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RESUMEN

En este trabajo se muestra que los microtibulos de diver-
sas fuentes y obtenidos por distintos métodos tienen asocia
dos lipidos fosforilados, identificados como fosfolipidos ,

entre los cuales el mas abundante es la lecitina.

Ademas de fosfolipidos, los microtibulos tienen asociada
una actividad de diglicérido quinasa, capaz de fosforilar,
a partir de ATP, diglicéridos también asociados a les pre-

paraciones microtubulares o bien exdgenos, para dar acido

fosfatidico,

Esta diglicérido quinasa no es una parte de la actividad
del sobrenadante, y sus propiedades son muy semejantes a

las de otras diglicé@rido quinasas.

La diglicérido quinasa asociada a microtiibulos no presen
ta propiedades diferentes a la proteina quinasa de la mis-
ma fuente, pero los sitios activos de ambas actividades se

rian diferentes.

La alteracidn en la estructura o contenido en fosfolipi-
dos asociados a microtidbulos por diversos tratamientos pro
ducen alteraciones que no se deben a desnaturalizacidn en
el desarrollo de turbidez o viscosidad de las preparacio -
nes microtubulares, indicando que estos fosfolipidos pue -

den tener algin papel en la reaccidn de polimerizacidn.
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INTRODUCCION

I. LOS MICROTUBULOS

Definicidn

Los microtibulos (1,2)son componentes subcelulares de practi-
camente todas las células eucariotes. En general, este nombre
se aplica a estructuras en forma de largos cilindros general-
mente rectos, de unos 24 nm de didmetro con un hueco interior
de unos 15 nm; su longitud puede alcanzar varios micrones. Las
paredes de 5 nm de espesor estdn formadas por alrededor de 13
filamentos compuestos de subunidades de una proteina globular

que ha sido llamada tubulina.

Distribucion’

La presencia de microtiibulos fue detectada sistematicamente
en casi todos los tipos celulares recién a partir de 1950,
cuando se introdujo el glutaraldehido como fijador para micros-
copia electrdnica (3).

Forman la tipica' estructura 9 + 2 en cilias, flagelos y colas
de espermatozoides (4,5), en el axostilo (6) y aparato oral (?2
de protozoarios. También se encuentran en centriolos y cuer-
pos basales (8) y forman los filamentos del huso mitdtico en
células animales y vegetales (9, 10, 11). Ademds, se encuen-
tran en el citoplasma sin asociarse a ninguna estructura deter-
minada.

En células animales aparecen dispuestos en forma paralela a

extensiones celulares (12-15) y también han sido hallados en




sistemas en desarrollo en los que se producen cambios en 1la
morfologia celular (16-23)y asociados a receptores sensoriales
(24), es decir, asociados a alguna funcidn o estructura eséa-
ciffica.

En células vegetales se les ha atribuido la definicidn del
plano de clivaje de la cé&lula (25-27), formacién de la placa
celular (28), desarrollo de la pared celular (29) y conserva-
cifn de la forma celular esﬁecifica (10, 23).

Variabilidad morfoldgica

Existe una amplia variabilidad morfoldgica en estas organe;
las, segiin el sistema en que hayan sido estudiadas. Los didme
tros varfan entre 18 y 34 nm (2), y el lumen central, que gene
ralmente aparece vacio, en neuronas (12, 31), células sangui~-
neas (32) y flagelos (33, 34) parece contener material denso.

En algunos casos pueden observarse proyecciones o "brazos" so
bre la suﬁerficie externa (30,_35-41), y en otros, se ha encon
trado que la pared estd compartida entre dos tiibulos (8).

Clasificacidn

Por su sensibilidad a distintos tratamientos, como drogas an
timitoticas, ﬁresiﬁn. temperatura, etc., se los ha clasifica~
do en l&biles y estables grbitrariamente (42). Los ldbiles se
encuentran en el citoplasma de células animales y vegetales,
en el huso mitdtico y en axones y dendritas del sistema nervip
so central. Generalmente se acebta que esta clase de microti-
bulos se encuentra en estado de equilibrio dindmico (43): un
ﬁool citoﬁlasmﬁtico de tubulina estd en equilibrio con microti
bulos polimerizados, lo que implica una capacidad celular para
controlar la asociacidn y disociacidn de las subunidades. Los
estables no parecen hallarse en este estado de equilibrio; a

esta clase pertenecen los microtilbulos de cilias y flagelos,
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centriolos y axostilos. Estos pueden aislarse como estructu-
ras intactas y resisten la baja temperatura, alta presidn y
ciertos agentes quimicos que despolimerizan o destruyen a los
labiles (44).

Estructura

La seccidn transversal de preparaciones de microtiibulos fija
das con glutaraldehido y tefiidas con osmio, revela al micros-
copio electrdnico un anillo de material denso que limita un es
pacio interno cuya densidad es baja o nula. El diametro exter
no del anillo es de unos 23-25 nm, y el interno es de 13-15 nm
de modo que la pared tiene, en promedio, 5 nm. El1 aspecto de
la misma sugiere que estd formada por subunidades globulares
de 5 nm de didmetro (33, 45).

Las mejores microfotografias de microtibulos de diver-
sas fuentes (45, 46) permiten apreciar 13 subunidades estrecha
mente asociadas lateralmente para formar el anillo. Sin embar
go,existe discrepancia entre los datos,ya que el niimero de sub
unidades observado depende de la orientacidn del espécimen en
el haz electrdnico. Estas observaciones dieron origen a modelos
en los que se propone que las subunidades se disponen longitu-
dinalmente en 13 protofilamentos paralelos al eje del microtd-
bulo. La observacidn en forma longitudinal de microtiibulos in-
tactos tefiidos negativamente también sugiere que la pared de
los tiibulos esta formada por protofilamentos de 5 nm de didme-
tro constituidos por subunidades globulares (4, 47~59). Dado
que las subunidades de filamentos adyacentes aparecen despla
zadas en direccidn axial, se observa una periodicidad de unos &
nm,que podria tener su origen en una hélice que formaria un an
gulo de 10°con el plano perpendicular al eje del tdbulo: Las
observaciones son consistentes con modelos de filamentos para-
lelos en que las subunidades estdn desplazadas lateralmente o

con aquéllos que implican hé&lices con 12 a 13 subunidades por

vuelta,




Figura 2 : Modelos que muestran dos estructuras probables de

microtiibulos. En ambas la hélice puede tener un sentido de gi
ro contrario al representado. El sombreado diferencia las dis

tintas tubulinas.

Los datos de difracciﬁn de rayos X confirman en general los
de microscopfa electrdnica para el caso de tibulos flagelares
aislados (50); para microtibulos citoplasmdticos los resultados
fueron algo diferentes (51), lo que puede reflejar diferencias
reales entre microtidbulos flagelares (estables) y citoplasmati-

cos (labiles) o bien diferencias en la preparacidn de las mues-

tras.

Funciones
Los microtibulos aparecen asociados con una variedad de fun-

ciones, como si tuvieran una gran versatilidad. En general se

han seguido dos criterios para atribuirles determinadas funcig



nes: un criterio farmacoldgico, aprovechando la reactividad de
la tubulina con drogas quimicamente diferentes y de distinta
especificidad; si dos drogas que reaccionan con los microtibu-
los actiian sobre la funcidn, y una tercera que no debe reaccio
nar con ellos no altera 1la funcidn, el proceso probablemente

involucre a los microtibulos. El segundo criterio, morfoldgico,
implica 1la observacidn de suficiente numero de microtibulos
cuya orientacidn sea adecuada para la funcidn. Las principa-

les funciones que se les atribuyen son las siguientes:

1) Movimiento de los cromosomas durante la mitosis

El cimulo de evidencias sobre el papel fundamental de los mi
crotibulos en el movimiento de los crompsomas durante la mito-
sis y meiosis es apreciable. La destruccidn de los microtiibu-
los del huso con drogas antimitﬁticas, baja temperatura, alta
presiﬁﬁ, o irradiacidn con un micro haz de luz ultravioleta,
trae como consecuencia que estos movimientos mno tengan lugar
(52, 53). Se han propuesto varios mecanismos para explicar
la forma en que los microtibulos pueden estar involucrados en
el movimiento de los cromosomas (9, 43, 54) sin que se haya lo
grado acuerdo.

Los modelos propuestos aceptan en general que los microtibu-
los del huso estdn constituidos por subunidades que permane-
cen en equilibrio entre el estado polimerizado y el libre. Uno
de 1los modelos (43) propone que 1la orientacidn de los cro-
mosomas estd determinada por los microtiibulos del huso y que
aquéllos se mueven hacia los polos de la célula durante la ana
fase como reaultadb de despolimerizacidn de los microtﬁbu;os
que entonces se acortan, Otro modelo (54) postula que 1o§ puen
tes entre microtiibulos act@ian como unidades mecanoquimicas y
fupcionan como los puentes entre fibras musculares, empujando
un tdbulo por encima de otro. Asi; la configuracidn de la me-

tafase es una estructura automantenida cuya geometria esta de-




terminada por la disposicidn de los sitios iniciadores de tfi-
bulos; los primeros movimientps durante la anafase son provo-
cados por deslizamiento de los tibulos,que reﬁone los sitios
de iniciacidn, y la elongacién de los mismos es consecuencia
de la repolimerizacidn de subunidades en estos sitios.

2) Organizacifn intracelular, transporte de material y secre-

cidn

Gran cantidad de datos sugierem que los microtdibulos inter-
vienen en varios tipos de movimientos ordenados en las c&lulas.
En general, se ha observado que tratamientos que deatruyeﬁ los
microtdbulos interfieren en el transporte axopldsmico en neurg
nas (55, 56), movimiento saltatorio de partfculas en células
en cultivo (57), movimientos ordenados de nficleos en sincicios
inducidos por virus (58), de grdnulos de melanina en melanoci-
tos (59) y endosomas en macr8fagos (60). Tambi&n se ha encon-
trado que varios tratamientos que interfierem con los microti-
bulos influyen en la movilizacidn de materiales en procesos sg
cretorios, como la liberacién de histamina (61), y son abundan
tes los datos que sugieren una activa participacidn de estas
estructuras en la secrecifn de insulina (62).

También hay pruebas experimentales de inhibicién de secre-
cifn de coldgeno en cultivos de hueso de embridn de pollo y fi
broblastos de ratén por colchicina y vinblastina (63). Contra-
riamente a lo que ocurre en los sistemas mencionados, la col~-
chicina,vinblastina y podofilotoxina antindlan la secrecidn de
hormonas esteroides por células Y-1 de tumor adrenal a niveles
comparables con los que produce la méxima estimulacidn con ACTH
(64); ademds, el agua pesada, que estabiliza los n?crotﬁbulon,
inhibe la estimulacidn de secrecifn de esteroides por vinblas~
tina, ACTH o cAMP.

'
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3) Desarrollo y conservacidn de la forma celular

Los microtdbulos tiemen una importante funcidn como citoes-
queleto, segfin muestran numerosos estudios. Se les ha asignado
este papel en primer lugar por su orientacidn, y en segundo 1lu
gar porque la destruccidn de los mismos como consecuencia de
diversos tratamientos produce cambios morfoldgicos (39) . La
baja temperatura, alta presidn, colchicina, urea, o iones metd
licos aplicados al heliozoario Actinosphaerium destruyen los
microtiibulos que constituyen el axonema radial involucrado en
el movimiento y alimentacidn del animal y provocan retraccidn
de los axopodios (39, 65). El proceso es completamente rever-
sible, y el agualpesada, que estabilia 1los microtibules, im-
pide esta ruptura de los axopodios por frio o presidn (66).
En otros sistemas, tales como eritrocitos, células de neuro-
blastoma o dellcristalino,‘en que los microtilbulos presentan
una orientacidn adecuada, las-células elongadas o elipsoida~-
les se transforman en esféricas al destruir 1los microtibulos
(16,67). ‘

Estas estructuras estdn ademds implicadas de alguna manera
en el desarrollo de la forma celular: el agua pesada, la pre-
sién o la colchicina bloquean la morfogénesis celular durante
el desarrollo de embriones de Arbacia (40);la colchicina o vin
blastina inhiben la elongacidn del tejido del cristalino en de
sarrollo (16), la extensidn de apéndices neuronales (18, 67),
la transformacidn inducida por cAMP de varias lineas celulares
a formas elongadas (68), formacidn de miotiibulos, los cambios
de forma asociados con neurulacién (20, 21) y espermatogénesis
(30), Por Gltimo, el isopropil fenil carbamato, inhibidor del
huso mitdtico en células vegetaleh, inhibe la elongacidn de c@

lulas germinativas en desarrollo (69).




4) Motilidad celular

Los microtfibulos se encuentran en forma de estructuras ordena
das en cilinar flagelos y colas de esﬁernatozoides. ﬁaro la
forma en que participan en el proceso de movilidad no se cono-
ce, aunque hay varias hipStesis, Uno de los modelos propues-
tos implica no la contraccifn de los mismos sino <l desliza-
mieato de unos sobre otros, generando una curvatura propu’so-
ra (70, 71)., Este proceso raquiéra presumiblemente hidrdli-
sis de ATP, que podria tener lugar en la ATPasa (dineina) aso—.‘
ciqda a los dobletes externos en ‘estas estructuras (38, 72). \
0ti» tipo de movimiento en el que los microtiibulos citoplasma-
ticos parecen estar involucrados en el movimiento ameboide de
c€lulas en cultivo (13)., La colchicina, que destruye estos
mi:rotGbulos,produce la desaparicién de todo mevimiento orien-

4ido., Este se caracteriza por una actividad 1loccalizada emn

cierta zona de la membrana que se denordann (rufflang) (713).

// Al tratar con antimitéticos, la ragi&n desordenada se =xtiende

y generaliza a todo el borde celular, proceso acompafiads por
cesacifn o desorientacidn inmédiata del movimiento, " ya
que las c&lulas tratan de moverse en todas direcciones a uun
tiempo, con un resultado neto de inmovilidad.

]

5) Transduccibn sensorial

En los 8rganos sensoriales se ha descripto la existencia de
microtGbulos, generalmente como cilias modificadas, pero adlo
en el caso de los microtGbulos del mecanorreceptor de cucara-
cha se ha probado que la destruccién de los mismos por colchi
cina trae como consecuencis la imposibilidad de generar poten=-
ciales de accifn en las neuronas receptoras cuando hay movi-
miento (24).Se-ha sugerido que cuando una fuerza externa mue-
ve los microtGbulos de las cilias del mecanorreceptor, se geng
ra un cambio qufmico que puede desencadenar la transmisifn neu

ronal,




6) Regulacidn de la topologia de la membrana

Estudios muy recientes (74, 75) dieron lugar a hipdtesis que
explican la interaccidn de microtiibulos con las membranas, es-
pecialmente con las proteinas de la misma. Las particulas in-
tramembranosas o receptores superficiales, por ejemplo 1los de
inmunoglobulinas en la superficie de los linfocitos o los de
concanavalina A ven alterada su distribucidn cuando se trata
a las células con antimitdticos (76, 77).

El modelo (77) postula un acoplamiento entre microtiibulos ci
toplasmaticos y particulas intramembranosas o receptores.
Cuando estas proteinas estadn libres, pueden difundir libremen-
te en el plano de la matriz lipidica,y cuando estdn ligados en
forma directa o indirecta con los microtibulos, su movimiento
estaria impedido, Los tratamientos que destruyen microtibulos
traen como consecuencia la transicidn del estado ligado al es-
tado libre para estas particulas, permitiéndoles agregarse o
dispersarse segiin que los microtiibulos las mantuvieran separa-

das o juntas (78).

Propiedades bioquimicas

Los primeros sistemas en que se aisld la proteina constituti
va de los microtdbulos fueron cilias,flagelos y colas de esper
matozoides.Como Ginico componente se aisld una proteina de peso
molecular 60.000 aproximadamente (38, 79), que en electrofo-
resis en geles de poliacrilamida-urea a baja concentracidn de
proteinas migraba como dos bandas de movilidad casi id@ntica.
En sistemas de microtibulos ldtiles la caracterizacidn de 1la
protefina tubular fue mds dificultosa y se consiguid gracias a
la afinidad especifica del antimitdtico colchicina por =sta pro
teina. Taylor (80) habia demostrado que la accidn antimiifti-
ca de esta droga se debia precisamente a que se unia a la sul-

unidad microtubular. Esto se comprobd en varios sistemas (81- .
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83) y se demostrd que la droga se unia a una particula cuyo co
eficiente de sedimentacifn era 6 S y peso molecular 110,000;
se comprobd la naturaleza proteica de la misma y la reversibi-
lidad de la reaccidn. Entonces se utilizd la colchicina tritia
da para seguir la purificacidn de esta proteina a partir de ce
rebro de cerdo (84). Se obtuvo asi una proteina dimérica de
peso molecular 120.000 y 6 S, que podia disociarse en dos mo-
nomeros de 60,000. Estas propiedades eran similares para la
fraccidn derivada de cerebro de pollo (85) y células de neuro-
blastoma (86), asi como la de cilias y flagelos (87).
Finalmente,los estudios de la proteina microtubular del huso
mitdtico (87-89) permitieron identificarla por sus propiedades
con la hallada en cilias y flagelos y tejido neuronal,
Se_ﬁropuso entonces el nombre de tubulina (90) para la pro-
teina nativa de peso molecular 110.000-120.000 y coeficiente de
sedimentacidn 6 S, que seria dimérica, y ™ -tubulina y P-tubg
lina a los protdomeros de peso molecular 55.000-60,000 obteni-
dos por desmaturalizacidn de la misma, designando como p al de

mayor movilidad electroforética.

a) Métodos de purificacidn

La tubulina se ha obtenido por métodos comunes de purifica -
cidén de proteinas,utilizando colchicina tritiada para seguir la
proteina. En términos generales, se la ha preparado ﬁor frac-
cionamiento con sulfato de amonio y cromatografia de intercam-
bio idnico en DEAE-celulosa o DEAE-Sephadex, de los cuales elu
ye a alta fuerza idnica (0,5-0,8 M de ClK) por tratarse de una
proteina muy acida (84). Posteriormente, el método fue modifi
cado para disminuir contaminaciones de dcidos nucleicos y car~.
bohidratos (91, 92).

Otro alcaloide, la vinblastina, se ha utilizado para precipi

tar la tubulina a partir de preparaciones crudas o parcialmente
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purificadas (86, 93, 94). La especificidad de esta.precipita
cidén ha sido cuestionada ya que también precipitan otras pro-
teinas acidicas y dcidos nucleicos (94).

Mds recientemente se han desarrollado métodos de purifica-
cién basados en la reaccidn de polimerizacidén, que ocurre a
temperaturas de alrededor de 37°C, revierte a 0°C y es favore
cida por el agregado de glicerol o sacarosa (89, 95). El méto
do consiste en calentar un sobrenadante de 100.000 x g de ce-
rebro para inducir polimerizacién,centrifugar a 37°C bara sepa
rar en el precipitado a los microtiibulos polimerizados. Bs-
tos se resuspenden y enfrian para despolimerizarlos y se vuel
ven a centrifugar en frio para eliminar contaminaciones. Es-
to puede repetirse varias veces, con pérdidas apreciables, pe
ro se obtiene tubulina muy pura, capaz de polimerizar,de unjr
colchicina y de precipitar con vinblastina.

También se ha desarrollado un método de aislamiento por cro

matografia de afinidad en columnas de Sepharosa a la que se ha

unido covalentemente un derivado de la colchicina. Sembrando
en la columna un sobrenadante de 100.000 x g de cerebro de ra
tén, la tubulina queda retenida y puede eluirse luego con un

buffer de baja fuerza idnica (96).

b) Peso molecular - Subunidades

Por diversos métodos, como equilibrio de sedimentacidn (87,
y filtracidén en geles (83, 91, 92), se han obtenido valores
de peso molecular entre 110,000 y 130,000 para tubulinas de
todas las especies estudiadas. _

Cuando se trata la tubulina con agentes disociantes como SDS§,
urea o clorhidrato de guanidina, se pierde la capacidad de po
limerizacién y de unir drogas. Ademds, el peso molecular dis
minuye a la mitad, 55.000~60.000, demostrando la naturaleza di

mérica de la proteina. Por electroforesis en gel de poliacril
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amida conteniendo SDS se han podido separar los protdmeros.
Los valores obtenidos de pesos moleculares para &stos varian
mucho, de 43.000 a 63,000, como resultado de utilizar dife-
rentes condiciones (88, 91, 92, 97, 98). Sin embargo, un a-
ndlisis cuidadoso de datos obtenidos a distintos valores de
pH y fuerza iénica (99), parece indicar que la separacidn se
debe s8lo a la carga y que ambos protdmeros tienen el mismo
peso molecular, de alrededor de 52,000,

Los datos disponibles de secuencia de aminoadcidos muestran
muy poca variabilidad entre protdmeros X de distintas esﬁe-
cies, y lo mismo ocurre con los /3; sin embargo, hay bastan-
te variabilidad entre X y P de la misma especie, aunque
casi todas las diferencias observadas hasta ahora son conse-
cuencia de cambios en una sola base del triplete codificante
ﬁara el aminodcido en cuestidn (87).

La estequiometria con que se encuentran ambos protﬁmeros se
Fa determinado aprovechando el diferente contemido en cisiel
na de ambos, con dcido iodoacético tritiado. Asi se obtuvo u
na estequiometria 1:1 para las tubulinas estudiadas (91, 92,
97, 100), Todos estos datos llevaron a pmponer que la tubu-
lina es un heterodimero ¢xp (91, 97), aunque sin evidencia ex

perimental concluyente.

¢) Asociacifn con nucledtidos de guanina

Durante los trabajos de aislamiento y caracterizacidn de
la proteina microtubular en cilias y flagelos, se encontrd
que habia nuclebtidos de guanina unidos a ella(l01l). Tambié&n
en microtiibulos ldbiles se demostrd la asociacidn de la pro
tefna microtubular con nucledtidos de guanina. La tubulina
purificada de cerebro reveld poseer 0,6-0,8 moles de nucled-
tido por mol de dimero 6 S. Los estudios por didlisis al e-

quilibrio com 34-GTP indicaron finalmente que la proteina
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era capaz de unir dos moles de pucledtido po- mol de 6 S: un

mol fuertemente unido, no intercambiable con nucledtido del me
dio, y otro intercambiable en un tiempo medio de 15  minutos
(84); estos resultados fueron posteriormente confirmados(102).

Los microtiibulos aislados de cerebro de ternera tenian al-
rededor de 0,6 moles de nucledtido de guanina por mol'de 6 S,
de los cuales el 70-80 % era GDP, y el resto GIP. La incuba-
cidn con 3H—GTP reveld la capacidad de unir 0,4-0,7 moles adi-
cionales de GTP por mol de dimero 6 S, no intercambiables con
el nucledtido ya unido, Aunque variaba con las preparaciones,
la relacién entre nucledtido no intercambiable e intercambia-
ble era siempre cercana a l, y la tubulina podia unir colchi-
cina en forma equimolar con el GTP intercambiable. También se
demostrd, con GTP doblemente marcado con 3H y 32P, que el GDP
unido al sitio no intercambiable podia aceptar el ﬁlP del GTP,
Yy que la reaccidén se producia sin liberacidn previa del GDP,
es decir, probablemente ocurria sobre la proteina. La precipi
tacidn de la tubulina con vinblastina provocaba la 1liberacidn
total del nucledtido no intercambiable, si se encontraba como
trifosfato, mientras que el intercambiable no se liberaba. La
precipitacidon con Cl,Mg o con Cl,Ca liberaba ambos tipos de nu
clebtidos (102),

Todos estos datos parecian indicar que, como en el caso de
la actina, la unidn y posterior hidrdlisis del GTP podria ser
importante ¢n la reaccidn de polimerizacidn. Los experimentos
de polimerizacién in vivo (87) e in vitro (89) mastraron la ne
cesidad de la presencia de GTP para que la reaccidn se produz-
ca., Era esperable entonces que, como en la actina, se produje

ra la hidrdlisis del fosfato terminal del nucledtido trifosfa-

to durante¢ la misma., Sin embargo, se demostrd que puede ocu-
rrir polinerizacidén in yvitro &n ausencia de GTP si se agrega
al medio glicerol o sacarosa (103). Esto probaba que el GTP

no intercambiable no era necesario, y que tampoco era impres-
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cindible que el no iptercambiable se encontrara como trifosfa
to, de manera que la hidr8lisis del mismo no debia estar invo
lucrada. Sin embargo, la velocidad de polimerizacidn aumenta
ba en presencia de GTP, de modo que la asociacidn del mismo

con la tubulina probablemente contribuya a la regulacidn del

proceso. Esto puede ocurrir por estabilizacidn de la configu-
racidn de la proteina (84, 85, 101), ya que se sabe por ejem-
plo que el GTP estabiliza la tubulina contra la desnaturaliza

= - - -
ci10n termica.

d) Interaccidén con drogas

Tal como ya se ha indicado, los alcaloides de origen vegetal
colchicina y vinblastina son conocidos desde hace tiempo como
agentes antimitdticos, o sea como venenos del huso mitdtico.
Estas drogas, juntamente con la podofilotoxina, la griseofulvi
na y el isopropil fenil carbamato ejercen su accidn por inter-
ferir con la funcidn microtubular. Sus estructuras son bastan
te diferentes, y actualmente se sabe que sus mecanismos bioqui'
micos de accidn son distintos.

Colchicina: La afinidad que per la tubulina tiene este alca

loide, obtenido de la planta Colchicum autumnale, permitid ais

lar y caracterizar a esta proteina, La reaccidn de uni@n a tu
bulina soluble tienme un pH dptimo de 6,8-7,0 es maxima a 37°C

y se produce a fuerza idnica moderada (81, 85, 104). La unidn
de colchicina a equilibrio indica que la saturacidn de los si-
tios de la tubulina se produce cuando se une 1l mol de colchici
na por mol de dimero de peso molecular 110.000 (84, 104). La
reaccidn de unidn es muy 1labil y decae rapidamente, aunque el
agregado de GTP reduce la velocidad de decaimiento (84, 85,105)
sin embargo, el complejo ya formado es bastante estable (81,
83). Cuando se investigd la capacidad de binding para la tubu

lina de espermatozoide de erizo marino se encontrd para las sub
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unidades provenient§§ del par central, pero no para las deri
vadas de los dobletes externos (l06). Posteriormente se pu-
do demostrar para éstos también la pnidn de colchicina, cuan
do se la estabilizd por el agregado de vinblastina, o bien
controlando las condiciones de solubilizacidn de los microti
bulos en cuanto a pH y fuerza idnica (81, 101, 104, 107). Es
ta clase de tubulina se comporta entonces de la misma manera
frente a la colchicina que las formas solubles.

Dado que los agentes desnaturalizantes destruyen la capaci
dad de unir alcaloide, no se sabe a cudl de las dos subunida
des se une éste, y todo parece indicar que la reaccidn requie
re tubulina en su configuracidn nativa.

Podofilotoxina: Este alcaloide se une a la proteina micro-

tubular en el mismo sitio que la colchicina (83, 85): cuando
se agregan ambos cbmpuestos en cantidades equimoleculares, la
unidn de colchicina tritiada se inhibe en un 50Z; sin embargo,
no es capaz de desplazar a la colchicina ya unida. Esto se

probd en tubulina de huevo de erizo 'de mar (104), con tubulina
de dobletes externos flagelares (107) y con tubulina de cere-

bro de embridn de pollo (108).
Griseofulvina: Las propiedades antimitdticas de este alca-

loide son indistinguibles al microscopio &ptico, de las de col
chicina. Aunque se ha propuesto que actila en forma similar a
la colchicina, no influye en la unidn de la misma, de manera
que si se une, debe hacerlo en un sitio diferente (85). Estu
dios realizados al miéroscopio electrdnico sobre el efecto de

griseofulvina en la polimerizacidn de microtibulaes in vitro

sugieren que no bloquea esta reaccidn. Si bien la mitosis de

células HelLa se bloquea por la droga, las migcrofotografias e-

lectrdnicas no revelan alteracidn en la morfologia ni en la o
rientacién de los microtiibulos (109). Este hecho sugiere que

la griseofulvina podria inhibir algin aspecto de la funcidn

microtubular.
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Alcaloides de Vinca rosea: Estos alcaloides producen in vi-

vo una destruccidn del huso mitdtico (l10), con disolucidn de
los microtiibulos y agregacidn de las subunidades en cristales
hexagonales (lll1). La interaccidon in vitro con la tubulina
no es afectada por la presencia de colchicina; incluso se ha
conseguido precipitar cuantitativamente el complejo con vin-
blastina, indicando que ambas drogas se unen a sitios diferen
tes (86, 93, 94). Se ha encontrado que los cristales forma-
dos in vivo contienen 1 mol de vinblastina por mol de dimero
de tubulina, que ademds conserva 2 moles de nucledtido de gua
nina, de modo que los sitios de unién serian diferentes (104).
Los mecanismos de interaccidn con vinblastina parecen ser dife

rentes in vivo e in vitro. Cuando se la utiliza como agente

precipitante in vitro parece actuar como catidn; produce pre-
cipitacidn de otros componentes celulares como acidos nuclei-
cos y proteinas acidicas, por ejemplo actina y proteinas de
membrana de eritrocito, que son precipitables por iones cal-
cio (109). Ademds, se ha demostrado que en este caso se pro-
duce liberacidn de GTP (102), que in vivo no ocurre. Estos re
sultados permiten proponer que la vinblastina se uniria in vi-
tro a sitios de baja afinidad, capaces de interaccionar con
calcio, y ﬁue in vivo interaccionaria con un sitio de alta afi
nidad, dando lugar a ruptura de los microtibulos y formacidn

de cristales (108).
Isopropil N-fenil carbamato: Esta droga, inhibidora del hu-

so mitético en células vegetales, afecta especificamente la re
aparicién de cierto tipo de microtiibulos en Ochromonas, altera
el nimero funcional delcentroa organizadores de microtibulos,
y afecta la orientacién del ficoplasto, una clase de microtdbu
los citoplasmidticos, en Oedogonium (112). Su mecanismo de ac-
cién se desconoce, aunque estudiocs recientes muestran que no
se une a la tubulina y que a concentraciones entre 0,1 y 1 mM

no afecta la polimerizacidén in_vitro, de manera que se supomne
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que no produce su efecto a través de interaccidn con los micro
tibulos, sino probablmente con los centros organizadores de

los mismos (113).

e) Fosforilacidn y actividad de proteina quinasa de la tu~-

bulina.

La tubulina purificada puede fosforilarse en presencia de
proteina quinasa estimulable por cAMP, pero ademds posee in-
trinsecamente esta actividad (98, 114). La fosforilacidn se
produce en serina, y la estabilidad del producto indica que no
hay actividad de fosfatasa asociada. La determinacidn del £f&s
foro unido a tubulina requirid la obtencidn de proteina alta-
mente pura. Sometiendo la tubulina 32? a digestidon con tripsi
na o pepsina, se obtuvo sdlo un péptido marcado con 32?, des-
cartadndose asi la breaencia de un contaminante proteico super-
fosforilado (115).

En preparaciones sin niveles degecﬁables de impurezas se ha-
116 que la tubulina gontiene 0,8 z 0,2 moles de fosfato inorga

nico por mol de dimero de peso molecular 110.000. Se demostrd

ademds que el fosforo se encuentra unido a serina de 1la p tu-

bulina (92, 114). También se encontrd fosforilacidn en serina
32,
Pi,

cortes de misculo y cerebro de embridn de pollo incubados con

para el caso de células HeLa cultivadas en presencia de

el mismo isdtopo, y misculos y cerebro de embriones de pollo
inyectados con 32Pi 6114).

En cuanto a la actividad de protainé quinasa, ha sido detec-
tada en tubulina de cerebro porcino, bovino y de rata; enm célu
las HeLa y en miisculo de embrién de ppllo (98, 114, 116, 117,
118). Estas proteina quinasas son capaces de fosforilar a ]la
misma tubulina, en la cadena ﬁ',-a partir de ATP o GTP, y a
substratos exdégenos, como protamina, caseina, histona, y segiin
los casos fosfovitina (98,114, 119); la cantidad de producto
formado varia linealmente con la concentracidn de tubulina,

tiene pH Optimo, no se inhibe por colchicina o vinblastina y
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colchicina . .
podofilotoxina CTR  no intercambiable
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GTP Ha . ‘
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Figura 3.: Representacidn esquematica del dimero de tubulina
La asignacidn de sitios a una subunidad determinada, asi como
la ubicacidn de los mismos es arbitraria, salvo para el caso
del P unido covalentemente, localizado en la subunidad la.
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no es estimulable por nucledtidos ciclicos. En el caso de ce
rebro de rata, la actividad se encontrd sdélo en grandes agre-~
gados y no en el dimero de tubulina (119), llevando a la con-
clusién que &sta no es una proteina quinasa sino que la acti-
vidad estd asociada a ella. Sin embargo, dado que siempre se
obtiene actividad de proteina quinasa en microtibulos, es muy
posible que esta asociacidn tenga importancia en la fosforila
¢i6p de tubulina observada in vivo y cuyo significado aiin se
desconoce (119).

Los estudios realizados con tubulina de misculo de embrién
de pollo muestran que la actividad de proteina quinasa eluye
de una columna de gel en una posicidn correspondiente al peso
molecular del mondmero, 54.000 (ll14), En células HelLa se en-
contrd que durante el ciclo celular varia el contenido en £f0s
foro de la tubulina. Ademds, hay una variacidn similar en la
actividad de proteina quinasa asociada, mientras que la del
citosol correspondiente no varia; esto permite suponer que la
fosforilacidén de tubulina y la proteina quinasa son importan-

tes en la funcidn microtubular (117).

f) Otras actividades enzimaticas

En microt@ibulos aislados de fibroblastos de embridén de pollo

y células HelLa se detectd actividad de ATPasa, que es labil,

no inhibible por ouabaina y no actiia sobre otros nucledtidos
trifosfato (120).

También se ha descripto la incorporacidn de tirosina y fenil
alanina al extremo C-terminal de una proteina ao}uble de cere-
bro de rata. Esta reaccidn requiere ATP, Hg++ y K+, pero no
tARN; ambos aminoadcidos se excluyen mutuamente y uno inhibe 1la
incorporacidén del otro. La proteina a la que se incorporan es
tos aminoacidos presenta varias caracteristicas comunes con la
tubulina: tiene un peso molecular de 54.000, forma dimeros de

peso molecular 110.000, que eluyen en columnas de Sephadex G-200
/

20




en la misma posicidn que el complejo tubulina-colchicina 3H,
asi como de columnas de DEAE~Sephadex A-50; ademds, precipita
con viblastina. Si bien no hay evidencia morfoldgica, es muy
probable que se trate efectivamente de una propiedad de la tu
bulina (121).

En el transcurso de la realizacidn de esta Tesis se ha des-
cripto la existencia en microtiibulos de una enazima relaciona-
da con el metabolismo de fosfolipidos, la fosfatidil inositol
fosfodiesterasa, asogciada a la cadena (122), Esta enzima,
del tipo de la fosfolipasa C, libera inositol fosfato a par--
tir de fosfatidil inositol. Ha sido hallada en varios siste-
mas, incluyendo pancreas, higado, mucosa intestinal, tiroides
y cerebro. El fraccionamiento de sobrenadantes de cerebro de
rata por cromatografia en DEAE-Sephadex se encontrd que uno
de los picbs de actividad de eaté enzima se encuentra asociado
a una proteina capaz de unir colchicina. Cuando este pico se
sembrd en gradientes dg sacarosa, analizando una de las frac-
ciones activas por electroforesis en gel de poliacrilamida con
SDS, se encontrd que s8lo contenia las dos bandas de Xy /5
tubulina y una tercera banda identificada presuntivamente como
la forma monomérica de la enzima. Por agregado de tubulina de
ratdn doblemente marcada in_vivo con 3H y 32? e igual cantidad
de marcada con 32 por tratamiento con ('F-JzP)-ATP al sobrena
dante de cerebro de rata, se halld parte de la actividad enzi-
matica asociada con la tubulina agregada, que fue identificada
como la subunidad‘ de la tratada con ( H—JZP)—ATP en base a
3u:32p La subunidad de la tubulina exdgena no

la relacidn
tratada con ATP no estaba asociada a la actividad enzimatica

(122).
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Polimerizacidn

1. In vivo

a) Antecedentes

Los primeros estudios del huso mitdtico en células vivas se
llevaron a cabo por microscopia con luz polarizada. La birre
fringencia que se observaba durante la mitosis se atribuyd a
componentes fibrosos que en preparados fijados se encontraban
asociados a los cromosomas. La colchicina destrufia la birre-
fringencia, por lo cual se postuld que bloqueaba los movimien
tos cromosomales por alterar de alguna manéré el estado de po
limerizacidn de los componentes fibrosos birrefringentes(52).
Estos fueronlidentificados posteriormente como microtubulos ,
y las variaciones en la birrefringencia dufante la mitosis se
atribuyeron a cambios en el estado de polimerizacidn de 1los
mismos. También a desplazamientos del equilibrio mondmero-po
1imero se atribuye la destruccidn del huso mitdtico que se
produce al disminuir la temperatura, aumentar la presidm, o
por el agregado de otras drogas antimitdticas (52, 53, 123).

La modificacidn experimental de la birrefringencia del hu-
so por variacidén de la temperatura ha permitido calcular pa-
rametros termodindmicos que indican que el proceso de poli-
merizacidn es endotérmico, involucra un gran aumento de en-
tropfa y - a temperaturas fisiolSgicas - una variacidn de e-
nergfa libre bastante pequedia (43).

El agua pesada estabiliza el huso mitdtico frente a la ac-
cidn de la colchicina o la baja temperatura (43, 124, 125) .
Esto indicaria que durante la polimerizacidn se produce una
pérdida de agua estructurada (lo que explicaria el gran au-
mento de entropfa), ya que se acepta que las moléculas de a-
gua pesada permanecen unidas entre si mds fuertemente que las
de agua ordinaria (126), y al reemplazar a &sta el equilibrio

se desplaza hacia el polimero (43, 127).
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Este concepto de desplazamiento'del equilibrio se vio refer-
zado por estudios realizados en presencia de inhibidores de 1la
sintesis proteica. La reaparicidn de la birrefringencia en hu
sos despolimerizados por colcemida, después de eliminada &sta,
se producia a la misma velocidad y en igual grado en ausencia
0o en presencia de actinomicina D, puromicina o cloranfenicol ,
de modo que la réformaciﬁu del huso se producia a expensas de
los mondmeros liberados durante la despolimerizacidn (43).

Durante la interfase y la mitosig se observd que la cantidad
total de proteina cagpaz de unir colchicina permanece relativa-
mente constante, pero varia su distribucidn entre fracciones
particuladas y solubles (128).

Todos estos datos apoyan la existencia de un estado de equi-
librio que se altera en forma patural durante la formacidn del
huso y llevaron a postular la teoria del equilibrio dinamico .
Segiin ésta, el principal.mecanismo de control celular de la
formacién de microtdibulos consiste en la alteracidn del'equili
brio monﬁmero—poliméro, sin mediar recambio (sintesis y degra~-
dacién) de mondmero, del cual existiria un pool precursor.

La teorfa del equilibrio dind@mico se ha aplicado también a

otros sistemas, como el axonema de Actinosphaerium (Echinospha

erium), a la regeneraciﬁn ciliar y flagelar y varios tipos de
elongacidn celular (65, 66). En todos estos sistemas los mi-
crotibulos despolimerizados por diversos tratamientos vuelven
a formarse aunque esté inhibida l1a sintesis proteica, pero no
en presencia de colchicina (16, 67, 129, 130). Sin embargo,en
otros casos se ha ﬁostulado que el pool precursor no existe,en
base a requerimientos de sintesis prbteiéa para que se formen
estructuras micyotubulares (18, 131)

Tambi&n se obtuvieron datos sobre un flujo constante de mongd
mero a polimero por irradiacidn con un micro haz de luz ultra-

violeta del huso mitdtico en metafase, con el resultado de una



pérdida local de birrefringencia, que migra lentamente hacia
el polo y es reemplazada por material birrefringente. Esto
se interpreta como un flujo de mondmero hacia la fibra en el
centromero y eliminacién del mismo en el polo (132).

En resumen, el concepto de equilibrio dinamico explica ra-
zonablemente la mayoria de los procesos que involucran la ﬁg
limerizacidn de microtdbulos in vivo. Sin embargo, todavia
se ignora cdmo se regula este equilibrio, aunque ciertas ob-
servaciones han llevado a pensar en la existencia de sitios

iniciacifn u organizadores de la polimerizacidn.

b) Centros de nucleacidn de la polimerizacidn

Son abundantes los datos que parecen indicar que los quine
tocoros cromosomales y los centriolos podriam estar involu-
crados en la polimerizacidn y conservacidn de las fibras del
huso mitdtico de células animales, aunque no en Vvegetales
(133, 134). De la misma manera, hay evidencias que indican
que la polimerizacidn durante el crecimiento de cilias y fla
gelos se produce por adicidn de material a cuerpos basales
preexistentes (135-137). Para todas estas estructuras espe-
cializadas que se asocian a la localizacidn de los microti-
bulos se ha propuesto el nombre de "centros organizadores de
microtibulos".

En cuanto a los microtiibulos citoplasmaticos, hay muy po-
cas evidencias de la existencia de centros que puedan estar
involucrados en la nucleacidn, aunque se ha mencionado fre-
cuentemente la asociacidn de microtibulos con numerosas es-
tructuras (9, 39). Algunos autores sugieren que en ciertos
casos el proceso de polimerizacidn puede iniciarse al azar,
por ejemplo a causa de altas concentraciones locales de mond
mero, pero este mecanismo es improbable en la formacidn de

estructuras particulares (30, 40).
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2, Imn vitro

a) Antecedentes

Con el objeto de analizar los mecanismos que bodrian regular
la polimerizacidn de microtdbulos in vivo, se ha intentado de-
sarrollar sistemas de polimerizacidn in vitro ﬁara estudiar
los problemas de iniciacién, crecimiento y equilibrio.

Los primeros intentos se llevaron a cabo c¢con subunidades pu-
rificadas de cilias y flagelos. Al principio se obtuvieron s
lo grandes agregados que no eran microtibulos, e indefendientg
mente de la temperatura y presencia de colchicina (138, 139) .
Mds adelante, se obtuvieron estructuras que morfoldgicamente e
ran microtiibulgs, en condiciones muy definidas de pH y fuerza
iénica, y los intentos de purificar el sistema por centrifuga-
cidn revelaron la posible necesidad de sitios particulados de
nucleacidn (140). Sin embargo, esta polimerizacidn no era in-
hibible por baja temperatura o colchicina, propiedades carac-
teristicas de la formacidn de microtidbulos in vivo.

Posteriormente comenzaron los estudios con microtiibules ci-
toplasmdticos. Con subunidades purificadas de cerebro porci-
no se obtuvo un sistema de polimerizacidn en que &sta dependia
de la temperatura, se inhibfa por colchicina, requeria especi-
ficamente la'presencia de GTP y no necesotaba del agregado de
fracciones particuladas como niicleo. Sin embargo, los produc-
tos de la polimerizacidn eran aberrantes: filamentos o esfe-
ras de tamano irregular y muy'pocos microtiibulos (141). Poco
después se obtuyvo un sistema que producia microtiibulos idénti-
cos a los observados in vivo, y que permitid definir  algunas
condiciones para que la reaccidn de polimerizacidn tenga lugaxn
Homogeneizando los cerebros de rata en frio y centrifugando,se
obtenfan en el sobrenadante subunidades provenientes de la des
pollmerlzac1on. Agregando a éste GTP y EGTA para eliminar el

calclo, se obtenfa polimerizacidn 51mp1emente elevando la tem—
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peratura a 37°C, despolimerizacidn al disminuirla o agregar col
chicina. Ademas, los microtlibulos formados eran indistingui-
bles de los observados in vivo al microscopio electrdnico, y es
te proceso no parecia requerir nucleacidn (89). Estos resulta-
dos fueron rapidamente confirmados para microtilbulos de cerebro
porcino, pero se evidencid la necesidad de agregar material ﬁa;
ticulado a sobrenadantes de alta velocidad de centrifugacidn,en
los que se encontraban las subunidades puras para que se produ-
jera polimerizacién (95). Observando al microscopio electrd-
nico la fraccidon particulada se encontraron estructuras en for-
ma de disco que desaparecian durante la polimerizacidn y reapa-
recian al despolimerizar; esto sugeria que dichas estructuras

se incorporaban a los microtiibulos y que podrian actuar como

centros de nucleacidn.

b) Métodos para medir polimerizacidn

Todos estos estudios preliminares recurrian a la microscopia
electrdnica o a la ultracentrifugacidon, procedimientos engorro
sos, que consumian mucho tiempo y no permitian medir 1la ciné-
tica de polimerizacidn.

Posteriormente se comenzd a utilizar la viscosimetria,la tur
bidimetria y el aumento en la fluorexencia intrinseca del trip
tofano.

La viscosidad de una solucidn de tubulina aumentea a medida
que se van formando microtdbulos. Por este método se comprobd
que al transferir la solucidn de 0°a 37°C, la viscosidad va au
mentando con el tiempo; que el agregado de colchicina bloquea
este aumento, y que si la temperatura se baja nuevameate a 0°C
la viscosidad disminuye rapidamente al valor inicial. Los con

troles realizados tomando muestras y observdndolas al microsco

pio electrdnico mostraron que realmente se estaban formando mi
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crotiibulos, de manera que la reaccidn de polimerizacidn in vi-
tro es similar a la estudiada in vivo para microtibulos cito-
plasmdticos y del huso mitdtico (142-144).

La turbidimetria permi?e también medir esta reaccidn. La tur
bidez de la solucifn es proporcional a la masa total de subuni
dades que se encuentran en el polimero. Este método es venta-
joso en cuanto a la rapidez de las mediciones, su continuidad,
y la facilidad con quelpueden variarse las condiciones del en-
sayo; sin embargo, no permite obtener datos de la longitud del
polfimero como la viscosimetria. Los resultados obtenidos por
estalmetodologia confirman en general los de viscosimetria, -y
han permitido calcular pardmetros termodindmicos con los cua-
les se ha pcdido definir ciertes restriceciones a los modelos
de polimerizacidn y despolimerizacidn (145).

La variacidn de la fluorescencia intrinseca debida al trip-
tofano de la tubulina ha sido utilizada como medida de la poli
merizacidén, Sin embargo, este método sdlo mide cambios confor
macionales en la proteina, y tampoco da informacidn sobre 1la

longitud de los polimeros (146).

¢) Polaridad y nucleacidn

Un problema bidsico del mecanismo de polimerizacidn eslla po-
laridad del crecimiento tubular, es decir, si la adicidn de sub
unidades se produce en ambos extremos o en uno solo del micro-
tGbulo en crecimiento. En flagelos parece que la adicidn de
subunidades se produce al extremo distal de la organela (147).
Cuando se utilizaron trozos de flagelos como niicleos bara poli
merizacidn de subunidades de cerebro, la adicidn se verificaba
también en el extremo distal (143). Si para el mismo sistema
de cerebro se utilizaban como nficleos trozos de microtGbulos de
cerebro a los que se habfia pegado DEAE-dextrano ﬁpr 8su carga po
sitiva (lo que permitfia distinguirlos al microscopio electrdni~-
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co del t@bulo en crecimiento) se vio crecimiento unidireccio-
nal en extrachs crudos y bidireccional en tubulina éurificada
a altas concentraciones de protefna, aunque éste se producia
preferentemente en una direccibn (143, 148).

En cuanto a la existencia de centros de nucleacidn, ya se
menciond la posible participacidn de estructuras en forma de
espiral o anillo en la ipiciacidn de la polimerizacidn (95).
Algunos datos termodindmicos obtenidos por turbidimetria po-
drian explicarse suponiendo la existencia de un paso lento en
la iniciacidn, que consistiria en la activacidn de un inicia-
dor, por ejemplo, el pasaje de un anillo cerrado a espiral
abierta., Esta hipdtesis se vio en parte confirmada al obser-
varse que inmediatamente después de la polimerizacidon predo-
minaban las espirales sobre los anillos, y varias horas des-
pués, la relacidn se invertia; ademas, la rebolimerizaciﬁn es
mucho mds rapida en el primer caso que en al segundo. Como ya
se ha mencionado, el dimero de tubulina tiene un coeficiente
de sedimentacién de 6 S, y estos anillos o espirales lo tie-
nen de 36 S, perb estdn constituidos por ¥y ﬁ tubulina, se-
gﬁﬁ se ve por electroforesis en geles de poliacrilamida luego
de disgregarlos con ClNa. Estos componentes de 36 S unen po-
ca colchicina y su formacidn es insensible a la presencia de
ésta (149, 150). Hay varias explicaciones probables para es-
tas observaciones: una es que los componentes de 6 S y 36 S
estdn formados por proteinas distintas; la segunda, que algin
cofactor se encuentre unido a alguno de los componentes, impi
diendo su transformacidn en el otro; la tercera, que la tubu-
lina de un componente pueda modificarse, por ejemplo por fos-
forilacidn o acetilacidén, permitiendo su transformacidn en el
otro. .

Todas estas observacionmes llevaron a proponer un modelo pa-

ra la polimerizacidn, en el cual se supone que el componente
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36 S, formado por unas 50 subunidades 6 S, es un protofilamen-
to incapaz de unirse lateralmente a otros, pero que en condi-
ciones de polimevrizacidn ﬁuede elongarse ﬁor adicibn de unida-
des 6 S, que si son caﬁaces de dar uniones laterales y condu-

cir a la formacidn del tfibulo.

d) Condiciones para la reaccidn

En extracto crudos de cerebro porcino se ha encontrado que
el rango 6§timo de pH para la polimerizacidn es 6,7-6,9, y que
a valores menores de 5,8 o mayores de 7,6 no se broduce auymen-
to en la viscosidad. El valor de viscosidad final alcanzada
muestra una dependencia lineal con la concentracidn proteica
por encima de una concentracidn gritica (4-12 mg/ml); a concen
traciones menores no se produce polimerizacidn. Los cationes
monovalentes Na+ y kt inhiben completamente el aumento de vis-
cosidad a concentraciones de 150 mM; también la inhiben total-
mente el Mg++ 10 mM y el ca®™ 1 mM. En cuanto a los nuclesti-
do trifosfatos, los extractos preparados en ausencia de GTP ex
perimentan un cierto aumento en la viscosidad al incrementar la
temperatura; sin embargo, la variacidn en la velocidad, visco-
sidad final alcanzada y estabilidad de la misma, permiten supo
ner que &sto se debe a diferentes niveles de GTP unido a tubu-
lina en las diferentes preparaciones. A una concentracidn de
GTP de 2 mM la bolimerizaci5n es maxima y el nivel es -estable.
Este nucledtido puede ser reemplazado parcialmente por ATP,CTP
o UTP, o bien por GDP o GMP (142).

En preparaciones purificadas, las condiciones Optimas son si
milares, aunque se requieren niveles mayores de cgtiones para
inhibir la polimerizacidn. El.Hg++ es necesario para que ésta
se produzca, y la activacidn es midxima a concentraciones este-

quiométricas con las de tubulina. Para que se produzca mixima

polimerizacidén, es suficiente agregar cantidades estequiométri
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cas de GTP, que puede ser reemplazado por los otros nucledtido
trifosfatos, pero no por nucledtidos mono o difosfato, o tri-
fosfatos cuyo ¥ -P no sea hidrolizable (151).

Como ya se ha mencionado, el ion calcio es un potente inhibi
dor de la polimerizacidn de tubulina de cerebro (89, 142),y su
adicidn produce la desﬁolimerizacién de microtiibulos #olimeri—
zados (144). El1 50% de inhibicidn se ﬁroduee con concentracio
nes del orden de 1mM (l46). Esta extrema sensibilidad frente
a la concentracidn de calciol explica las dificultades bara ob-
tener polimerizacidn de microtiibulos in vitro. Los estudios
realizados ﬁarecen indicar que este ion afecta la velocidad de
polimerizacion (146) y la longitud de los microtiibulos forma -
dos (142). Puesto que el calcio actiia como regulador an va-
rias funciones bioldgicas, esta sensibilidad de la reaccidn a
la concentracidn del mismo sugiere que el equilibrio de ﬁolimg
rizacidn in vivo podria estar regulado por este ion, aunque to
davia ello no se ha probado.
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II. ANTECEDENTES INMEDIATOS Y OBJETIVOS DE LA INVESTILGACION

Las diversas funciones atribuidas a los microtﬁbulos exigen
que éstos se encuentren polimerizados o que sean capaces de pPo
limerizar y despolimerizar segiin la situacidn fisioldgica de
la célula. Los datos termodindmicos disponibles parecen indi
car que la unidn entre subunidades durante el broceSo de poli
merizacidn es de cardcter hidrofébico. Por lo tanto, una al-
teracidon de este caracter de la tubulina podria ser el meca-
nismo para controlar la asociacidn y disociacidn de la misma.
Una modificacidén covalente (fosforilacidn, glicosilacidn,etc)
de la tubulina y/o la asociacidén de ciertos cofactores a la
misma podrian cambiar dicho cardcter hidrofdbico y asi inter-
venir en la regulacidn del proceso de polimerizacidmn. La aso
ciacidén de GTP a tubulina y la fosforilacidn de ésta en una
de sus subunidades eran las dos lnicas modificaciones descrip-
tas al iniciarse este trabajo, pero para ninguna de las dos se
han encontrado evidencias concluyentes que permitan responsabi
lizarlas de la regulacidn del proceso de polimerizacidn’

Durante el estudio de la fosforilacidn de microtdbulos en di
versos sistemas de células enteras (l14), se observd que parte
de la radioactividad incorporada a partir de 32P a microtibu -
los se podia extraer con solventes orgdnicos. La fosforila-
cién de materiales hidrofdbicos asociados a tubulina les con-
ferirfa propiedades anfifilicas, y &sto podria tener influencia
sobre el estado de polimerizacidn microtubular. Se considerd
por lo tanto conveniente explorar esta posibilidad.

Los antecedentes inmediatos de los que se disponia (Tabla I)
eran que los microtibulos aislados con vinblastina de prepara-

32Pi eran ra-

dos de mfisculo de embridn de pollo incubados con
dioactivos. Aproximadamente el 50% de la radioactividad era

soluble en ATC 5%, y gran parte de la misma era debida a GTP.
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En cuanto a la radioactividad insoluble en ATC 5%, casi el 80%

podia extraerse con cloroformo-metamol (2:1) o n-butanol satu-

rado con agua; el resto era fosfato unido covalentemente a tu-

bulina.
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TABLA I: Distribucidn de la incorporacion de "“P a fracciones

microtubulares marcadas in vivo e in vitro.

Incorporacidn de 32P(2)

Fraccidn
In vivo In vitro
Directo 100 =
Precipitable por ATC 5% 50 100
Tubulina 10 80
Extracto butandlico 40 20

Por otra parte, cuando se incubaban in vitro microtdbulos

32p 4 material precipitable

con (¥ -32p-) ATP, se incorporaba
por ATC 5% (Tabla I), También en este caso, parte de la ra-
cioactividad podfa extraerse con solventes orgdnicos, aunque
la relacidn entre las marcas de tubulina y material liposolu-
ble era aproximadamente la inversa que la obtenida in vivo.
Esto indicaba la posible asociacidn de la tubulina con una agc
tividad enzimdtica capaz de transferir el P-§ del ATP a 1lipi
dos endbdgenos. :

De acuerdo con estos resultados, se juzgd interesante deter
minar, en primer término, que tanto el material liposoluble
marcado en la c&lula entera, como 1a eventual actividad enzimd
tica estaban realmente siempre asociados a los microtibulos.
En caso afirmétiVo, habfa que evidentemente identificar el ma
terial liﬁosoluble asociado a microtlibulos, como asimismo iden
tificar el producto de la reaccidn enzimBtica responsable de
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la fosforilacidn de los mismos, seria entonces importante - por
las razones expuestas m&s arriba - comprobar su influencia so-

bre la veaccifn de polimevrizacifin.
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MATERIALES Y METODOS

1, REACTIVOS

Los reactivos utilizados fueron en general de origen comer
cial y de grado reactivo.

La caseina utilizada como substrato de proteina quinasa
fue ﬁreviamante tratada para eliminar el fésforo (152).

La vinblastina fue un regalo de Eli Lilly & Co. de Argen-
tina.

Preparacidn de ¥ =32P-ATP o -GTP

Ambos nucledtidos marcados se prepararon enzimdticamente

(153, 154), segiin las siguientes reaccidnes:

3-P-glicerato + ATP 3-P—311ceratoh 1,3-di P-glicerato + ADP

Ll

quinasa

32

1,3-di P-glicerato + ““Pi + ADP gllceraldehzdo-S-P:

deshidrogenasa

gliceraldehido-3-P +§ -22p-ATP
La mezcla de incubacidn, en un volumen final de 5 ml, comn-
tiene buffer Tris~ClH 50 mM pH 8, MgCl2 6 mM, cisteina 2 mM,
3-P-glicerato 1 mM, 20mCi de 32p;i en solucidn clorhfdrica 1i
bre de portador, ATP 2 mM, 1 mg (40 U) de gliceraldehido-3-P
deshidrogenasa de misculo de conejo y 0,1 mg (100 U) de 3~P~-
glicerato quinasa. Luego de incubar a 30 durante 4-5 horas,
se detiene la reaccifn agregando 0,5 ml de ClH 1 N, se agita
y luego se agrega una mezcla de 54 mg de carbdn activado No-
rit-A y 42 mg de Polvo de celulosa Whatman. El tubo se agi-

ta varias veces y su contenido se vierte sobre un embudo con
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filtro de widrio frito, al que se aplica succidn mediante u-
na bomba de vacio. Se lava con dos volimenes de agua desti-
lada fria éara eluir el BzPi que no reacciond y luego se elu
ye el b’—32—P—ATP con dos volimenes de Etanol SOZ-NH3 0,15 N.
El eluido se lleva a sequedad en evaﬁorador rotatorio y se
resuspende lavando con cuatro ﬁorcionaa de 0,5 ml cada uno
de agua destilada. La actividad esﬁecifica se calcula midi-
endo la radioactividad sobre una alicuota y la concentfaci&n
de nucledtido sob¥e una dilucién 1:100 por su Absorbancia a
259 nm, considerando un coeficiente de extincidn ﬁara el ATP
de 15,4 cmnlmu_l,y ﬁara el GTP de 13,7 ew tant 5 252 nm.
Los controles de pureza se llevan a cabo por cromatografia
sobre babel Whatman 1 con Etanol-Acetato de amonio IM bH 7.4

(2.5:1) como solvente de desarrollo.

2, ENZIMAS

Las fosfolipasas A purificadas de pdncreas bovino y ﬁorci—
no fueron un generoso regalo del Dr., Juan C. Vidal.

La fosfatasa alcalina de Escherichia coli, la fosfolipasa C
de Clostridium welchii, la fosfolipasa D de repollo y la li-
pasa de germen de trigo eran preparaciones de Sigma Chemical
Company (EUA). También se utilizaron fosfoliﬁasa D de Calbio
chem y lipasa de Mann Research (EUA).

Preparacidn de proteima quinasa de embridn de pollo

Se disecan los miisculos de las patas de embriones de pollo
de 11 dias, liberdndolos de piel y huesos. Se diluye en 3
volimenes de buffer fosfato de potasio 5 mM-EDTA 4 mM pH 7.0,
Se homogeneiza suavemente en bafno de hielo en un homogeneiza
dor de vidrio con pistdn de Teflon. El1 homogenato se centri

fuga durante 30 minutos a 4°C y a 15.000 rpm. El sobrenadan
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te se filtra por lana de vidrio, se mide el volumen y se agre
ga 504(N54)2 hasta una concentracidn final de 0,39 g/ml en ba
o de hielo y durante 30 minutos. Se deja reposar 30 minutos
mids y se centrifuga durante 20 minutos a 11.500 rpm a 4°C.

El breciﬁitado se resuafande en 1/5 del volumen inicial de
buffer fosfato de ﬁotasio 5 mM EDTA 2 mM ﬁH 7,0. Luego se
dializa durante una noche contra el mismo buffer y se centri-
fuga durante 40 minutos a 100.000 x g. El sobrenadante se
cromatograffa en columna de DEAE-celulosa (5 ml de volumen de
DEAE-celulosa en la columna/g de miisculo). La columna se la-
va con 2,5 volGmenes de buffer y luego se conecta un gradien
te lineal de 1.500 ml de buffer fosfato 5 mM-EDTA 2 mM a fos~-
fato 500 mM~-EDTA 2 mM. Se colectan fracciones de 20 ml, con

un flujo de 1,6 ml/minuto.

3. METODOS ANALITICOS

a) Determinacién de concentracidn de proteinas

Se 1levé a cabo por el mé&todo de Lowry (L55).

b) Determinacidn de fosforo

La materia orgdnica se mineralizd por tratamiento con 20 pl
de ClO,H 70% y 50 pl de SO,H,, calentando a llama directa.
Luego se agregaron 0,25 ml de agua y se midid el fésforo 1li-
berado por desarrollo de color con verde de malaquita (156).

¢) Cromatografia en papel \

Se utilizd papel Whatman N°l. Los sistemas de solventes

empleados fueron los siguientes:
(I) 1Isopropanol-Acido acético-Agua 27:4:9
(I1) Butanol-Piridina-Agua 6:4:3
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(111) Isoprobano1—Amon£aco—Agua T:2:1

(1y) Fenol saturado con agua conteniendo amoniaco concen-
trado 0,12% V/V |

Los compuestos fosforilados se revelaron con el reactivo
de Burrows (157), y los radioactivos mediante un radiocroma-
tégrafo Packard.

d) Cromatografia en caba delgada

Sobre placas de vidrio de 20 x 5 cm se dlstrlbuyﬁ, median-
te un extensor Desaga, und cdpa de 0,75 mm de espesor de los
medios indicados a4 continuacifn:

(V) Silica Gel H 21g en 56 ml de agua con CCOO)2K2 12

(VI) 20 g de Silica Gel H en 45 ml de agua con CO,Na,1 mM
-Como sistemas de solventes se emplearon:

(v) Cloroformo-Metanol-Amoniaco 4 N 9:7:2

(VI) Cloroformo-MetanolOAmoniaco-Agua 24:12:1:1 _
Los lipidos se detectaron colocando la placa en atmdsfera

de iodo.

e) Electroforesis en papel

Se realizd sobre papel Whatman N°l, en buffer Piridina-Aci
do Acético pH 6,5, durante 2 horas y con una diferencia de

potencial de 20 V/cm

f) Electroforesis en gel de poliacrilamida

Se llevé a cabo en geles de poliacrilamida 10%Z, N,N'-meti-
len-bis acrilamida 0,3% en buffer Tris- G1H 0,2 M pH 8,8 con
teniendo dodecil sulfato de sodio 0,1Z. En los compartimen-
tos electrddicos se colocd buffer Tris 0,05 M-glicina 0,4 M-
EDTA 2 mM pH 8,3, con dodecilsulfato de sodio 0,l%. Luego
de 4 horas de corrida a 10 V/cm, los geles se colorearon con

Coomassie Blue.
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g) Gradientes de sacarosa

Se prepararon gradientes de sacarosa l0-30% en buffer fos-
fato 5 mM ﬁH 7 conteniendo EDTA 2 mM en un volumen de 11,5 ml
para centrifugaciones en rotor SW 40 en las condiciones que
se indicaran. Finalizada la centrifugacidn, los gradientes
se fraccionaron en 45 fracciones de 0,25 ml, permaneciendo
éstas en bafio de hielo hasta la determinacién de las activi-
dades enzimdticas.

Los pesos moleculares se estimaron bor el método de Martin

y Ames (158). A partir de estos datos se determinaron los

pesos moleculares promedio (159).

h) Medida de la actividad de enzimas

~ Fosfolipasa A
La reaccidn se llevd a cabo en buffer gligilglicina 0,01 M

pH 8,95, conteniendo 012Ca 5 mM Tween 20 1 %, lecitina 10 mM
y 0,14 mg/ml de rojo cresol, en un volumen final de ! ml.

La mezcla se colocd en una cubeta de espectrofotdmetyo y se
agregd la solucidn de enzima, registrando la variacidon en la
absorbancia a 546 nm contra agua destilada, proporcional a
la concentracidn de dcido graso liberado. La unidad enzima-
tica se definid como la cantidad de enzima caﬁaz de éroducir

una variacidn en la absorbancia de 0,l11/minuto en estas con-
diciones.
- Fosfolipasa C

Se midis en buffer Tris-ClH 0,04 M pH 7,4, con Cl,Ca 5 uM,

lecitina. 10 wM, albfimina 0,2% y 10 ul de solucifn de enzima
Luego de incubar a 37°C du-

en un volumen total de 1,5 ml.
rante 30 minutos, se agregarom 1,5 ml de ATC 5%, se centrifu-

g6 y se midié en el sobrenadante el fdsforo total liberado,
por el método de Fiske y Subbarow (160). La cantidad de en-

zima que cataliza la liberacidn de 1 P mol de P/min es equi-

valente a 1 unidad.
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- Fosfolipasa D

La actividad enzimftica se determind en una mezcla con bu
ffer MES 0,1 M, Cl, Mg 0,5 mM, GT? 1 uM, pH 6,5, conteniendo
deoxicolato de sodio 0,1 % y FNa 10 mM. Luego de afadir la
@olucibn de enzima se incub6 a 37°C durante 10 minutos, de-
teniendo la reaccidn por'agregado de 0,5 ml de ATC 5 Z. Se
centrifugd y el sobrenadante se extrajo tres veces con !l ml
de &ter etflico. En la fase acuosa se midid la colina libe
rada bor el método de Apﬁleton et al.(161). La unidad enzi
matica es la cantidad de enzima que produce la liberacidn de

1 Pmol de colina/hora.

- Tripsina
A 2 ml de solucifn de benzoil-arginil-etil-éster 0,01 M
en buffer Tris-ClH 0,01 M pH 7,75, conteniendo 01203 0,05 M
y ClK 0,1 M, se agregan 0,1 ml de solucidn de tripsina 10
mg/ml o de la enzima cuya actividad tripsinica se quiere de
terminar, En funcidn del tiempo de incubacidn se mide el
consumo de HONa 0,1 M necesario para mantener el éﬁ de 1la

solucién en 7,8 (162).

-4, PREPARACION DE MICROTUBULOS

a) Precipitacidn con vinblastina (114)

Los mfisculos de las patas de embriones de pollo de 11 di-
as se seﬁaran cuidadosamente de piel y huesos, Se homoge-
neizan a 0°C en un volumen igual de buffer fosfato 0,01 M,
Cl,Mg 0,01 M, sacarosa 0,24 M, pH 6,5. ELl material particu
lado se elimina por centrifugacidn a 45.000 x g durante 15
minutos a 0°C y otra a continuacidn de 1 hora a 150.000 x g.
Al sobrenadante 1imﬁido que se obtiene se agrega vinblasti-
na hasta una concentracidn final de 1 mM. Luego de mantener
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la suspensidn durante una hora a 0°C, se la centrifuga 30

minutos a 100,000 x g. El ﬁreciéitado se resuspende por ho
mogeneizacidn, en un homogeneizador de vidrio con pistdn de
teflon, con el buffer mencionado al que se afiade 1 mM yin-
blastina., La suspensidn se centrifuga nuevamente nuevamen-
te a 100.000 x g durante 30 minutos. Finalmente, el preci-
pitado se resuspende ﬁor homogeneizacidn en el mismo buffer

sin vinblastina y se dializa.

b) Polimerizacidn (163)

Se matan ratas de 200-300 g de peso por decaéitaciﬁn, se
extraen inmediatamente los cerebros y se los coloca en un
vaso sobre hielo. Se los homogeneiza en homogeneizador de
vidrio con pistdn de teflon en igual volumen de buffer MES
0,1 M, EGTA 1 mM, 012H3015mu. GTP 1 mM, pH 6,5 a 4°C. El ho
mogenato se centrifuga a 100.000 x g durante una hora a 4°C.
El preciﬁitado se descarta y al sobrenadante se agrega un
volumen igual de glicerol 8 M. Se incuba a 37°C durante 30
minutos y se centrifuga a 75,000 x g durante una hora a tem
peratura ambiente. El precipitado se resuspende en aproxi-
madamente 1/20 del volumen del homogenato inicial del mismo
buffer, por homogeneizacidn en frio con un homogeneizador de
vidrio Dounce, Se coloca la suspensidn en bafio de hielo du
rante 30 minutos y luego se centrifuga a 75.000 x g durante
1 hora a 4°C, Se descarta el precipitado, que contiene 1la
protefina desnaturalizada, y el sobrenadante se utiliza (mi=
crotfibulos de 1 ciclo) o se continfia purificando ﬁor nuevo
agregado de glicerol, etc. (microtiibulos de 2 & 3 ciclos)
En los casos en que se preparan microtlbulos en presencia de
detergente, &ste se afiade junto con el brimer agregado de
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glicerol. La concentracidn de proteinas de la fraccidn mi-
crotubular de 1 ciclo es del orden de 14-18 .mg/ml.

c) Cromatografia en DEAE-celulosa (164)

Cerebros de rata o embrifn de pollo se homogeneizan en 2
voliimenes de buffer fosfato de sodio 10 mM, Cl,Mg 10 mM, sa
carosa 0,22 M, GTP 0,1 M pH 6,5. El homogenato se centrifu
ga durante 1 hora a 150,000 x g, y 2,5 ml del sobrenadante
se siembran en una columna de 15 ml de DEAE-celulosa equi-
librada con el mismo buffer pero sin GTP. La mayoria de las
proteinas eluyen con el mismo buffer al que se agrega ClNa
0,25 M. Luego se conecta un gradiente lineal de buffer con
ClNa de 0,3 a 1 M; la proteina microtubular eluye a 0,3 M.

d) Obtencidn de microtiibulos marcados in vivo

- Cé&lulas HeLa (114)
Las células cultivadas en monocapa se incuban en medio de

Hanks-hidrolizado de lactalbdmina con 5 Z de suero bovino y
32p;, Luego se aislan los microtibulos por los métodos ya

descriptos.

-~ Cerebro de embridm de pollo

Se inyecta 32p; en solucifn isotdnica libre de portador en

la membrana corioalantoidea de embriones de pollo de 10 dias

y al dfa siguiente se aislan los microtiibulos.

5. EXTRACCION DE LIPIDOS MICROTUBULARES

Se utilizd una modificacidn del método de Bligh y Dyer (165).
A 1 ml de suspensidn de tubulina!'de primer ciclo se agregaron
3,75 ml de metanol-cloroformo 2:1. La mezcla se agitd inter-

mitentemente durante 30 minutos, centrifugd y el sobremadante
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se transfirid a otro tubo. El precipitado se extrajo nueva-

mente con 4,75 ml de metanol-cloroformo-agua 2:1:0,8 y centri

fugé, Los extractos combinados se diluyeron con 2,5 ml de
cloroformo y 2,5 ml de agua, éroduciéndose la separacidn en
dos fases, se centrifugd f'seéars la fase cloroférmica. Es-
ta se diluyd agregando igual volumen de benceno y se llevd a

sequedad bajo corriente de nitrogeno a 30°C.

6., ACTLVIDADES ENZIMATICAS MICROTUBULARES

a) Fosforilacidn in vitro

La mezcla de incubacifn contiene 10~20 yg de proteina micro
tubular, of-glicerofosfato de sodio 10 mM pil 6,8, FNa 25 mM,
acetato de magnesio 40 mM y ATP & GTP ( K -32P) 0,15 mM (0,5-2
Ci/mol ) en un volumen fipal de 0,1 ml. Luego de incubar a
30°C durante 10 minutos, la reaccidn se detiene por agregado
de 0,025 ml de albidmina 50 mg/ml, EDTA o,1 M y 2 ml de TCA 5%
frio. La proteina precipitada se centrifuga a 1200 x g duran
te 10 minutos, el sobrenadante se aspira y el precipitado se
lava 2 veces con TCA, se redisuelve en 0,3 ml de POQHNaNH4 1M
y se precipita con TCA. El procedimiento se repite una vez
mds y precipitado se resuspende en 0,15 ml de n-butanol satu-
rado con agua, se enfria y centrifuga, y la capa butandlica
se transfiere a otro tubo., Se repite la extraccién con 0,1 ml
y 0,05 ml de butanol, y los extractos butandlicos reunidos se
lavan con 0,05 ml de agua saturada en butanol. Se mide la ra
dioactividad incorporada en el extracto butandlico y en el
precipitado extraido, previa disolucidn del wmismo en 0,1 ml
de HONa 1 N, en viales con liquido centelleador de Bray (166).

b) Protefna quinasa

La incubacifn se lleva a cabo a 30°C en una mezcla que con-
tiene glicerofosfato de sodio 100 mM pH 6,4, FNa 20 mM, EGTA
1 mM, (teofilina 2 mM), acetato de magnesio 6,6 mM, ATP
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( 6 -32P) 6 mM 0,05 Ci/m mol, 11 mg/ml de caseina defosforila
da y 10-20 pg de proteina microtubular, en un volumen final
de 0,15 ml. Luego de la incubacidn se broceda de la forma in
dicada en el punto anterior, omitiendo en general las extrac

ciones con butanol.

¢) Diglicérido quinasa

El medio de incubacidn es el mismo que ﬁara fosforilacian,
salvo que antes de agregar la proteina microtubular y el nu
cledtido marcado se suspende en &l DL-dipalmitina o diolei-
na por sonicacidn, en una concentracién final de 5 mM. Luego

se procede de la misma forma que para medir fosforilacidn.

d) Unidn de colchicina

Se ensayé por el método de Weisenberg et al. {84). Las mues
tras que contenian 40-50 pg de proteina se incubaron por 1 hp
ra a 30°C con 24 p moles de colchicina-u (5 Ci/mmol) en un
volumen final de 0,2 ml y se filtrd a través de papeles de
DEAE-celulosa. La radioactivitad retenida se midid colocando

los filtros en viales con mezcla centelleadora de Bray.

e) Actividad de Adenosina trifosfatasa (ATPasa)

Se realiza una incubacidn déntica a la del ensayo de fosfo-
rilacién in vitro de substratos enddgenos. La reaccidn se de
tiene agregando 25 pl de solucidn de albimina 50 mg/ml EDTA
0,1 My 2 ml de ATC 5% frio. Se centrifuga a 1200 x g duran-
_e 10 minutos. Del sobrenadante se toman 10 Pl a los que se
agrega | ml de agua destilada. Luego de agitar se toman dos
alficuotas de 0,1 ml y se transfieren a viales para medir la

radiocoactividad total soluble. Al resto se agrega una punta
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de espdtula de carbdn activado, se agita varias veces y se
centrifuga a 1200 x g duyante 5,minut05. ‘Del sobrenadante
se toman dos alfcuotas de 0,1 ml y se mide la radioactividad,
correaﬁondiante al P liberado. Como control, em algunas oca
siones se midid la radioactividad retenida bor el carbdn,

que corrasﬁondia al ATP~ B-SZP remanente. Los resultados se
comﬁaran con los de un blanco incubado en las mismas condie
ciones pero sin microtibulos.

Cuando se deseaba medir la actividad fosfat@sica de otras
enzimas, se las incubaba con el buffer utilizado en los expe
rimentos de ﬁolimerizaciﬁn in vitro al que se agregaba GTP~-

o) —G Luego de incubar durante 10 minutos a 37°C, se comn~

tinuaba en la forma recién descripta.

7. MEDIDA DE POLIMERIZACION IN VITRO

a) Viscosimetria

Los ensayos se llevayon a cabo en un viscosimetro Cannon

modelo 100 B210 sumergido en un bafio de agua termostatizado

a 37°C. Por medio de una pipeta Pasteur se introduce riﬁi-
damente 0,5 ml de extracto mantenido hasta entonces a 0°C y
se miden las variaciones de la viscosidad a medida que trans-
curre el tiempo. En los casos en que se midid reversibilidad
del aumento de viscosidad a 37°C, se transfirid el viscosime-~
tro con la muestra a un baflo de agua y hielo.

b) Turbidimetria

Se utilizd un espectrofotdmetro yegistrador Unicam SP 8000,
cuyo soporte para las cubetas se termostatiz§ a 37°C. Las me
diciones se efectuaron a 350 nm. En las cubetas de cuarzo,
de 10 mm de paso dptico, se colocaban 0,45 ml de buffer rea-
gregacidn y aquéllas se introducfan en el soporte, permitien-
do que alcanzaran la temﬁaratura deseada. Las muestras se ipn
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cubaban previamente 10 minutos a 37°C en condiciones que se
indicaran en cada caso, en un volumen final de 0,15 ml.
Luego se transferian a un bafio de hielo durane 5 minutos pa
ra bernitir la despolimerizacidén, y se introducian rapida-
mente, por medio de una microﬁipata, en la cubeta con el bu
ffer a 37°C, agitando vigorosamente. Inmediatamente se co-
menzaba el registro grdfico del aumento de turbidez en fun-
cidn del tiemﬁo.

Cuando las mediciones se realizaron con extractos crudos,
se colocaban.en la cubeta 0,3 ml de glicerol 8 M, y la mues

tra se agregaba en un volumen final de 0,3 ml.

c¢) Microscopfia electrdnica

- Tincidn megativa

El extracto de microtiibulos polimerizados se diluye 10 ve
ces en el mismo buffer utilizado en la ﬁolimerizaciﬁn preca
lentado a 37°C. Se deposita una gota de la dilucidn sobre
una grilla recubierta con Formvar, y el liquido se filtra a
través de la msma tocando su parte inferior con papel de fil
tro. Se tifie con 5 gotas de acetato de uranilo 1 Z; repitien

do el filtrado después de la aplicacidén de cada gota.

- Inclusidn

El extracto se fija agregando 10 voliimenes de glutaraldehi
do 3% precalentado a 37°C y se centrifuga a 10.000 x g duran
te 30 minutos. El precipitado se corta con una hoja de afei
tar en trozos de aproximadamente 1 mm>. Los trocitos se la-
van varias veces con agua y se fijan nuevamene con tetrdxido
de osmio 1,5% en buffer fosfato 0,1 M pH 7,4 durante 1 hora
en hielo, Se lava varias veces con el mismo buffer y se desg

hidrata por tratamientos sucesivos de 10 minutos cada uno con
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acetona 50, 75, 90 y 100%Z. Luego se infiltra y posteriormen
te incluye en resina Epon. Los bloques se cortan y los cor-
tes se tifen con uranilo y sales de plomo, montdndolos luego

sobre grillas.
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RESULTADOS

Los resultados preliminares de incprporacidn de 32P expues
tos en la Introduccidn (TABLA I), mostraban la presencia de
lipidos fosforilados in vivo en la fraccidn microtubular, co
mo asimismo que esta fraccidn tenia asociada una actividad
enzimatica fosforilante de lipidos.

Se emprendid entonces la verificacidn de estos datos pre-
vios y la identificacidn de los productos radioactivos forma
dos in vivo e in vitro.

32

1. Asociacidn de lipidos marcados con P con los microtiibulos

Evidencias de la asociacidn de material lipoffilico con los

nficrotibulos

32? a material liposo~

Estos resultados de incorporacidn de
luble correspondian a microtilbulos aislados por precipitacidn
con vinblastina a partir de miisculos de embridn de pollo in-
cubados con 32P:'L. Ante la posibilidad que se tratara de un
artefacto producido durante el aislamiento o una particulari-
dad del tejido empleado como fuente, se investigd la presen .~
cia de este material en microtibulos de otros origenes y ais=-
lados por distintos métodos (TABLA II).

En todos los casos se observd que la fraccidn microtubular
contenia una proporcién importante de radioactividad extrai-~
ble con solventes orgdnicos, aunque la proporcidn con respec-

to a la incorporacidn total variaba con 1los distintos teji-
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dos y métodos de aislamiento (23 a 78 %Z). En efecto, cuando
los homogenatos de milsculo se sometieron a sonicacidn antes

de precipitar con vinblastina, no se producia variacion en la

TABLA II: Incorporacidn a proteina y extractos butandlicos
de microtibulos de diferentes tejidos marcados
32
con P
Tejido Ruptura Aislamiento Radioactividad
de de de cpm/mg tubulina
origen células microtiubulos Tobulina 'Fape otghndcy
Miisculo Homogeneizacidn Vinblastina 36.300 51.000
Misculo Homog.+Sonic. Vinblastina 37.500 52.700
Cercbro Homogeneizacidn Vinblastina 8.200 15.300
Cerebro Homog.+Sonic. Vinblastina 7.700 27.700
Cerebro Homogeneizacidn Polimerizac. 6.900 4,400
HelLa Sonicacidn Vinblastina 105.000 32.500

Los tejidos fueron marcados con 32Pi, y luego de homogeneiza
dos y/o sonicados, se aislaron los microtibulos y se determi
nd la radioactividad en la fraccidn proteica y en la liposo-
luble. Los detalles experimentale se indican en M&todos.
proporcién de la radioactividad incorporada a la fase orgadni
cay a tubulina. En cambio, mientras que en cerebro variaba
poco la incorporacidn a tubulina, la radioactividad de la fa
se orgdnica era mayor. Esta era menor si el aislamiento de
los microtiibulos se realizaba por polimerizacidn, y también
en el caso de células HeLa. Cabe finalmente destacar que si
la tubulina de cerebro es aislada por cromatografia en DEAE-
celulosa, también hay radioactividad en la fase organica(115).
Para confirmar la naturaleza lipofilica del material pre-
sente en la fase organica, los extractos butandlicos de mi-

crotfibulos marcados in vivo se cromatografiaron sobre papel
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en diversos sistemas de solventes: en todos los casos la ra-
dioactividad migraba con el frente. En la Figura 4 se mues -
tran los resultados obtenidos con extracto butandlico de 1la

fraccion microtubular de células Hela.
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Figura 4: Radiocromatogramasen papel de extractos butandlicos

de microtdbulos marcados in vivo. Los extractos de microtubulos

de células HelLa aislados por precipitacidn con vinblastina se
cromatografiaron en los siguientes sistemas: A) Isopropanol -
dcido acético-agua (27:4:9); B) Butanol-piridina-agua (6:4:3)
C) Fenol saturado en agua con 0,12 Z v/v de amoniaco concentrado.
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Identificacidn del material radioactivo obtenido por marca-

. . > 3
cidn in vivo con 2P

Con el objeto de identificar este material, se lo sometid a
diversos tratamientos, como saponificacidn, tratamiento con
fosfatasa alcalina y cromatografia en capa delgada.

Los experimentos de marcacidn in vivo se llevaron a cabo
con cé&lulas He La y embriones de pollo, dado que en el primer
caso la incorporacidn se obtiene simplemente agregando 32Pi
al medio de cultivo, y en el segundo, inyectando el isétopo
radioactivo en la membrana corioalantoides (ver Métodos). La
fraccidon microtubular de las células o de los miilsculos de en-
bridn se aislaron por precipitacidn con vinblastina, y la de
cerebro de embridn por ciclos de polimerizacidn-despolimeriza
cién. Los tratamientos descriptos a continuacién se aplica-
caron a todas las fracciones mencionadas con idénticos resul-

tados, si bien se muestran los correspondiente a alguna en

particular.

a) Saponificacidn

La deacilacidon en medio alcalino suave de los extractos bu~
tandlicos, seguida de una particidén en fase clorofdrmica y a-
cuosa dio como resultado que el 75 ¥ de la radioactividad se

encontrara en la fase acuosa (TABLA III).

TABLA III: Efecto de tratamiento alcalino sobre la solubili-

dad del material fosforilado

Radioactividad (cpm)

Tratamiento
Fase clorofdormica Fase acuosa

Ninguno 81.400 0
HorLi 0,1 N, 30°C, 30 min. 21.000 60.000

Los datos corresponden a microtibulos de células HeLa.
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Cuando la fase acuosa se cromatografid sobre papel se obtu-
vo una serie de componentes radioactivos,.el mayor de los cua
les migraba como gliceril fosforil colina, producto obtenido

al someter lecitina al mismo tratamiento (Figura 5, B).
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Figura 5: Radiocromatogramas correspondientes a los produc-

tos_del tratamiento alcalino. Extractos butandlicos de frac-
cion microtubular de células HelLa marcadas in vivo fueron tra
tados segin se indica en la TABLA III y los productos se cro
matografiaron sobre papel, con isopropanol-adcido acético-agua
(27:4:9) como solvente de desarrollo. A) fase acuosa luego de
particionar el extracto butandlico, antes del tratamiento al-
calino B) la misma fase después del tratamiento C) fase cloro
férmica antes y D) después del tratamiento.

En electroforesis sobre papel, todo el material radioactivo de
la fase acuosa se comportaba como la gliceril fosforil colina
o la glucosa, de manera que el pequefio desplazamiento hacia el
electrodo negativo es atribuible a la electroenddsmosis, correg

pondiendo al comportamiento de substancias neutras (Figura 7 A)
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b) Tratamiento con fosfatasa alcalina

Por incubacidn con fosfatasa alcalina del extracto butandli-
- : i 32 ; ?
co no se produjo liberacidn de Pi, aunque el standard inter-

no de UMP fue completamente degradado a uridina y Pi (Fig. 6).
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Figura 6: Cromatografia en papel del extracto butanflico de

microtiibulos marcados in vivo tratado con fosfatasa alcalina.
El extracto butandlico (20 pl) se llevd a sequedad a 30°C ba-
jo corriente de Nz y se resuspendid en 40 pl Metanol + 30 ul
buffer Tris - ClH®0,2 Mg 8,2 conteniendo 0,5 pmoles de UMP.
A, incubado sin enzima, B, luego de incubar durante 4 horas
a 37°C con 2 pg de fosfatasa alcalina. Solvente: Isopropa-
nol-dcido acético-agua (27:4:9).

Cuando este tratamiento se aplicd al producto de deacilacidn
soluble en agua, no se modificaron las propiedades electrofo
réticas del mismo, aunque la enzima atacd el standard de UMP

(Fig. 7B).

52



glucosa

A o erC
0
o
o
>
= [ 4
o
v B glucosa
'] o GPC
o L)
o
[
.

Or

distancila

Figura 7: Electroforesis en papel de la fase acuosa antes y
después del tratamiento con fosfatasa alcalina., Electrofore-

sis en buffer Piridina-a8cido acético pH 6,5 durante 2 horas
a 20 V/cm, de la fase acuosa antes (A) y después (B) de incu
bar con fosfatasa alcalina.

lstos datos indicaban que el fosfato no se encontraba expues

to al ataque por la enzima.
Los resultados obtenidos llevaron a suponer que la radioacti

extraible con butanol de los microtiibulos marcados in vi-

vidad
vo se debia fundamentalmente a fosfolipidos asociados con ellos
y que probablemente el que mds se marcaba era lecitina.

c) Cromatografia en capa delgada

Este método permitid comprobar las suposiciones anteriores.
En efecto, cuando se cromatografiaron extractos butandlicos de

microtibulos marcados, se obtuvieron varios picos radioactivos,
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el mayor de los cuales migraba como fosfatidil colina; los o-
tros componentes migraban como fosfatidil etanolamina, fosfa-

tidil inositol y fosfatidil serina (Fig. 8).
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Fipura 8: Cromatografia en capa delgada de extractos butand-

liros de microtibulos y del sobrenadante correspondiente mar-
cados in vivo. Cromatografia en Silica Gel H con 1% de oxala
to de potasio de extracto de microtibulos (A) y sobrenadante
de centrifugacidén a 150.000 xg (B) marcados in vivo. Solven+
te: cloroformo-metanol-amoniaco 4 N (9:7:2).

Con el objeto de determinar si la marcacién de los fosfoli-
pidos asociados a microtiibulos era fundamentalmente diferente
o no de la de los que estdn presentes en el citoplasma, se
cromatografid en capa delgada una alicuota del sobrenadante
de 150.000. Puede observarse en la Figura 8B que la composi-
cidn en fosfolipidos de este sobrenadante y la del material

microtubular es semejante.
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II. Asociacidén de una actividad enzimatica fosforilante con

los microtibulos.

Evidencias de una actividad enzimatica fosforilante de 1i-

pidos asociada con los microtiibulos.

De la misma manera que se tratd de confirmar los datos pre
liminares de la Tabh I referentes a la asociacidn de fosfoli
pidos con los microtibulos mediante el experimento descripto
en la Tabla II, se estudid entonces la eventual generalidad
de la asociacidén con una enzima capaz de transferir in vitro
fosforo a 1lipidos.

Para estos estudios se utilizaron microtibulos de misculo
de embridn de pollo aislados por precipitacidn con vinblasti
na, que pueden guardarse congelados durante una o dos sema-
nas sin perder actividad enzimdtica. Los microtibulos de
misculo no pueden aislarse por polimerizacidn puesto que se
produce también polimerizacidén de actina, que copurifica con
aquéllos.

Cuando se incubaron 6-}2P—ATP y microtibulos de diversos
origenes y purifiéados por distintos métodos se observd
que, en todos los casos, parte la radioactividad incorporada
a material insoluble en ATC 5% podia extraerse com n-butanol
(Tabla IV). Esto sugeria que, ademds de la fosforilacidn de
tubulina por una proteina quinasa enddgena (114 ), se produ-
cia la fosforilacién de un aceptor lipofilico enddgeno.

Cuando se cromatografiaron los extractos butandlicos en di
versos sistemas toda la radioactividad migraba con el frente
del solvente (Figura 9), confirmando que el 32P se incorpora

ba a un aceptor lipofilico.
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TABLA IV: Incorporacidn de 32? in vitro a proteina y extractos butandli-
cos de microtiibulos de diferentes tejidos.

Tegido Rugtura de Ai§1amifntc de Rfﬁigiimziyi:adtigz;;zzrada

crigen chialas sttt e Tubulina Fase orgénica
Hela Sonicacidn Vinblastina 30 15
Misculo Homogeneizacidn Vinblastina 15 12
Misculo Homog.+Sonicacidn Vinblastina 17 15
Cerebro Homogeneizacidn Vinblastina 28 26
Cerebro Homog.+Sonicacidn Vinblastina 30 28
Cerebro Homogeneizacidn Polimerizacidn 25 10
Cerebro Homogeneizacidn DEAE-celulosa 27 8

: o ; . s ) 32
Microtiibulos aislados por los mE€todos indicados se incubaron con 6- P-ATP
en condiciones standard y se midié la incorporacidm a tubulina y fase or-
ginica segiin se indica en Métdos .
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Figura 9: Cromatografia en papel de extractos butandlicos de

microtiibulos marcados in vitro. A, Isopropanol-acido acético

-agua (27:4:9). B, Butanol-piridina-agua (6:4:3). C, Fenol
saturado en agua con 0,12% v/v de amoniaco concentrado.

Identificacidn del producto de la reaccidn in vitro

Esta se realizd esencialmente en la misma forma que para

los productos obtenidos por marcacidén in vivo.
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a) Saponificacidn
Por deacilacién del extracto butandlico y posterior particidn
en las condiciones ya indicadas, casi el 100%Z de la radioactivi

dad pasaba a la fase acuosa (Tabla V).

TABLA V: Efecto de tratamiento alcalino sobre la solubilidad

del material fosforilado in vitro.

Radioactividad (cpm}

Tratamiento
Fase cloroformica Fase acuosa

Ninguno 21.300 0
HOLi 0,1 N,30°C, 30 min 350 22.400

Por cromatografia y electroforesis, en esta fase se detectd
un solo componente radioactivo que migraba en todos los ca-
sos como X -glicero fosfato (Fig. 10 y 12 A).
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Figura 10: Cromatografia en papel de los productos del trata-
miento alcalino. E1l sistema de solventes utilizado fue Isopro

panol-acido acético-~agua (27:4:9) A, fase acuosa luego de par-
ticionar el extracto butandlico antes del tratamiento alcalino.

B, la misma fase después del tratamiento., C, fase clorofdrmi-
ca antes del tratamiento. D, la misma fase después del trata-
miento.
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En otros sistemas de solventes, como fenol saturado con agua
conteniendo 0,12% (v{v)INH3 concentrado, Isopropanol-amoniaco-
agua (7:2:1) y Butanol-piridina-agua (6:4:3), el iinico compo-

nente radioactivo co-cromatografiaba con ({-glicero fosfato.

b) Incubacién con fosfatasa alcalina

Tampoco en este caso se produjo liberacién del 32P al incubar

directamente el extracto butandlico con fosfatasa alcalina, cu
ya actividad se manifestd por el ataque al standard interno de
UMP (Fig. 11),
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Figura 11: Cromatografia en papel de extracto butandlico de

microtiibulos marcados in vitro tratado con fosfatasa alcalina.

El extracto butandlico (20 ul) se llevdo a sequedad bajo N, y

se resuspendid en 40 ul Metanol + 30 pl de buffer Tris-ClH ,2M
pH 8,2 conteniendo 0,5 pmoles de UMP. A, Incubado sin enzima,
B, después de incubar durante 4 horas a 37°C con 2 ug de fosfa
tasa alcalina. Solvente de desarrollo: 1Isopropanol-&cido ac@

tico~agua (27:4:9).
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Sin embargo, cuando se tratd con esta enzima el producto ée
deacilaciﬁnlsélﬁble en agua, desabarecia préctiéagénte toda
la marca que migraba en electroforesis como & -glicerofosfato,
que pasaba a comportarse como 32Pi. (Fig. 12B). Esto refor-
z6 la idea que el producto de deacilacidn soluble en agua era

X -glicero fosfato, e hizo suponer que el producto formado in

vitro por incubacidn de microtibulos con ATP- 5‘-32P era acido

fosfatidico.
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Figura 12: Electroforesis en papel de la fase acuosa antes y
después del tratamiento con fosfatasa alcalina. Electroforesis
en papel en buffer piridina-acido acético pH 6,5 durante 2 ho-
ras a 20 v/cm de la fase acuosa antes (A) y después (B) de in-
cubar con fosfatasa alcalina.
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c) romatogy: a_en_capa de;ga

¥
Por esta técnica, el extracto butandlico dio en todos los ca
sos un solo pico que co-cromatografiaba con dcido fosfatidico

(Fig. 13), confirmando asi la suposicidn anterior.
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Figura 13: Cromatografia en capa delgada de extracto butand-

lico de microtibulos marcados in vitro. Cromatografia en Si-

lica Gel H con CO Na2 1 mM. Solvente: cloroformo-metanol-
amoniaco-agua (24712%1:1).

Este resultado indica que los microtiibulos tienen asociados
tanto el substrato como la enzima necesarios para formar aci-
do fosfatidico, o sea que hay diglic&ridos enddgenos y una ac

tividad de diglicérido quinasa.

Confirmacidn de la existencia de una diglicérido quinasa en

microtitbulos

a) Preincubacién con fosfolipasa C

Puesto que se habian encontrado fosfolipidos asociados a mi-
crotibulos, se pensd que una preincubacidén con fosfolipasa C
estimularfa la incorporacién al acido fosfatidico del fdsforo
del ATP, por producir in situ un aumento en la concentracidn
de diglicéridos. Efectivamente, una vez realizado este trata

miento, se producia una gran estimulacidn de la incorporacifn
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de 3%p (Tabla VI)-

TABLA VI: Efecto de preincubacidn con fosfolipasa € y adicidn

de diglicéridos exdgenos sobre la incorporacidn de
32p a 1fpidos. |

Incorporacidn de 32P

Adiciones o tratamientos (pmol/min/mg)
Tubulina Lipidos
Ninguno :_ 29 24
Preincubacidn con Cl,Ca 5 mM 96 22
Preincubacidn con C12Ca 5 mM + 5ug PLC 97 380
1,2 dipalmitina 5 mM 4t . 80 202
1,2 dioleina 5 mM : 76 180

40 pg de microtdbulos se pre incubaron durante 5 minutos a 30°C
en buffer Tris-ClH 50 mM pH 7,5 con fosfolipasa C y/o Cl,Ca en
un volumen de 0,05 ml; luego se dilugg hasta 0,1 ml con el bu-
ffer de fosforilacidén, se agregd (J -"“P-ATP y se incubd durante
10 minutos a 30°C, o bien se incubd en las mismas condiciones
con los diglicéridos indicados suspendidos por sonicacidn en el
buffer de fosforilacidn, procediendo luego como se indica en Mg
todos para determinar la radioactividad incorporada en protei-
nas y fase organica.

Como puede observarse en la Figura 14, la incorporacidn a la
fase orgdnica era lineal con el tiempo durante unos 30-40 minu-
tos por lo menos.

La cromatografia en capa delgada del producto de reaccidn con
tf ~32P-ATP, obtenido luego de preincubar con fosfolipasa C,per
mitié determinar que el gran aumento en la incorporacidn de 32p

se debia efectivamente a una mayor formacidn de 8cido fosfatidi

co (Fig. 15 B).
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Figura 1l4: Curva de tiempo de incorporacidn de 32

Se incubaron
directamente
en presencia
1,2 dioleina

TABLA VI.

P a lipidos.

40 3 de microtubulos en las condiciones usuales,
(0o——o0), preincubando con fosfolipasa C (a-—a),
de 5 mM de 1,2 dipalmitina (@—®) o de 5 mM de
(4—a ). Las condiciones son las indicadas en la
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Figura 15: Cromatografia en capa delgada de extracto butandli-
co de microtilbulos marcados in vitro luego de preincubacidn con

fosfolipasa C o en presencia de diglicéridos exdgenos. Cromato
grafia en SilicaGel H con C03Na 1 mM. Solvente: cloroformo-
metanol-amoniaco-agua (24:12:1:%). A, sin tratamientos. B,
preincubacidn con fosfolipasa C. C, en presencia de 1,2 dipal-
mitina. En las tres placas se sembrd la misma cantidad de ra-
dioactividad.
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b) Adicidn de diglicéridos exdgenos

Cuando se incubaron microtiibulos con 6 —329—ATP y una suspen
s§idén de 1,2 dipalmitina o 1,2 dioleina, se observd nuevamente
una gran estimulacidn de la incorporaciodon de 32p 21 material
soluble en butanol (Tabla VI). La incorporacidn en este casoes
también lineal con el tiempo (Fig. 14), y el producto idéantico
al obtenido con los diglicé&ridos enddgenos (Fig. 15 C). Cuan-
do se utilizé 5 mM 1,3-dioleina con 15%Z de 1,2-dioleina, la in
corporacidn fue aproximadamente un 15% de la obtenida con 5 mM

de 1,2 dioleina pura,

Proporeidn de diglicérido quinasa unida a microtiibulos.

32P a diglicéridos exdgenos permite me-

La incorporacidn de
dir la cantidad de enzima presente en cada etapa de la purifi
cacidn de los microtubulos, al eliminarse la posibilidad de e
ventuales cambios en los niveles de diglicéridos enddgenos.
Utilizando este ensayo se determind la actividad de diglicéri
do quinasa en las diversas fracciones del proceso de purifica-

cién de los microtibulos (Tabla VII).

TABLA VII: Actividad de proteina quinasa y diglicérido quina-

sa de distintas fracciones de milsculo de embridn

de pollo.

32P incorporado (Femtomoles/min)
Fraccidn Aceptor enddgeno Aceptor exdgeno
Proteina Diglicérido Caseina Dipalmitina

Homogenato total 2.480 340 6.290 600
Sobrenadante 150.000 xg 2,430 290 6.200 850
Microtiibulos 171 23 470 .' 75

Los ensayos se llevaron a cabo con alicuotas de cada fraccidn
correspondientes a 10 mg de peso hiimedo de tejido, en condicio
nes standard en ausencia de substratos exdgenos, o bien con el
agregado de caseina (10 mg/ml) o 1,2 dipalmitina (5mM).
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Puede apreciarse que la diglicérido quinasa asociada a la
fraccidén microtubular es un 8-9%Z de la actividad presente en
el sobrenadante, tanto en ausencia como en presencia de dipal
mitina. Este porcentaje es muy semejante al que se obtiene
para la actividad de proteina quinasa, que se midid simultdne
amente. Este hecho, juntamente con las observaciones que am-
bas actividades parecen siempre coexistir (ver mads adelante),
hizo necesario descartar que cualquier proteina quinasa pudie
ra tener actividad de diglicérido quinasa.

Para determinar si otras proteina quinasas tenian actividad
de diglicérido quinasa, se incubaron con (ﬂ-azP)-ATP y dipal
mitina dos isoenzimas de proteina quinasa de miisculo de embridn
de pollo, obtenidas por cromatografia en DEAE-celulosa de un
sobrenadante andlogo al utilizado para preparar los microtiibu-
los. De estas mismas enzimas se utilizaron alicuotas que die-
ran la misma incorporacidn a caseina que una alicuota de micro
tibulos, y como puede observarse en la Tabla VIII,ninguna de
las dos proteina quinasas es capaz de catalizar la transferen

32

cia de P a3 dipalmitina.

TABLA VIII: Cemparacidn entre actividades de proteina quinasa

y diglicérido quinasa de microtiibulos e isoenzi-

mas de proteina quinasa de misculo.

32P incorporado (Femtomoles/min)

Fraccidn Aceptor enddgeno Aceptor exdgeno
Proteina Diglicérido Caseina Dipalmitina
Microtiibulos 171 23 470 75
Proteina quinasa I S - 475 0
Proteina quinasa III - - 465 0,3

Se utilizaron las mismas condiciones que en la Tabla VII. Se
emplearon cantidades de proteina quinasa I y III y de microti-
bulos como para obtenmer uma incorporacidn a caseina semejante
en los tres casos,
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III. Caracterizacifi de la diglic&rido quinasa de microtiibulos.

1. Diferencias con la actividad del sobrenadante.

Aunque la actividad de diglicérido quinasa se detectd en mi-
crotfibulos preparados por diversos procedimientos (Tabla IV),
se considerd conveniente estudiar en forma comﬁarativa algunas
propiedades de la enzima ﬁresente en microtlibulos y en el sobre
nadante del cual éstos ﬁrovienen, a fin de asegurarse que la

primera mo fuera una mera contaminacidn.

a) Comportamiento frente a diversas adiciones.

En un trabajo sobre la diglicérido quinasa de membrana de
eritrocito ( 165 ) se sugirid que esta enzima ﬁodria formar par
te de la ATPasa, de manera que se probo el efecto de diversos
iones y de ouabaina ademds del de algunos detergentes, sobre la
actividad del sobrenandante y de los microtiibulos (Tabla IX).

Se observa que el agregado de EDTA inhibe totalmente ambas ac
tividades; el Catt inhibe aproximadamente en igual medida a las
dos y que el Mntt parece inhibir en mayor grado a la actividad
del sobrenadante. Estos efectos parecen indicar que la reaccidn
requiere Mg*tt, por lo que se considerd como 100% a la actividad
en presencia de este ion. Cuando ademas de Mg++ se agrega K+,
se estimula la actividad microtubular pero no la del sobremnadan
te, mientras que el agregado de Nat estimula ambas por igual;
sin embargo, si ambos iones se agregan juntos, se observa el
mismo efecto que con KV dnicamente. Cuando se agrega ouabafina
s6lo ese estimula la actividad de microt@Gbulos, pero si ademids
se aiiaden Na¥t y K+, se estimula también, y en mayor grado, la
actividad del sobrenadante. El Triton N-10l produce un incremen
to en la actividad de la enzima microtubular sin modificar la
del sobrenadante, mientras que el deoxicolato estimula levemen=-

te las dos.
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TABLA IX: Efecto de distintas adiciones sobre diglicérido qui

nasa de microtiibulos y sobrenadante

Actividad de diglicérido quinasa (%)

Adiciones
Microtiibulos Sobrenadante

EDTA 25 mM 2 0

++
Mg¥t 10 mM 100 100
Ca++ 5 mM 60 50
Ma't 10 =M 62 35
Mg++ 10 mM, Na+ 100 mM 145 140
Mgt 10 mM, &Y 50 mM 160 100

+r + +
Mg 10 mM,Na 100mM,K 50mM 165 100
Mgtt 10aM, ouabaina 0,2 mM 140 100
Mg++ 10 mM, ouabaina 0,2 mM,

Nat 100 mM, kKt 50 mM 145 180

Mg*t 10 mM, Triton N-101 0,5% 139 99
Mg*t 10 mM, Deoxicolato 0,1% - 115 110

El ensayo se llevd a cabo en condiciones standard, con 10 pul

de fraccidn microtubular (2 mg proteina/ml) o de sobrenadante
en presencia de dipalmitina 5 mM y con las adiciones indica-
das. Se incubd a 30°C durante 10 minutos y se tomd como 100%
la actividad en presencia de MgCl2 10 mM.

b) Efecto del pH

En la Figura 16 puede apreciarse que la actividad de ambas
fracciones presenta una dependencia muy aguda con el pH,pero
que ambas difieren en su pH Optimo; mientras el de la digli-

cérido quinasa del sobrenadante es de 6,05, el de la microtu

bular es 6,4.
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Figura 16: Efecto del pH sobre las actividades de diglicérido
quinasa de microtubulos y sobrenadante. Las mezclas de reac-
Cion contenian buffer O, -glicerofosfato 10 mM de distintos pM,
Fna 25 mM, Acetato de magnesio 40 mM, 10 pl de microtibulos o
de sobrenadante y ’6-32P-ATP ( 2 ci/mmol”), se incubd a 30°C du
rante 1 hora, ' :

c) Centrifugaciﬁn en Eradientes de sacarosa

Para comparar las propiedades de sedimentacidn de las activi
dades enzimdticas de microtidbulos yrdel sobrenadante, se lleva
ron a cabo centrifugaciones en gradientes de sacarosa 10-30Z%.
En la Figura 17 A puede observarse que la actividad del sobrena
dante sedimenta en forma de banda ancha y asimé@tica, probable-
mente por la existencia de varias especies de enzima. El peso

molecular de la actividad mi&xima es de 130.000. La actividad
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asociada a microt@bulos, en cambio, sedimenta en forma de pi-

co mds agudo y simétrico, de manera que puede tratarse de una
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Figura 17: Sedimentaciln en gradientes de sacarosa de digli«
cérido quinasa de microtfibulos y sobrenadante. Sobre gradien-

tes de sacarosa 10-30 % se sembraron 0,2 ml de sobrenadante o
de microtiibulos (2 mg proteina/ml) y se centrifugd en un ro=-
tor Spinco S W 40 durante 13 horas a 35.500 rpm. Luego de
fraccionado el gradiente se migid la actividad de diglicérido
quinasa sobre alfcuotas de 50 ul de cada fraccidn, en condi-
ciones standard. A) actividad del sobrenadante; en linea pun
teada se muestra, a la misma escala, la actividad microtubular
B) actividad de la fraccibn microtubular. Hb representa la
posicidn de sedimentacidn de la hemoglobina, utilizada como
referencia interna.
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sola especie, cuyo peso molecular seria de 95.000. Las dife-
rencias entre los pesos moleculares son mas notables si se
comparan los“ﬁeaos moleculares ﬁromedio: el de la actividad
del sobrenadante es 170.000 y la de fraccidn microtubularwca-
si la mitad, 90.000. Cuando ambas actividades se rebresentan

en la misma escala (Figura 17 A), puede verse que la cnzima

| &

sociada a microtiibulos representa una parte muy especifica de
la actividad total, correspondiente a la fraccidn mds liviana
de la misma (linea punteada). El agregado de colchicina ail
material que se siembra no modifica la posicidn del pico de
actividad enzimatica.

En resumen, las diferencias en la sedimentacidn, comporta-
miento frente a ciertas adiciones y pH dptimo sugieren que la
diglicérido quinasa de microtlbulos es una especie definida y

no una alfcuota de la actividad del sobrenadante.

2., Otras propiedades de la diglicérido quinasa de microtii-

bulos

a) Influencia de la concentracidn de magnesio

Las quinasas requieren para su actividad la bresencia de io
nes divalentes ( 166 ) y la diglicérido quinasa no es una ex
cepcién. En la TABLA IX se mostrd que el Hg++ era mas efecti
vo que el Ca++ o el Hn++, por lo cual se resolvid estudiar la
influencia de su concentracifn sobre la formacidn de dcido fos
fatfdico, Para llevar a cabo este experimento, dado que 1los
microtfibulos se suspenden en buffer que contiene 10 mM c12ug,
se agregd EDTA en la misma concentracidn y luego se afiadid la
cantidad deseada de Cleg y la suspensidn de dibalmitina.

En la Figura 18 se observa una estricta dependencia con la

concentracidn de Mg++ a concentraciones menores de 1 mM y que
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no hay efectos inhibitorios en el rango estudiado. A partir
de 5 mM, que corresponde a una relacidn Hg++/ATP de 25, no
hay variacifén en la incorporacidn con la concentracidon de es

te ion.

actividad de DGO (cpm x10-3l

1 L I_H 1 1 L 1 1
0 06 1 5 20 40
MgCl, (mM)

Figura 18: Influencia de la concentracidn de Hg++sobre la _ac
tividad de diglicérido quinasa de microtdibulos. A cada tubo
conteniendo 10 ul de suspension de microtabulos (2 mg/ml) en
buffer con Cl, Mg 10 mM se agregaron 5 ul de EDTA 20 mM y la
cantidad de Ci Mg necesaria para alcanzar las concentraciones
indicadas y bu%fer con 5 mM de 1l,2-dipalmitina. Se incubd a
30°C durante 10 minutos.

Estos resultados pueden compararse con los obtenidos para
fosforilacidn de tubulina en condiciones andlogas (l114), 1los
cuales indican que la incorporacidn no varia con la concentra
cidn de H3++ entre 7 (Mg++/ATP aproximadamente igual a 23) vy

40 mM, pero es menor por debajo de este valor.
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b) Especificidad hacia nucleftidos

Para determinar esta caracteristica se agregd b‘-——szP«ATP Y
se midid el efecto de la adicidn de nucledtidos frios em wuna
concentracidn 3-4 veces mayor. En la TABLA X se observa que
todos los nucledtidos combiten con el ATP, aunque el CTP y el
UTP mucho menos que el GTP, que puede reemﬁlazar al ATP como
dador, tanto en la actividad de diglicérido quinasa como de
proteina quinasa microtubulares. Como control se muestra el
efecto del agregado de ATP frio, que broduce una disminucidn
en la incorporacidn que se aproxima bastante a la esberada se

glin el descenso en la actividad especifica.

TABLA X: Especificidad hacia los nucledtidos de las activida

des de diglicérido quinasa y proteina quinasa de mi

crotiibulos

Actividad (%)

Diglicérido Proteina

quinasa quinasa
5 -32p-ATP 0,6 mM 100 100
5 -32p-ATP 0,6 mM + GTP 2 mM 36 30
¥ -3%2p-ATP 0,6 mM + CTP 2 mM 74 66
% -32p-ATP 0,6 mM + UTP 2 mM 68 64
¥-32P-ATP 0,6 mM + ATP 2 mM 29 26

El ensayo se realizd en condiciones standard

Las pequeiias diferencias que se observan entre el comporta-
miento de la diglicérido quinasa ¥ la proteina quinasa no son

significativas, dado que no se reproducen de manera consisten

te en otros experimentos con la misma o diferente variacidn en

la actividad especifica del nucledtido marcado.

c¢) Dependencia de la fosforilacidn con respecto al tiempo

7.3
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La incorporacidn de 32

P a lipidos enddgenos y exdgenos en
funcion del tiempo y con Ifu32P-ATP como dador ya se ha mos-
trado en la Figura 11, Puesto que el GTP también ﬁarece fun
cionar como dador (TABLA X), se decidid estudiar en detalle
la incorporacidn con ambos nucleftidos a los substratos endd

genos, tubulina y diglicéridos.

CTP ATP

-
=)

N
o

0 20 40 600 20 40 60

tiempe (min)

Figura 19: Incorporacidn de 32? a substratos enddgenos

Los microtibulos (20 pg) se ins&baron durante los tiempos in=-
dicados, a 30°C, con 30 mM O -"“P-ATP & -GTP ( 2 Ci/mMol) .
(o o) incorporacidn a lipidos; (@——@) incorporacidn a pro
teinas. .

Puede observarse en la Figura 19 que, en las condiciones in

32

dicadas, la transferencia de P a lipidos ocurre aproximada-

mente a la misma velocidad inicial con los dos nucledtidos, y
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la fosforilacidn de tubulina se produce con ATP a una veloci-
dad dos veces mayor que con GTP.

d) Dependencia con la concentracién de nucledtidos

La Figura 20 muestra los resultados de incorporacidn a subg
trataos enddgenos a distintas concentraciones de 5 vazP«ATP )
- =GTP, en incubaciones de 5 minutos, de modo que corresponden a

velocidades iniciales (ver Figura 19).

v x 103

60 v

40

20

1 L

-150 - B0 0 100 200 300

[nueledtidal tuM)

Figura 20: Efecto de la concentracibn de nucledtidos sobre la
incorporacibn a substratos enaggenos. Cada punto corresponde

a incubaciones de 5 minutos a 30°C con diversas concentracio-

nes de nuclebtido radioactivo. (O &) incorporacidén a 1{pidos

(® & ) incorporacifn a protefnas. a a:GTP, O @ 1ATP

A partir de estos datos se calcularon los valores de Km y Vm
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que se muestran en la TABLA XI, Puede verse que la diglicéri
do quinasa microtubular tiene una afinidad entre 5 y 6 vecea“
mayor por GTP, mientras que la velocidad mdaxima en este caso
es aproximadamente 1/4 que cuando se usa ATP. La actividad de
transferencia de 32P a tubulina es mayor con ATP, y la afini-
dad por este nucledtido es también ligeramente mayor que bor
GTPS

TABLA XI: Pardmetros cinéticos de las actividades de incorpo

racidén a substratas enddgenos

Km (pM) Vm (pmol/min/mg)
a0 ATP GTP ATP GTP
Tubulina 25 30 56 29
Diglicérido 160 30 40 8

Los datos se obtuvieron a partir de la Figura 20. Los valores
de Km se leyeron directamente sobre el eje de abscisas cuando
s/v=0, y los de Vm se obtuvieron calculando la inversa de la

pendiente de la recta.

e) Influencia del agregado de una alta concentracidon de

nucledtido frio

Tal como ya se ha dicho, algunos autores piensan que la di-
glicérido quinasa podria formar parte de la ATPasa. En combi
nacidn con una fosfatasa que hidrolizara el dcido fosfatidico
formado, se obtendrfa un resultado neto de hidr6lisis de ATP.
Con el objeto de determinar hasta qué bunto el dcido fosfati-
dico es un intermediario en esta u otra reaccidn, se comprobd
el efecto de una incubacibn en presencia de una alta concentra
cidn de ATP frio sobre la incorporacidn a adcido fosfatidico.

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 21
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Figura ai: Efecto de disminucidn de la actividad especifica

del JJ -"“P-ATP. Se incubaron tres series de tubos en condi-
ciones standard: en una, la reaccidn se detuvo a los 10 minu
tos; en la segunda, a los 10 minutos se agregd 10 mM de ATP
frio y se incubd durante 10 minutos mas, deteniendo entonces
la reaccidn; 1la tiEcera se incubd durante 20 minutos. La con
centracién de ¥ -'“P-ATP era 0,2 mM. (4—a) incorporacidn a
lipidos; (o——a) incorporacidn a proteinas. A, substratos en-
dégenos; B, substratos exdgenos.,

Puede observarse que la fosforilacidn de diglicéridos, espe
cialmente exgenos, no disminuye apreciablemente luego de 10
minutos de incubacidn con el nucledtido frio, indicando que

el Acido fosfatidico formado no pierde o transfiere el fosfa-

to.
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f) Propiedades de sedimentacidn de la diglic&rido qui-

nasa y otras actividades enzimiticas microtubulares

Como puede observarse en la Figura 22, la diglicérido qui-
nasa sedimenta en una zona del gradiente distinta de la ATPasa
y de la actividad ligante de colchicina, baro coincidente con
la proteina quinasa. Ademds, ambas sedimentan en regiones que
no corresponden a los pesos moleculares del mondmero o del di-

mero de tubulina.
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Figura 22: Sedimentacidn en gradiente de sacarosa de diglicé-

Olx wdo) esed]V P peEplAjaoe &)

rido quinasa, proteina quinasa, actividad ligante de colchici-
na y ATPasa de los microtiubulos. Se utilizaron las mismas con
diciones que en la Figura 17, pero antes de sembrar la muestra
se agregd 30 pul de "H-colchicina y 50 pl de hemoglobina (90 u-
nidades de Absorbancia a 404 nm). Las actividades se midieron
sobre las fracciones en la forma indicada en Métodos, y la he-
moglobina por Absorbancia a 404 nm.

En efecto, los pesos moleculares correspondientes a cada ac-
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tividad son: proteina quinasa y diglicérido quinasa, 94.000;
ATPasa, 115.000; para la actividad ligante de 3H—colchicina,
140,000,

3. Diferencias entre la diglicérido quinasa y proteina qui

nasa microtubulares.

Si bien ya se mostrd que otras proteina quinasas de misculo
de embridn de pollo no tienen actividad de diglicérido quina-
sa (TABLA VIII), se considerd conveniente definir si la digli
c8rido quinasa asociada a microtiibulos se podia diferenciar
de la proteina quinasa microtubular, dado que ambas activida-

des sedimentan en la misma posicidn en gradientes de sacarosa

(Figura 22).

/

a) Efecte de detergentes y etanol sobre ambas actividades

Como se observa en la TABLA XII, si la incubacidn se realiza
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en presencia de estas adiciones, se encuentran algunas diferen

cias significativas.

TABLA XII: Efecto de detergentes y etanol sobre las activida

des de diglicérido quinasa y proteina quinasa mi-

crotubulares

Actividad (%)

Adiciones e : T R :
Proteina quinasa Diglicérido quina:a

Ninguna 100 100
Deoxicolato 0,05 % 78 2.5
Deoxicolato 0,2 % 75 85
Deoxicolato 0,5 % 43 70
Triton N=101 0,5 % 190 53
Triton N-101 1 % 150 68
Nonidet P-40 0,5 % 145 55
Nonidet P-40 1 % 130 46
Etanol 0,5 % 180 80
Etanol 1 % 180 75

Los ensayos se llevaron a cabo en la forma usual, con microti
bulos de embridn de pollo aislados por precipitacidn con vin-
blastina, y con las adiciones que se indican.

El deoxicolato inhibe en mayor grado a la proteina quinasa,
y tanto el Triton N-10l como el Nonidet P-40 inhiben a la di-
glicérido quinasa, mientras que estimulan a la proteina quina

sa. El etanol estimula a ésta Gltima e inhibe un poco la in-

corporacidn a diglicéridos.

b) Efecto de preincubacidn a distintas temperaturas

Como puede apreciarse en la Figura 23, la estabilidad térmi
ca de ambas actividades enzimdticas es muy semejante, aunque

la diglicérido quinasa parece ser algo mas 13bil.
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Figura 23: Efecto de preincubacidn a distintas temperaturas
sobre la proteina quinasa y diglicérido quinasa de microtibu-~
los. Alicuotas-de 10 pl de fraccion microtubular (20 pg  de
proteina) se preincubaron durante 10 minutos a las temperatu
ras indicadas, y luego se agregd el resto de los reactivos pa
ra medir las dos actividades en condiciones standard, incuban

do durante 1 hora a 30°C,

¢) Efecto de preincubacidn con tripsina

Se tratd de diferenciar ambas actividades preincubando los
microtiibulos con tripsina, en presencia o en ausencia de di-
palmitina, para ver si el substrato de la diglicérido quina-
sa protegia esta actividad del ataque proteolitico. Los mi-
crotiibulos se preincubaron con tripsina durante 5 minutos ,
con o sin dipalmitina, Trancurrido este periodo, se agregd

inhibidor de tripsina en una cantidad doble a la de enzima ,
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y se anadieron los substratos en concentraciones adecuadas

para medir las quinasas,

TABLA XIII: Efecto de preintubacidon con tripsina sobre las

actividades de proteina quinasa y diglicérido

quinasa microtubulares

Adiciones en ; Actividad (%)

preincubacidn Proteina quinasa Diglicérido quinasa
Ninguna 100 100
Dipalmitina, 5 mM 88 100
Tripsina, 5 pg 50 e 22

Dipalmitina 5 mM +
+Tripsina 5 jug ' 36 25

20 pg de proteina microtubular en buffer K-glicerofosfato de
sodio 10 mM pH 6,8 conteniendo 25 mM FNa y 40 mM acetato de
magnesio, se preincubaron con las adiciones ihdicadas en un vo
lumen de 40 pl, a 37°C durante 5 minutos, al fin de los cuales
se agregaron 10 ug de inhibidor de tripsina, los substratos vy
buffer necesarios para medir las actividades en forma standard
incubando durante 10 minutos a 30°C, en un volumen final de 100

}1]_
Ln la TABLA XIII se ve que este tratamiento afecta en forma
similar a ambas actividades, y que la dipalmitina practicamen

te no protege del ataque triptico.

d) Efecto del substrato de una enzima saobre la actividad

de la otra

En caso que ambas actividades fosforilantes fueran en reali
dad una sola enzima inespecifica, los substratos deberian com
petir por la misma. Con esta idea se relizd un experimento
donde se estudid el efecto de uno de los substratos sobre la

otra actividad enzimatica.
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TABLA X1V: Efecto de los substratos sobre diglicérido quinasa

y proteina quinasa microtubulares

\

Adiciones o Incor;oracidn de %p (pmoles/min/mg)
tratamientos Acido fosfatidico Proteina
Ninguno 24 99
Fosfolipasa C, 5Sug 380 97
1,2-dipaluitina 5uM 202 80
Casefna 10 mg/ml 25 310

Las condiciones del ensayo son las mismas que en la TABLA VI.

En la TABLA XIV se observa que el pretratamiento con fosfo-
lipasa C o el agrégado de dipalmitina, que estimulan la incor
poracidén en dcido fosfatidico, no afectan la actividad de pro
tefna quinasa. En efecto, la incorporacidn a proteina (97 vy
80 bmoleslmin/mg reaﬁectivamente) es practicamente igual a la
del control (99 pmoles/min/mg). Lo mismo ocurre con el expe-
rimento inverso: la adicidn de caseina no afecta la fosfori-
lacidn de diglicéridos. Si ambas reacciones procedieran por
via del mismo sitio activo, se hubiera esperado una inhibicidn

reciproca.
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IV. Influencia de los fosfolipidos en la reaccidn de polime~

rizacidn de microtfibulos

Las variadas funciones que cumplen los microtibulos exigen
que éstos se encuentren polimerizados o sean capaces de ﬁoli
merizar, hecho éste que define la importancia de la reaccién
de polimerizacidn~despolimerizacion. Se estudid entonces la
posible influencia de los fosfolipidos asociados a microtiibu
los sobre la polimerizacidn de éstos. La reaccidn de polime
rizacidn in vitro requiere una temperatura cercana a 37°C y
GTP, es estimulada por sacarosa o glicerol, se revierte al
bazjar la temperatura y se inhibe por el agregado de colchici
na o calcioj

Puesto que los microtiilbulos aislados por precipitacidn con
vinblastina son incapaces de polimerizar, para esta parte del
trabajo se utilizaron fracciones microtubulares preparadas me
diante ciclos de polimerizacidén y despolimerizacidn, a partir
de cerebro de rata, cuyo contenido en microtiibulos es alto y

no contiene actina,

1. Medida de la polimerizacidn por turbidimetrfia

Una de las formas de medir cuantitativamente la polimeriza-
cién consiste en registrar el aumento de turbidez de una solu

cién de proteina microtubular cuando se la transfiere de 0°C

a 31e,

a) Controles

En la Figura 24 se muestra la variacidn en la turbidez de
una fraccidn microtubular en funcidn del tiempo a 37°C. si
una vez alcanzado el nivel maximo de turbidez se baja la tem
peratura, aquélla disminuye rédpidamente al valor inicial. Si

antes de elevar la temperatura se afiade colchicina, no se ob

84



serva aumento en la turbidez, y lo mismo ocurre si se agrega
calcio, aunque la adicidn posterior de EGTA se traduce en el

inmediato incremento de la turbidez, a la misma velocidad vy

alcanzando el mismo valor mdximo que en ausencia de calcio.

Aaso
0,2 0°c

|

0,1F
colchicina
1 ] ] ! ] ]
0 2 4 6
tlempe (min)
Figura 24: Cinética de polimerizacidén microtubular medida por
turbidimetria. Este experimento se llevd a cabo en la forma
descripta en Métodos. En los casos indicados, antes de trans

ferir la suspensidén de microt@ibulos de 0°C a 37°C, se agregd
colchicina 0,1 mM, o Cl,Ca lmM y a los 2 minutos EGTA 2 mM .
El dato de disminucidn %e Absorbancia al pasar a 0°C se obtu-
vo transfiriendo la cubeta a baiio de hielo y midiendo la Ab-
sorbancia luego de 30 segundos y l minuto a 0°C.

Estos resultados permiten afirmar que el aumento en la tur-

bidez es realmente una medida de la polimerizacidn microtubu-

lat,
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b) Efecto de detergentes

En primer lugar se prohd el efecto de preincubacidn con di-
versos detergentes, anidnicos, catifnicos y no idnicos. Los
resultados se encuentran en 1a TABLA XV, exbresadoa como ﬁoz
centajes del nivel madximo alcanzado y de la velocidad inicial
de aumento de turbidez, con respecto a los corresﬁondientes

al ensayo sin adiciones.

TABLA XV: Efecto de preincubacidn con detergentes sobre el _

desarrollo de turbidez

dieid
SR 1 abe. i 1 vi
Ninguna 100 100
Deoxicolato 0,1 % 120 115
Sps 0,01 % 50 52
SpS 0,1 % ' 0 -
CTMA (Cetavlon) 0,1 2% 0 -
Tween 20 0,6 % 104 110
Kyro 1 % 96 100
Lubrxol 1 % 100 110
Nonidet P-40 120 150
Triton X-100 110 118

A 0,l ml de solucidn de pzoteina microtubular (16 mg/ml) se
agregaron los detergentes en las concentraciones finales in-
dicadas; se incubd a 37°C durante 10 minutos y luego se trans
firié el tubo a bafio de hielo durante 5 minutog para permitir
la despolimerizacidn, agregando luego el contenido del mismo
a la cubeta del espectrofotémetro, mantenida a 37°C con 0,5ml
de buffer de reagregacidn, iniciando entonces el registro.

Como puede observarse, el cetil trimetil amonio (CTMA) y el
dodecil sulfato de sodio producen una marcada inhibicidn de
la turbidez s el Lubrol y el Tween 20 provocan un aumento
en la velocidad sin influir en el valor maximo; el Triton, Yy

especialmente el Nonidet P-40 estimulan la turbidez ., au
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mentando el valor méximo y la velocidad,
Puesto que el deoxicolato producia estimulacidn a una concen

tracidon relativamente baja, se decidid estudiar el efecto de

la concentracidn del mismo,

% A max

100

50~
-
0 1 1 | 1
0 0,1 0.2 03 0.4
depxicolateo (%)
Figura 25: Efecto de la concentracidon de deoxicolato sobre la

turbidez maxima El ensayo se efectud en las condiciones indi-
cadas en la TABLA XV,

En la Figura 25 puede verse que el efecto de estimulacidn se
produce en un rango muy estrecho de concentracidn del detergen

te, y que éste inhibe el desarrollo de turbidez a concentracip

nes mayores.

¢) Efecto de preincubacidn con fosfolipasas

En primer término se ensayd el efecto de preincubacidn con
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Asso

fosfolipasa D (Figura 26), no observéndose ninguna modificacién
en la cinética turﬁidimétrica. Sin embargo, cuando se pre-
incubaba en presencia de fosfoliﬁass D y deoxicolato (a una con
centracidn en que éste estimula la reaccifn), se ﬁroducia una
marcada inhibicidn, que ﬁodia iméedirsa si ademidsg se agregaba

lecitina.,
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Figura 26: Efecto de Ereincubaci&n con fosfolipasa D (Sigma)
sobre la turbidimetria Las condiciones son las mismas que
en la TABLA XV, con las siguientes adiciones en la preincuba-
cidn: (=) ninguna; (~==-) deoxicolato de sodio 0,1 %3 (vorerr)
1 U de fosfolipasa D sola, o bien ademds con lecitina 1,2 mM,
deoxicolato 0,1 %Z; (=='=+) 1 U de fosfolipasa D y deoxicolato

0,1 %.

Dado que las preparaciones comerciales de fosfolipasas (&sta
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era de Sigma) son relativamente impuras, se considerd conve-
niente controlar que el efecto observado no se debiera a ac-
tividades enzimdticas contaminantes, a pesar de la "protec-
cign" ﬁor lecitina. Puesto que la polimerizacidn requiere la
presencia de GTP, se investig§ la actividad de fosfatasa de
la preparacidn, encontrdndose que era bastante alta, ﬁuas hi
drolizaba la totalidad del GTP en los 10 minutos de incuba-
cifn (TABLA XVI). Se halld adem&s que esta actividad fosfatd
sica’ se inhibfa de manera substancial por el agregado da.FNa
10 mM, que se agregl entonces en los ensayos, dado que ﬁr&cv
ticamente no afectaba la actividad de fosfolipasa.

TABLA XVI: Actividad de fosfatasa de la fosfolipasa D y su
efecto sobre el desarrollo de turbidez miecrotubular

Adiciones en la Actividad de Actividad de . Nivel de

preincubacibn (RN IGR0 1) (2 colima. (2 Abs. mEx.)
' liberada)

Ninguna 0 - 100

1 U PLD 90 100 40

1 U PLD + FNa 5mM 70 : 98 63

1 U PLD + FNa lOmM 12 _ 96 80

1 U PLD + FNa 20mM 5 80 77

Las actividades enzimdticas se midieron como se indica en Méto
dos, y la turbidez en las condiciones de la TABLA XV,con
deoxicolato 0,1 %Z en todos los casos.

En estas condiciones (10 mM FNa), la inhibicidn de 1a
turbidez froducidn por la fosfolipasa D disminuy8 de un 60%
(en ausencia de FNa) a sBlo un 20 X%.

Como era probable que la fosfolipasa estuviera ademfis conta
minada con ﬁroteasas, se probd el tratamiento con fenil metil
sulfonil fluoruro, deséripto como inhibidor de gran niimero de
proteasas (167,168), ﬁero los resultados fueron inconsistentes.
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Entonces se preincubaron alicuotas de proteina microtubular
con distintas preparaciones de fosfollpasas y se sembraron

luego en geles de poliacrilamida (Figura 27).

Figura 27: Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de prg
tefna microtubular tratada con “diversas enzimas. Se sembraron
40 pg de proteina m microtubular preincubada con las enzimas que
se indican, La electroforesis se realizd en las condiciones
descriptas en Métodos. l)Fosfolipasa D (Calbiochem); 2) micro-
tGbulos preincubados con Fosfolipasa D (Calbiochem); 3) Fosfo-
lipasa D (Sigma); 4) microtiibulos preincubados con Fosfolipasa
D (Sigma); 5)lipasa de germen de trigo; 6) microtibulos prein-
cubados con lipasa; 7)microtiibulos; 8) microtiibulos preincuba-
dos con tripsina.

En la fotografia puede observarse que la preincubacidn con
tripsina provoca la desaparicidn parcial de una de las bandas

de tubulina, con la correspondiente aparicidn de otras de me-
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nor peso molecular., La fosfolipasa D (Sigma) produce un efecto

andlogo, mientras que la de Calbiochem y la lipasa no modifican

- de manera evidente la movilidad o intensidad de las bandas pro-

teicasg.

Con estos antecedentes se probd el efecto de la preﬁaraciﬁn
de foafolifasa D (Calbiochem)sobre el desarrollo de turbidez,
comprobandose que -~ en éresencia de NaF 10 mM - no 86lo no ha-
bia inhibicidn en este pardmetro (TABLA XVII), sino una activa

cidn de un 20 %.

TABLA XVII: Efecto de preincubacidn con Fosfolipasa D en hre-

gsencia de NaF sobre el desarrollo de turbidez

Adiciones en la | Turbidez
preincubacidn " ¥ wis Aba % Vi
Ninguna 100 100
PLD (Sigma) (1U) ' 40 95
PLD (Calbiochem) (1U) 80 98
NaF 10 mM 100 98
" 4+ PLD (Sigma) (1lU) 80 118
" + PLD (Calbiochem) (1U) 120 125

Se utilizaron las mismas condiciones que en la Figura 26, con
0,1 % deoxicolato en todos los casos.

Estos resultados pueden explicarse en base a que el efecto in
hibitorio observado inicialmente con la fosfolipasa D (Sigma)
era en gran parte debido a, como se vio antes, la actividad de
fosfatasa inhibible por NaF, y el resto a proteasa. Cuando se
utiliza la preﬁaraci&n de Calbiochem,que no presenta actividad
de proteasa (en geles de poliacrilmida) y cuya actividad de fos
fatasa se puede inhibir con NaF, se revela el verdadero efec
to de la fosfolipasa D, que es de estimulacidn. Los niveles de
estimulacidn del desarrollo de turbidez que se obtienen depen=-

den ademds del lote de fosfolipasa, como si la contaminacidn
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con proteasa fuera wvariable,

En la TABLA XVILIL se ven los efectos de preincubaciones en
ﬁreaencla de diversas enzimas degradatlvas de fosfulipldos La
lipasa de germen de trigo, fosfolipasa C y fosfolipasa D (Cal
biochem) estimulan el desarrollo de turbidez; la fosfolipasa A
de pancreas porcino no broduce efecto y la bovina lo inhibe.
Ambas ﬁreparaciones de fosfoliﬁasalA son altamente purificadas

y puede asegurarse la ausencia de proteasas y fosfatasas.

TABLA XVILI: Efecto de preincubacidn con distintas enzimas so

bre el desarrollo de turbidez microtubular

Adiciones en la Turbidez
preincubacidn ki Aba Y Vi
Ninguna 100 100
CaCl, 1,8 mM 98 96
" + PLC 80 pg : 137 162
" 4+ PLD (Calbiochem) 1 U 126 130
" + PLA (bovina) 50 pug 56 51
" 4 PLA (porcina) 40 ug 99 98
Lipasa 40 ug 120 147

Las condiciones son las mismas que en la TABLA XVII.Antes de
pasar al espectrofotdmetro se agregd EGTA 4 mM a cada muestra.

d) Efecto de preincubacidn con lipidos exdgenos

Dado que algunos detergentes y tratamientos con enzimas que
actiian sobre los fosfolipidos alteran el desarrollo de turbi-
dez microtubular, se prob8 sobre el mismo el efecto del agre-
gado de 1ipidos exdgenos.

En la TABLA XIX se ve que la lecitina no tiene efecto, mien
tras que la lisolecitina inhibe en forma dependiente .con - la

concentracida.
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TABLA XIX: Efecto de preincubacidn con lipidos exdgenos sobre

el desarrollo de turbidez microtubular

Adi?iones en la ' Turbidez
preincubacion Y wii. Abd 7 Vi
Ninguma 100 100
Lecitina 3mM 100 105
Lisolecitina 2 mM 80 110
W 10 mM 60 56
Cardiolipina 1 mM 20 87
" + Cl,Mg 2 M 22 - 89
Dipalmitina 1 mM 110 130
Diolefina 1 mM 98 98
Extracto lipfdico microtfibulos 99 103

Las condiciones son las mismas que en la TABLA XV. El extracto
lipfdico de microtiibulos corresponde a 1,5 mg de proteina.

La cardiolipina produce también una notable inhibicidn, que
no'puede explicarse por un posible secuestro del Mg+t necesario
para la pqlimerizaci&n, pues s8i se agrega cardiolipina y una con
centracidn de MgCl, que duplica la de aquélla, la inhibicidn
también se verifica. Cuando se preincuba con dipalmitina se ob
serva una ligera estimulacidn, mientras que el agregado de un
extracto lipfidico obtenido a partir de microtibulos no produjo

ningiin efecto.

e) Polimerizacifn de microtiibulos preparados en presencia

de detergente.

Los resultados mostrados hasta el momento parecen indicar que
los fosfolipidos tendrfan un papel regulador en la polimeriza-
cidn de microtfibulos, mds concretamente, de limitadores de la
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misma. Con el oh;eto de compxohar esta presuncion, se empren=
did la prepa:acmon da‘mlnxotﬁbuloa en pr&aenc;a de un detergen
te, para obtenerlos desproVLatns de foafolip;dos? aunque fuera

1\350

! .—.—-—----—-—-.--—.---o—.-.
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4 6
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Figura 2 8 Turbidimetria. de microtiibulos preparados con Noni-
det P-40 1%. Las condiciones son las mismas que en la TABLA

XIX .. (=), microtfibulos standard; (e*s**), microtfibulos stan
dard preincubados con extracto lipidico de microtGbulos; (=---),
microtiibulos Nonidet P-40; (-=--), microtibulos Nonidet P-40 pre
incubados con extracto lipidico.

en forma ﬁarcial. Para &sto se eligid el Nonidet P-40 , dado
que es un detergente muy suave y su adicién estimulaba el desa
rrollo de turbidez (TABLA XV). La preparacién se llevd a cabo
en la forma descripta en Métodos, agregando el detergente jun-
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to con el glicerol, ﬁaxa elimingrlo del medio durante las cen
trifugaciones foateriored.

La cantidad de tubulina obtenida en éreﬁaracionad realiza -
das en ﬁresencia Yy en ausencia del detergente es ﬁricticamen-
te 1a misma; la diferencia nunca fue mayor de un 10 Z a favor
de una u otra preparacidn, De todas maneras, ﬁara los exﬁeri
mentos detallados a continuacidn, ambas soluciones de tubuli-
na se diluyeron de manera tal que tuvieran exactamente la mis
ma concentracidn de ﬁroteinas (14+18 mg/ml seglin la ﬁrebara -
cidn).

Como se observa en la figura 28, la fraccidn microtubular ob
tenida en presencia de Noniéeth*40 alcanza una mayor turbidez
Yy a mayor velocidad que la preparada en forma standard. Ade-
wis, la ﬁreincuhdci&n de las preﬁaraciones con un extracto li
pfdico obtenido a partir de microt@ibulos standard, destruye
este efecto de estimulacibn de la turbidez en la fraccién ob-
tenida en presencia de detergente. Preincubando con lecitina
se obtiene un resultado semejante (no incluido en la Figura).

2. Medida de la polimerizacidn por viscosimetria

Dado que, como se discute en la Introduccidn, a) la turbidez
deﬁende de la masa de mondmero que se encuentra ﬁolimerizada y
no del largo del ﬁolimero y b) la masa total de tubulina obte-
nida en ausencia o en presencia de detergente era ﬁricticamen—
te 1la misma en ambos casos (vide apﬁra), si se ﬁrodugia un e -
fecto sobre la folimarizaciﬁn, no podria detectarse por turbi=-
dimetrfa. _

Un método que ﬁarnita detectar variaciones en la longitud de
los polimeros formados es la viscosimetrfa, y se ju#gd que ;ng
bablemente el detergente incluido en la preparacidn afectara
este ﬁarimetro.
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Figura 29: Desarrollo de viscosidad de microtiibulos prepara.
dos en ausencia (A) y en presencia (B) de Nonidet P-40 1X%.
Las mediciones de viscosidad de las preparaciones (15 mg/ml)
se llevaron a cabo como se indica en Métodos, ya sea directa
mente (O @ ), en presencia de Nonidet P-40 1 2 (AlA) o de
colchicina 0,1l mM ( O, m).

Los resultados de experimentos realizados con esta metodolpo
gfa se ven en la Figura 29 y est@n expresados como variacio-
nes de la viscosidad especifica en funcidn del tiempo a 37°C.
Es decir, toda vez que se midid viscosidad en presencia de

algiin agregado, detergente o colchicina por ejemplo, se com-
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pard con el tiempo de escurrimiento del buffer al que se le
hizo la misma adicidn.

Puede verse que la colchicina inhibe la polimerizacidn de
ambos extractos microtubulares, y que la presencia de Noni-
det P-40 en el ensayo produce un aumento en la velocidad de
desarrollo de viscosidad y prdcticamente una duplicacidn del
valor final alcanzado. Cuando el detergente se agrega al ex
tracto ya polimerizado, o sea cuando la viscosidad es cons-
tante, ésta aumenta nuevamente. El desarrollo de viscodidad
de microtiibulos preparados en presencia de Nonidet P=-40 se
produce a una velocidad mayor y alcanza un valor final tam-
bién mayor que los obtenidos en forma standard., Si el ensa-
yo se lleva a cabo ademds en presencia del detergente, se es
timula alin mds el desarrollo de viscosidad, y agregidndolo so
bre la preparacidn ya polimerizada, produce un nuevo aumento
en la viscosidad. Todos estos desarrollos de viscosidad re
vierten a los valores iniciales si se enfria a 0°C.

Con el objeto de determinar si el efecto observado con 1la
preparacidn incluyendo el Nonidet P-40 era exclusivo de este
detergente o era mas general, y si existia una correlaciodn
directa entre el contenido en fosfolipidos y la viscosidad de
sarrollada por las preparaciones, se'prepararon microtiubulos
en presencia de diversos detergentes cuyos efectos sobre el
desarrollo de turbidez de preparaciones standard ya habian si
dd estudiados (TABLA XV). '

En la TABLA XX se observa que el Nonidet P-40 es el mis efi
ciente en cuanto a la extraccidn de fosfolipidos, y los micro
‘tibulos preparados con @l alcanzan la mayor viscosidad final.

El Kyro y el Triton N-101 no extraen los fosfolipidos de las
preparaciones microtubulares respectivas, cuya viscosidad fi-
nal no difiere de la alcanzada por la preparacidn standard.El
Tween 20 tiene menor capacidad extractiva que el Nonidet P-40
y la preparacidn correspondiente alcanza una viscosidad menor

que con aquél, pero substancialmente mayor que la standard.
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TABLA XX: Viscosidad y contenido en fosfoliéidos de tubulina
purificada en presencia de diversos detergentes.

Contenido en

Tubulina 7?33#. fosfolipidos
L s nmoles P/mg proteina

Standard 4,9 0,71
Nonidet P-40Q 1 % e B I 5 0,14
Tween 20 0,6 % 8,2 0,36
Triton N-101 5,6 0,71
Kyro 1 2 4,3 0,72

Se indican las concentraciones de detergente utilizadas duran-
te la preparacifn. La concentracidn de proteinas de todas las
preparaciones es de 15,3mg/ml. Se midid la viscosidad alcanza
da luego de incubar las muestras a 37°C durante 40 minutos,cuan
do el valor de aquélla ya es constante. Se extrajeron los fos
folfpidos de alicuotas de las mismas muestras como se indica en
Métodos y se midié fésforo liposoluble por el método de Hess y

Derr (156).

Algunas de las cafactariaticas del efecto de detergentes se
estudiaron con mas detalle, ﬁara-lo cual se utilizd la tubuli-
na obtenida en presencia de Nonidet P-40, bor ser €sta la que
ﬁresenta el efecto mdximo, En primer término se investigd si
la accién del detergente se debia a que éste alteraba la pro-
borciﬁn de alguna de las ﬁtoteinas que acompaiian a la tubulina
durante su ﬁurificaciﬁn y que pueden tener algiin rol en su po-
limerizacidén., Para ello se sometieron a electroforesis en ge
les de poliacrilamida.cou dodecil sulfato de sodio muestras de
tybulina pre#arada en forma standard y con Nonidet P-40 (Figu-
ra 30). Los resultados obtenidos indican que no hay variacio-
nes en las bandas proteicas correspondientes a material de al-
to ﬁeso wolecular, cuya infortancia en la reaccidn de ﬁolimeri
zacifn estd avalada ﬁor evidencias experimentales (169, 170).
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Figura 30: Electroforesis en gel de 10 % poliacrilamida-SDS de

fracciones microtubulares obtenidas sin y con Nonidet P-40. Se

sembraron 40 pg de proteina en ambos casos, y la corrida elec-
troforética se llevd a cabo en la forma descripta en M&todos.

1) microtdbulos standard; 2) microtiibulos Nonidet P-40.

~De la misma manera, ﬁur microscopfa electrdnica puede apre =

ciarse que los microtfibulos polimerizados in vitro a partir de
ambas ﬁreparacionea son idénticos, en su aspecto génaral‘y es~-
tructura fina (Figura 31).
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Como ya se ha mencionado, las concentraciones proteicas de
ﬁreparacionas.microtubularas obtenidas en ausencia 5 en pre-
sencia de Nonidet P<40 diferian s6lo en un 10 %Z y al azar.
Dado que el mayor grado de viscosidad alcanzado por la brepg
racidn con detergente indicaria la formacidn de microtfibulos
méds largos,,si la masa total de los mismos se mantenia igual
que la de microtiibulos standard en las condiciones de-la vis
cosimetrfa, se decidid profundizar este ﬁuntc. Para ello se
midid ﬁoliﬁerizaciﬁn por sedimentacidn de los microtibulos al
mismo tiempo que ﬁor viscosimetrfa (TABLA XXI). Las condi -
ciones de centrifugacidn son tales que los microtiibulos se~-

dimentan cuantitativamente, segiin Johnson y Borisy (171)

TABLA XXI: Medida de la polimerizacidn microtubular por cen

. . - . . -
trifugacidn y viscosimetria

Contenido en proteinas
después de sedimentacidn

2 i |
kxp. ¥ Tabulina . ‘7 e 4 Precipitado Sobrenadante

mg mg
1 Standard 9,0 9,8 6,7
Nonidet P-40 16,6 10,0 6,9
2 Standard 7,5 9,5 6,6
Nonidet P-40 13,4 9,3 6,9

1 ml de fraccidn microtubular purificada en ausencia o en pre-

sencia de Nonidet P-40 (17 mg proteina/ml en el Experimento 1

y 16,5 mg/ml en el Experimento 2) se centrifugaron durante 20
minutos a 28.000 x g y a 35°C y se midid luego la cantidad de
proteinas en el sobrenadante y el precipitado. Se midid ademis
la viscosidad alcanzada por alicuotas de las mismas preparacio
nes luego de incubarlas a 37°C durante 40 minutos.

En ambos experimentos la viscosidad final alcanzada por 1la
preparacidn con detergente practicamente duplica la correspon+
diente a la preparacidn standard, pero no hay diferencias en

la masa de proteinas que sedimenta al centrifugar.
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Efecto del Nonidet P=40 sobre actividades fosforilantes

y unidn de 3H-colchicina

Se ha mencionado la ﬁosible farticipacian de las activida-
des enzimdticas asociadas a microtGbulos en la regulacidn de
la ﬁolimeriZacian (150), Dado que los microt@bulos freﬁara-
dos en bresencia de Nonidet P-40 ﬁnlimerizan en mayor grado,
se midieron estas actividaﬂea en una prebaraci&n de este ti-
bo, cbmﬁarando con una preparacidn standard (TABLA XXII),.

La presencia de Nonidet P-40 no afecta la fosforilacidn de
la tubulina standard, aunque estimula la ﬁolimerizaciﬁn. La
tubulina Nonidet P-40 se fosforila un 25 % menos que la stan
dard, y el agregado ulterior de detergente disminuye afin mis
este valor., Algo similar se observa cuando se mide la acti-
vidad de érnteina quinasa con caseina como substrato. La ca
ﬁacidad de unir colchicina no se ve afectada.

El Nonidet P-40 agregado en el ensayo o durante la preﬁarg
cidén inhibe la fosforilacidn de diglicéridos enddgenos, ﬁro—
bablemente ﬁorque los extrae. Efectivamente, los datos de
fosforilacidn de diglicéridos ex0genos muestran que la activi
dad de la enzima no estd afectada en la tubulina Nonidet P-40
y que la presencia de detergente en el ensayo parece inhibir
la,

reRR RN WA
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DISCUSION

El problema de la regulacion de la bolimerizaciﬁn microtubu
lar ha sido estudiado desde diversos éuntos de vista. Hay evi
dencias indicativas de la existencia de dos clases de subuni-
dades microtubulares, cuya abundancia relativa y éosibilidud

de interconversidn jugarfan un papel importante en este fend-

meno (149,150). La diferencia entre ambas clases podria de-
berse a modificaciones covalentes (fosforilacidn, glicosila -
cién, etc.) o a la ﬁreaencia de cofactores (GTP, iones), aun=-
que no se han aﬁortado pruebas definitivas acerca de la impor
tancia relativa de cada uno de estos factores en la regulacion
in vivo de 13 polimerizacifn y/o funcidn de los microtiibulos.
Como se ha destacado en la Introduccidn, la interaccidn en-
tre subunidades parece ser de tipo hidrofdbico, de manera que
la presencia de cofactores que modificaran este caracter po-

dria tener importancia en la regulacién de la polimerizacidn.

Asociacidn de lipidos fosforilados comn los microtiibulos

El material liﬁidico marcado con 32? que se encuentra en la |
fraccidén microtubular de mfisculo de embridn de pollo (TABLA I)
estd realmente asociado a los microtiibulos y no es una contami
nacidn con material que coburifica con éstos. Asi lo indican
los resultados que se muestran en la TABLA II: los microtibu-
los de distintos origenes y purificados por varios métodos es-
tén siemﬁre asociados con material lipidico marcado con 25 13

naturaleza lipidica del material esta indicada inequivocamente
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por su comportamiento cromatogrdfico en distintos solventes
(Figura 4).

Puesto que estos liéidoa se marcaban con 32P, era muy'érohé_
ble que se tratara de fosfolipidos, presuncidn que fue confir

mada por los resultados obtenidos a partir de diversos trata-

mientos. a) se trata de lipidos saponificables (TABLA III) ;
b) el producto marcado mas abundante se comporta como gliceril
fosforil colina en cromatografia y electroforesis (Figuras 5

y 7); ¢) el fésforo no estd expuesto al ataque por fosfatasa

' alcalina, ya sea antes o después de saponificar (Figuras 6 y

7); d) por cromatografia en capa delgada en un sistema para
fosfolipidos se observa que la mayoria de los comﬁonentes fos
forilados se comﬁorta de la misma forma que los patrones sem-
brados (F;gura 8), v el mas abundante migra como lecitina.
Durante la realizacidn de estos trabajos, otros autores in-
formaron sobre la presencia de fosfolipidos en breéaracionea
de microtiibulos. Uno de ellos comenta incidentalmente que du
rante la furificaciﬁn de microtiibulos éor cromatografia en
DEAE-celulosa, junto con la fraccidon de tubulina se aislan com
puestos fosforilados extraibles con cloioformo—metanol. Estos
ﬁueden separarse del dimero de tubulina por filtracidn en gel,
y puesto que eluyen en el volumen muefto, se estima que forman
micelas con un peso molecular aparente mayor que el del dimero
(115). Otro autor obtuvo resultados similares con microtibulos
de embrifn de pollo y células CHO marcadas con 32p,  rratando
de caracterizar el sitio de unidén de la colchicina, mostrd que
esta droga o sus derivados marcados con ' se unen a tubulina
y que luego de irradiar el comﬁlejo a 366 nm (lo que conduce a
formacidn de lumicolchicina), quedan incorporadas a un material
insoluble en &dcido perclérico & soluble en cloroformo-metanol.
El 90 % de la radioactividad brecipitable con dcido percldrico
es extrafible en condiciones en que lo son los fosfoliﬁidos(lsz)-
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Asociacidn de una actividad enzimidtica fosforilante de 1lipi

dos con los microtiibulos

Al mismo tiempo que la asociacidn con material liﬁidico fos
forilado, se observé que las fracciones microtubulares @odian
fosforilarse in vitro por incubacidén con Zf—SZP—ATP (TABLA 1),
lo que indica la_ﬁresenéia de una actividad enzimdtica fosfo-
rilante de material liposoluble. También en este caso la posi
bilidad de una contaminacidn parece poco probable, dado que es
ta actividad enzimatica se encuentra en fracciones microtubu-—
lares de diversas procedencias y aisladas por distintos méto-
dos (TABLA 1V).

El producto formado luego de incubar en las condiciones men
cionadas también es de naturaleza libidica, como lo indica su
solubilidad v propiedades cromatogridficas (Figura 9). Se tra
ta de un compuesto totalmente saﬁonificable (TABLA V), 1la frac
cion fosforilada se encuentra en la fase acuosa luego de este
tratamiento y se comporta como ({-glicero fosfato en cromatogra
fia y electroforesis (Figuras 10 y 12); ademas, el fosfato de
este producto se libera por tratamiento con fosfatasa alcali-
na (Figuras 11 y 12). Todo lo anterior indica que el ﬁroduc-
to formado es dcido fosfatidico, tal como se ve ademis ﬁor cro
matografia éﬁ capa delgada (Figura 13). Esto se confirma ade
mas bor el hecho que cuando se incrementa la concentracidn de
diglicéridos enddgenos ﬁor preincubacidn con f03folibasa ¢, ©
se agregan diglicéridos exdgenos, el fnico ﬁroducto formado es
dcido fosfatidico (Figura 15).

De esta forma se combrueba que, ademds de fosfolipidos, aso
ciados a los microtfibulos existen diglicéridos y una activi -
dad enzimatica resbonsable de la fosforilacion de los mismos
para dar Adcido fosfatidico, precursor como aquéllos en la bio
sintesis de fosfolipidos, esquematizada en el siguiente dia-

grama (172, 173):
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2 Acil-CoA + G=3-Px

AnSlwCok ¥ Aofl-Ge3wporr T TRE
CTP
Feh ™ 9y
DG CDP-DG
G-3-P
P-
CDP-base E & CMP
Ser  pep —mp PG
CMP . CMP CDP'DGEKi‘-

Acil-CoA + PC PE CMP
Acil-G~P-~base PE COM X pg Cardiolipina

El Acido fosfatidico (AP) que, como se ve, juega un papel
clave en la biosintesis de fosfolipidos, puede formarse ademias

por fosforilacifn de diglicéridos con ATP, reaccidn cataliza-

.da por la enzima diglic@rido quinasa:

DG + ATP 259 » AP + ADP

Esta actividad enzimdtica ha sido descripta en varios siste
mas, como cerebro de rata y cobayo (174-176), membranas de e-
ritrocitos (l65) y preparados de membrana de Escherichia coli
(177-179), asi como en homogenatos de glandula salina de aves
marinas (180, 181),

La diglicérido quinasa es la segunda enzima relacionada con
el metabolismo de los fosfolipidos que se eacuentra asociada
con los microtiibulos, Tal comp se menciona en la Introduc -
cién, la primera actividad descripta fue la de fosfatidil ing
gsitol fosfodiesterasa (122), es decir, una enzima degradativa
que conduce a la formacidn de diglic€ridos. Aqui se muestra

la asociacidén con una enzima clave en la biosintesis de fos -
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folipidos, capaz de catalizar la fosforilacidn de diglicéridos.
El comportamiento de la diglic&rido quinasa asociada a micro-
tibulos difiere de la fosfatidil inositol fosfodiesterasa en
cuanto a SUS'ﬁropiedades de sedimentacidn en gradientes de
sacarosa; el de ésta se ve alterado por 1la ﬁreSEncia de ¢col -
chicina, lo que no ocurre con la diglicérido quinasa.

La presencia de ambas actividades cobra sentido al haberse
demostrado ademas la asociacién de fosfolipidos con los mi -
crotiibulos. Los fosfolipldos pueden ser importantes para al-
guna de las propledades de los microtiibulos, tal como se dis-

cute mas adelante,

Caracterizacidn de la diglicérido quinasa de microtiibulos

Segiin se ve en la TABLA VLI, el sobrenadante de centrifuga
cién a 150.000 x g posee una considerable actividad de digli
cérido quinasa, y la actividad hallada en microtfibulos hubie
ra podido ser una contaminacidn y no una asociacidn. Sin em
bargo, por su distinto comportamiento frente a diversas adi-.
ciones (TABLA IX) y distinto bH Sptimo (Figura 16) ésto no
parece érobable. Esta suposicidn se ve confirmada por el re
sultado de centrifugacifn en gradiente de sacarosa (Figura
17): en el sobrenadante parece haber varias esﬁecies, mien -
tras que la actividad microtubular sedimenta como un solo com
ponente corresﬁondiante a la fraccidn mds liviana de la acti
vidad del sobrenadante,

Las p%oﬁiedades de la diglicérido quinasa de microtiibulos
que surgen de los resultados expuestos en la TABLA IX coinci=~
den en general con las que se encuentran bublicadas. Las di-
glicéyido qulnasa estudiadas requieren Mg (377, LIR)YS son

+

estimuladas por Na' y K+ (l65), tal como en este caso, y la

ouabafna no las afecta (165, 180, 181) (&sta se activa). En

algunog casos se sugirid que esta enzima podria formar parte
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de la ATPasa inhibible por ouabalna, pues se encontro una fos
fatasa asocLada que requarLa Mg i (165)., Segin las s;gulantes

reacciones, por la acéidn comblnadalde ambas enzimas se obten
drfa un resultado neto de hidrdlisis de ATP:

DG + ATP DEQ 3 AP + ADP
AP fosfatasa > DG + Pi
ATP » ADP + Pi

Este no parece ser el caso de la diglicérido quinasa asocia
da a microtibulos. En primer lugar, los resultados obtenidos
en el experimento de enfriamiento del ATP marcado (Figura 21)
muestran que la fosforilacidn, especialmente de diglicéridos
exogenos, no disminuye apreciablemente luego de 10 minutos de
incubacidn, indicando que el producto de fosforilacidn in yitro
(dcido fosfatfdico) no es intermediario de otra reaccidn que
implique transferencia del fosfato o su hidrdlisis. Ademias,
la ATPasaly la diglicérido quinasa microtubulares tienen dis
tinto comportamiento de sedimentacidn, como se ve en la Figu
¥ 22

La dependencia de la fosforilacidn con la concentracidn de
Mg foen (Figura 18) se correlaciona con la observada para la fos
forilacidén endégena de tubulina, como ya se discutid en la sec
cidn Resultados.

Tanto el ATP como el GTP funcionan como dadores en la reac-
cidn catalizada por la diglicérido quinasa (TABLA X), y mucho
menos los otros nucledtidos trifosfato. Si bien la velocidad
de incorporacidn a proteinas es mayor con ATP que con GTP, no
se observan diferencias en las velocidades de incorporacidn a

dcido fosfatfdico con ambos nucledtidos (Figura 19). Es de ha
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cer notar, sin embargo, que el bajo contenido en diglicéridos
enddgenos éueda actuar como factor limitante en la incorpora-
cién, y tal vez ﬁor esta razbn no se observa variacidon en las
velocidades iniciales. La Vm ﬁara GTP es unas 5 veces menor
que para ATP (TABLA XI), como en el caso de la diglicérido qui
nasa de membranas de Escherichia coli (179), aunque el Km es

también cinco veces menor. Si bien las concentraciones fisio

16gicas de ambos nucledtidos trifosfato (alrededor de 5 mM pa

ra el ATP y unas 10 veces menor para el GTP) superan en un or
den detmagnitud los valores obtenidos ﬁara Km, la del GTP es
bastante menor. Sin embargo, dado que siempre se encuentra
GTP unido a los microtiibulos, es probable que la concentracidn
local de este nucledtido sea mayor, y que también lo sea su im
portancia en la fosforilacidn de diglicéridos enddgenos.

En las diversas etaﬁas de purificacidn, el porcentaje de di-
glicérido quinasa con respecto a la actividad total exhibe wun
notable baralelismo con el de ?roteina quinasa microtubular (TA
BLA VII). Ambas actividades sedimentan en la misma zona de un
gradiente de sacarosa (Figura 22), no muestran grandes diferen
cias en su sensibilidad a la temperatura (Figura 23), y la ﬁrg
incubacidn con tripsina ﬁarece afectarlas por igual (TABLA XIIIL).
Estos resultados podrian indicar que se trata de una sola enzi
ma capaz de catalizér ambas reacciones. Sin embargo, esta pro
piedad no podria extenderse a otras ﬁroteina quinasas de la mis
ma fuente. Las isoenzimas I y III de proteina quinasa que se
encuentran en el citoplasma de mfisculo de embridn de pollo no
catalizan la transferencia de 32? de ATP a diglicéridos exdge-
nos (TABLA VIII). Esto no elimina la posibilidad que la pro-
tefna quinasa asociada a microtiibulos bosea ademds actividad
de diglicérido quinasa. |

El agregado de ciertos detergentes (TABLA XII) permite obser
var algunas diferencias entre la proteina quinasa y diglicéri-

do quinasa de microtibulos, Sin embargo, dado que estos trata
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mientos que afectarian las actividades anzimépinaa acpian ade=
mas sobre 1la solubiiidad de los substratos, no pueden éomarsa'
como evidencia éaxa diferenciar ambas actirid&ded. Sélaiﬁuede

afirmarse que es improbable que ambas actividades se verifi -

quen en el mismo sitio activo, puesto que no se observa com=

betencia entre los substratos (TABLA XIV).

Estas actividades enziméticas, ﬁroteina quinasa, diglicéeri-
do quinasa y ATPasa estdn evidentemente asociadas a microtiibu
los y no son intrinsecas de la tubulina; €sto se ﬁuede dedu -
cir de los ﬁeaos moleculares calculados a ﬁartir de centrifu-
gacidn en gradiente de sacarosa. Ninguna de estas actividadcs
sedimenta en zonas del gradiente que corresﬁondan al beso mo-
lecular del protdmero o a miiltiplos del mismo,

Se han dado diversas explicaciones ﬁarh la asociacidn de ac
tividades enzimaticas con la éroteina.microtubular. La bre -
sencia de la ATPasa estaria justificada por la ﬁosible hidro-
lisis de nucledtidos trifosfato durante la bolimerizaciﬁn miw"
crotubular., La fosforilacidn de tubulina por una proteina qui
nasa endogena ha sido propuesta como ﬁosible.mecanismo ﬁara la
regulacidn de la polimerizacidn, aunque no se podido comﬁrobag
lo experimentalmente. En cuanto a la diglicérido quinasa y la
fosfatidil inositol fosfodiesterasa, su presencia se justifica
borque hay fosfolipidés asociados a los microtiibulos. Estos
fosfolfpidos podrian estar involucrados en el ﬁroceso de regu-
lacidn de la polimerizacidn microtubular, por su cardcter anfi
filico que bodria influir sobre la interaccidn entre subunida-
des, o/y, como postula Bryan (182), en la interaccidn con col-

chicina.

Influencia de los fosfolipidos en la reaccidn de polimeriza-

cion microtubular




La cinética de polimerizacidn microtubular se midid funda-
mentalmente por turbidimetria y viscosimetria; aunque ambos
métodos son apropiados, se miden eventos diferentes. Por tur
bidimetria se obtiene una idea cuantitativa de la masa de mo
némero que se encuentra formando polimero, que es el respon-
sable de la dispersidn. Sin embargo, cualquier reordenamien
to que implique conservacién de la masa total de mondmero en
polimero no serd detectado por esta metodologia, y tampoco di
ferencias en la longitud de los polimeros si la masa total es
"la misma. Los controles realizados (Figura 24) indican que,
efectivamente, el aumento en la turbidez se debe a polimeri-
zacidén microtubular. A pesar de €sto y de las obvias venta-
jas de este método, debieron llevarse a cabo mediciones por
viscosimetrfa, dado que el aumento en la viscosidad es una me
dida del largo de los ﬁolimeros formados, considerando cons-
tantes otros factores. También en este caso, los controles
realizados previamente indican que el aumento en la viscosi-
dad de los extractos es dependiente de la temperatura e inhi
bible ﬁor colchicina.

Los efectos ﬁroducidos sobre el aumento de turbidez por la
incubacidn con fosfolibasas (TABLA XVIII) o el agregado de
detergentes (TABLA XV) y 1iﬁidoa exogenos (TABLA XIX) indican
que los fosfolipidos afectan los parametros utilizados para
mediy ﬁolimerizaéiﬁn. '

En cuanto al efecto de preincubacidn con enzimas, se ha mos
trado que las preparaciones comerciales estan imﬁurificadaa
con broteasas (Figura 27) y fosfatasas inhibibles ﬁor F~ (TA
BLA XVI), de manera que el efecto inhibitorio sobre el desa-
rrollo de turbidexz ﬁrimeramente observado (Figura 26) se de~-
be en realidad a estas actividades contaminantes. El verda-
dero efecto de la fosfolipasa D es de estimulacidn, y se po-
ne de manifiesto en ausencia de aquéllas (TABLA XVII). En un

trabajo sobre este mismo tema (183) el autor aporta eviden -
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cias que los fosfolipidos son necesarios para la polimeriza-
cidn, dado que incubando con fosfolipasas de origen comefcial
observa inhibicifn de la polimerizacidn. Ademas, cuando in-
cuba con un inhibidor sint&tico de fosfolipasas obtiene es-
timulaqiﬁn, lo que indicaria la presencia de ﬁna fosfolipasa
enddgena, Esta discrepancia con los resultados adui mostra-
dos podria atribuirse a las contaminaciones mencionadas en
las preparaciones enzimadticas utilizadas por el citado autor.

Ademds de la fosfolipasa D, también estimulan el desarro -
1lo de-turbidez la fosfolipasa C y la 1i§aaa, mientras que
la fosfoliﬁasa A inhibe (TABLA XVIII), lo que estd de acuer-
do con la inhibicidn por lisolecitina que se ve en la TABLA
XIX, E1l desarrollo de turbidez estd influido por las modifi
caciones del balance hidrofilico-hidrofdbico de los fosfoli-
pidos asociados a microt@bulos que producen estas enzimas.En
efecto, tanto las fosfolipasas C y D, que modifican la por-
cifn hidrofflica, éomo la lipasa y fosfolipasa A (bovina) ,
que actfian sobre la hidrofdbica, ﬁroducen alteraciones en el
desarrollo de turbidez. |

En cuanto al efecto de los detergentes, sdlo en el caso de
detergentes ifnicos es posible deducir que las inhibiciones
producidas por los mismos (Cetavlon, SDS, deoxicolato a con=-
centraciones mayores de 0,2 %) se deben probablemente a des-
naturalizacidn (TABLA XV). Los detergentes no iénicos pro-
ducen efectos diffciles de interpretar desde el punto de vis
ta estructural, dado que algunos cuya estructura :s semejan-
te (Nonidet P~40'y Triton N-10l) tienen distinto afecto so=-
bre el desarrollo de viscosidad, mientras que &ste es andlo-
go con otros no relacionados estructuralmente, como el Tween
20 y el Nonidet P-40 (TABLA XX).

El aumento en la turbidez y viscosidad de los microtdbulos
preﬁarados en presencia de detergentes (Figuras 28 y 29) no

se debe a desnaturalizacién de la tubulina, pues ambos desa-
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rrollos revieppen al disminuir la temperatura y son inhibi-
dos por colchicina; ademds, en el caso de turﬁi&ei, el efec
to de estimulacidn desaparece si se preincuban los microti-
bulos con un extracto lipidico de microtiibulos o lecitina .
Tampoco se debe a pérdida o enriquecimiento en las proteinas
que copurifican con los microtidbulos (Figura 30), algunas de
las cuales parecen tener importancia en la polimerizaciodn
(169, 170), ni a la formacidén de microtidbulos anormales (Fi-
gura 3}). Sin embargo, este efecto se obtiene sin que se

produzcan variaciones en la masa total de polimero (TABLA

XX1I). El1 aumento en la viscosidad de las preparaciones ob~-

tenidas en presencia de Nonidet P-40 podria explicarse su-'
ponicndo que se forman microtibulos mas largos que en las
preparaciones standard, pero en ese caso no deberia ser mayor
la turbidez, que mide la masa total de polimeros, indepen-
dientemente de su longitud (l145). Es probable que los micro
tiibulos asi obtenidos hayan sufrido algidn cambio en algiin fac
tor considerado constante en las mediciones, como el didmetro
o la polarizabilidad, que podrian traducirse en un aumento en
la turbidez sin que aumente la masa total de polimero, La re
mocidn de los fosfolipidos (TABLA XX) y su reemplazo o no por
moléculas de detergente puede producir microtidbulos estructu-
ralmente diferentes, con alguna variacion por ejemplo en el
volumen hidrodinidmico no detectable por microscopia electrdni
ca, pero que altere la viscosidad y turbidez de la solucidn.
Los resultados aqui presentados indican que los fosfolipi =
dos deben incluirse en la lista de los factores que pueden in
fluir en la regulacidn de la polimerizacidn microtubular , y
que pueden tener un papel determinante de algiin aspecto estruc

tural de los microtiibulos polimerizados.
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CONCLUSIONES

I. Asociacidn de l1lipidos con los microtibulos

Los microtiibulos de diversas fuentes (células HelLa, cerebro
y miisculo de embridn de pollo y cerebro de rata) y obtenidos
por distintos métodos Cbrecipitaciﬁn con vinblastina y polime
rizacidn) tienen asociados lipidos fosforilados. Estos han
sido identificados como fosfolipidos, entre los cuales el mias

abundante es la lecitina.

II. Asociacifn de una diglicérido quinasa con los microtiibulos

Ademds de fosfolipidos, se demostrd que los microtiibulos
tienen asociada una enzima que cataliza la formacidn de acido
fosfatidico, ﬁor fosforilacién con ATP de diglicéridos que
también se encuentran en las preparaciones microtubulares de
todas las fuentes estudiadas. Esta actividad enzimadtica pue-

de fosforilar ademas diglicéridos exdgenos.

III. Caracterizacidn de la diglicérido quinasa asociada a mi

crotiibulos

La actividad de diglicérido quinasa estd asociada a microti
bulos y no es una parte de la actividad del sobrenadante del
cual éstos provienen.

Sus propiedades son muy semejantes a las de otras diglicéri
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do quinasas estudiadas:i requiere Mg+ ; S8e actiyva por Nat y K
y también for ouabaina; funciona con ATP y GTP como dadores,

aunque hay diferencias en los éarﬁmetros cinéticos obtenidos

ambos nucledtidos; la Km es menor para GIP, éero también es

menor la Va. |

Los resultados obtenidos permiten ademas afirmar que la di-
glicérido quinasa de microtiibulos no forma ﬁarte de la ATPasa
de la.misma fuente.

La diglicérido quinasa asociada a microtibulos caﬁurifica
con la proteina quinasa microtubular y no bresenta diferencias
con ella en cuanto a las propiedades estudiadas. En caso que
se tratara de la misma enzima con las dos actividades, é&stas
tendrian lugar en diferentes sitios activos. Este hecho no
puede hacerse extensivo a otras proteina quinasas de citoplas
ma de misculo de embridn de pollo, que carecen absolutamente
de actividad de diglicérido quinasa.

Tanto la diglicérido quinasa como la proteina quinasa y la
ATPasa son actividades epzimiticas asociadas a los microtiibu-

los y no intrinsecas de la proteina microtubular.

IV, Influencia de los fosfolipidos en la polimerizacidn micro

s

tubular

Los estudios realizados por turbidimetria y viscosimetria
muestran que la alteracifn en la estructura o contenido de fos
folipidos asociados a microtiibulos por tratamiento con fosfo-
lipasas, detergentes o adicidn de lipidos exdgenos provoca va
riaciones en el desarrollo de turbidez de las preparaciones mi
crotubulares en condiciones de polimerizacidn. E1 aumento de
turbidez de las preparaciones asi tratadas cuando se las some
te a condiciones de polimerizacidn es inhibido por colchicina
y revierte al disminuiy la tempeiatﬁra? de manera que no se

debe a desnaturalizacion.
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Los microtlbulos parcialmente desprovistos de fosfolipidos
por la inclusidn de detergentes en l1la purificacidén muestran
un marcado aumento en la turbidez y especialmente en la vis~-
cosidad esﬁecifica desarrolladas en condiciones de polimeri-
zacidn, dependientes de la temperatura e inhibibles por col-
chicina. No se afectan la masa total de ﬁroteina polimeriza
da ni el aspecto de los microtiibulos al microscopio electrdo-
nico, como tamﬁoco el contenido en proteinas que copurifican
con los microtlbulos y que ﬁueden tener importancia en la re
gulacion de la ﬁolimerizacisn.

Estos resultados sugieren que los fosfoli@idos asociados a
microtGbulos pueden tener algilin papel determinante de algflin

aspecto estructural de los microtlGbulos polimerizados.
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