e  el d e e a r r o l l o  d e  ~ S e c o s i d a d ,  m i e n t r a e  qua Gate  es an6 lo -  

go don a t r o e  no r e l a o J o n a d o e  e e t r u c t u r a l m e n t e ,  como e l  Tween 
20 y e l  Nonide t  P-40 (TABLA XX). 

El w m e n t o  en $4 t q r b i d e l ~  y v i a c o s i d e d , d e  l o e  m i c r e t S b u l o e  

p r e p a r e d a s  an p r e o e n o i a  d s  d e t e r g e n t e s  ( F i g u r a s  28 y 2 9 )  no 

s e  debe  a d s e n a t u r a l i a a c i b n  d e  l a  t u b u l i n a ,  puee amboe desa -  



r r o l l o s  rev , ie r ; ten  a 1  d i e n i n u i r  18 tenrpera tu ra  y,<figip i a h i b i -  
* , I 1  ,,. *, . 

f d o s  p o r  c o l c h i c i n a ;  ademiia, .en  e?. c a s o  d e  t u r b i d e r ,  a> e l  e f e c  

t o  d e  e . t i r u lac idn  d e s a p a r e c e  s i  se i r e i n c u b a n  108 mic+otG- 

b u l o s  con  ua e x t t a c t o  3 i p $ d i c o  d e  r i c r o t G b u l o s  o  l e c i t i na  . 
Taapoco e e  debe  a  p g r d i d a  Q e n r i q u e c i m i e n t o  e n  l a s  p r o t e l a a s  

que c o p u i i f i c a n  con l o s  m ic ro tGbu los  ( P i g u r a  3 0 ) .  a l g u n a s  da 

3a8  c ~ a l e a  parecen tensr  i m p o r t a n c i a  e n  l a  p o S i r e r i z a c i d n  
(169, - 1 1 0 ) ,  nF a l a  f o r o a c i d n  da p i , c ro tGbu los  anormalea  (Fi- 

g u r a  ,31). S i n  embargo, e a t e  e f e c t o  e e  o b t d e n e  s i n  que e e  . . /  

prsd\(rbaB y*r+aoioneq . , e n  1.9, aass ' r o t a 1  be p o l i p e r o  (TABLA 

XXZ) .  EJ. a u r e n t o  e n  I s  v i e c o s i d a d  d e  3.8s p r e p a r a c i o n e a  ob- 

t s n i d a s  e n  p re tsenc i s  d e  N0n ide t .P-40  p o d r f a  e x p l i c a r s e  s u - '  

poa iendo  qua sg f o r a a n  m ic ro tGbu los  mbs Largos que e n  las  
p r e p s r a c i o a e a  s t a p d a r d ,  p a r o  e n  ese c a s o  no d e b e r f a  e e r  mayor 

l a  t u r b i d e z ,  que  mide l a  a a s a  t o t a g  d e  p o l f m e r o s ,  i n d s p a a -  

dCentearenfe d e  s u  l o n g i t u d  ( 1 4 5 ) .  . E s  p r o b a b l e  que 10s aicrp 
tGbu loe  asf o b t s n i d o e  haysn a u f r i d o  a lgCn c e a b i o  en a l g f s  f a 2  

t o r  c o n e i d e r a d o  c o n s t a n t e  en  l a s  m e d i c i o n e s ,  como e l  d i 6 m s t r o  

Q l a  p o l a r i z a b i l i d a d ,  que p o d r i a n  t r a d u c i r s e  e n  un aumento e n  

l a  t u rb ide t  eFn que aumsn8e l a  masa t o t a l  d e  p o l i n e r o ,  La rg 
mocidn de 10s f o s f o l i p i d o s  (TABLA XX) y s u  reemplazo  o  no p o r  

wolBcuXae de d e t e v g e n t e  puede p r o d u c i r  m ic ro t i ibu loa  e s t r u c t u -  

r a l w e n t e  d S f o r e n t e s ,  cap alguna va r i ac i 6n  p o r  e jemp lo  e n  e l  
volumen hiduodin5rnico no d e t e c t a b l e  p o r  microscopPa e l e c t r 6 n L  

c a ,  p e r 0  qbe 8 l te re  $8 v i s c o s i d a d  y t u r b i d e z  d e  l a  e o l u c i b n .  
Eos r e s u l t a d o s  4quS p r e s e n t a d a s  i n d i c a n  que Soe f o s f o 5 S p i  - 

dos  deben % n a l u $ r s e  en l a  l i s t a  d e  50s f a c t o r e e  que pueden ir 
f l u i r  e n  l a  8egugaa idn  d e  l a  p o l i m e r i z a c i d n  m i c r o t u b u l a r  , y 

due puedep t e n s r  un p a p e t  d s t s x ~ i n a f t t e  de alniin a s p e c t 0  e a t r u g  
t u r a l  d e  &os  m i e ~ o t S b u l o s  p o l i a e r i z a d o s .  

- . .  . <,.$,\.** 
C. 
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CQNCLUS f ONES . 

Los ricrot2ibulocrr de d i v e r s a s  f u e n t e s  Ccblu ' las  He-La, c e r e b  r o  

y mdsculo de  e-mbti6n de p o l l o  y c e r e b r o  de  r a t a )  y o b t e a i d o a  

p o r  d i s t i n q o s  me'todos d p r e c i p i ' t a c i b n  c'on v i n b l a s t i n a  y p o l i r n ~  

r i z a c i b a )  t i e a e n  a s o c i a d o g  l i p i d o s .  f o s f o r i l a d o s .  E s t o s  han  

s i d o  , i de~ t$LSc rsdos  came f a s f o l i p i d o a ,  e n t r e  10s c y a l e s  e l  mas 
abundan te  es la l e c i t i n a ,  

. . 

l i c d r i d o  q u i n a s a  con  10s m i c r o t G b u l o s  

Adembs d e  f o a f o l l p i d ~ s ,  ae demos t rb  que  l o s  ~ i c r o t G b u l o s  

t i e u e n  a s o c i a d a  und enz ima que c a t a l i z a  l a  f a rmac ibn  de Bcido 

f o a f a t F d i c o ,  p o r  f o s f o r j l a c i 6 n  con ATP de  d i g l i c g r i d o s  que 

tambS&n se e n c u e n t r a n  en l a s  p r e p a r a c i o n e s  m i c r o t u b u l a r e s  de 

t o d a s  l a s  f u e a t e s  e s t u d i a d a s .  Esta a c t i v i d a d  e n z i m g t i c a  pue- 

de  f o s f o x i l a r  adetuiis d ig l icSSxidos exbgenoa,,-- . , s; 
k73ihh '2 .**?3-@g 

111. C a r a c t e r i z a c i S n  d e  l a  d i g l i c z r i d o  q u i d a s s  a s o c i a d a  a  m i  

c r o t d b u l o s  

La a c t f v i d a d  d e  d i .g l i cBrFdo q u i n a s a  est6 a s o c i a d a  a  r i c r o t g  

b u l o s  y no es upa paz te  de  1s a c t i v i d q d  d e l  e o b r e n a d a n t e  d e l  

c u a l  B s t o s  proviexaen. ~i!g:~?+tp+ 7 + & ~ - $  ;@ ;- 
.Sus .p ro .p iedades  sQn mu7 s e m e j a n t e s  a  l a s  de o t r a s  d i g l i c g r i  



: . ,  
tt t do putnasro .,wtudiadas; tequiaro se acChya,j,lpai H;' 

y $iI@bi-&i ~ P V  q f l i b . a ~ $ i  # , U D . O ~ D ?  .I ~ 0 4  AZP 1 GTP 0010 d a i o z w l  
runpur hay dlferet ia ias'ea '&or p P v ~ a i r o s  e i a b t & c o a  . obb&dos 
ambos nua leb t5dos ;  l a  Xu e r  anenot p a r a  GFP, pe.60 tsmb.%&n 

m e p o t  l a  ' ~ m .  
* 

LOB resul trpdoa oh t e n i d o s  perrsi.te-n adersiis af i.yq#r que  l a  de- 
g l i d r i d o  q u i n a s a  d e  micrtotdbulos n ' ~  forma par@@. 'de 1s ATPasa 

$43 $a.aisme fuen$e, 
La d ig l i c6 rCdo  qt lLnas~ asoc iada a micro t P b u l o s  c u * u r ~ f  LC. 

' 

, con $a p r o t & u a  q u i a a a a  p i c r o t u b u l a r  y no p r e s e a t a  d i f s ~ e n c i a s  

coq e l l a  ep cuan to  a l a s  pvop iedades e s t u d i a d a s ;  En c a s o  qtie 

qe t ratarb de l a  mbma eng ina  con 1 a s  dog ;ct&vi.dades; Q s t a s  
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