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"AMINOLEVULICO DEHIDRASA DEL HONGO DIMORFICO

Mucor rouxii ”

La 5-Aminolevulico dehidrasa (ALA-D), segunda enzima de la biosintesis del hemo,
es una metaloenzima que cataliza la condensacion de dos moléculas de &cido 5-
aminolevulico (ALA) para formar el inico monopirrol natural, el Porfobilinégeno (PBG).

El ALA-D en general no es la enzima limitante de la sintesis de hemo. En la mayoria
de los organismos estudiados su actividad es muy superior a la necesaria para la formacién
de la cantidad requerida de hemo, con la excepcion de Neurospora crassa y levadura,
organismos en los cuales se le ha asignado un rol regulatorio. Es una enzima altamente
conservada, aun entre organismos filogenéticamente muy distantes. Sin embargo, existen
diferencias en cuanto al requerimiento por metales que cumplen un papel fundamental en la
catalisis y estado de oligomerizacién de la proteina. La enzima de mamiferos y aves,
levadura y algunas bacterias requieren Zn™*. Por el contrario, la enzima de plantas y algunas
bacterias requiere Mg*™* en lugar de Zn*"; mientras que en Rp. spheroides el requerimiento
por el metal puede sustituirse por K*. Se ha propuesto que en E. coli, P. sativum y B.
japonicum estan presentes ambos cationes, en diferentes proporciones.

Los hongos dimérficos son un grupo de organismos capaces de crecer como
levadura o micelio en respuesta a las condiciones de crecimiento; segun sean estas
modificaciones pueden inducir, ademas, la transicion morfolégica de levadura a micelio o
viceversa. Esta propiedad, los hace interesantes para investigar los mecanismos
bioguimicos y moleculares que operan durante la diferenciacion celular. En el hongo
dimoérfico Mucor rouxii existen evidencias de que el ALA -D también cumpliria un papel
regulatorio en la biosintesis del hemo y que esta enzima, a través de la mitocondriogénesis
participaria en la transicién morfogénica de levadura a micelio.

En primer lugar se determinaron las condiciones Optimas para la extraccion de la
proteina y medicion de la actividad enzimética de ambas formas, se encontré que ésta se
duplica al pasar del estado fermentativo al del micelio aerébico.

Empleando diferentes técnicas para la purificacion de proteinas, como diversas
columnas de geles de afinidad, hidrofdbicos, i6nicos y sulfosustituidos, se purificd la enzima
de ambas formas obteniéndose preparaciones enriquecidas alrededor de 700 y 500 veces
para micelio y levadura respectivamente. En ambos casos, el peso molecular fue de
280.000 Da, coincidiendo con el determinado para el ALA-D proveniente de otras fuentes.

Tanto las propiedades de estabilidad térmica como cinéticas, también resultaron
similares para ambas formas morfogénicas del hongo, comportandose en ambos casos
como una enzima con cinética michaeliana y valores de Km comparables.

Del estudio del efecto de cationes divalentes sobre la actividad enzimdtica se
encontré que en la enzima de Mucor rouxii, el metal involucrado es el Zn™. Se postula la
existencia de diferentes sitios de interaccion del Zn*™, un sitio A, en el cual el metal se
encuentra fuertemente unido, un sitio B, en el que el cation se puede eliminar por dialisis y
reemplazarlo parcialmente por otros cationes y sitios C, donde el Zn™ actuaria cuando la
enzima se encuentre en un medio no reductor, en cuyo caso, los grupos sulfhidrilos
oxidados provocarian la pérdida de la actividad catalitica, en tal situacion, este catién seria
capaz de restablecer las condiciones reductoras. Se estudié ademas la conocida inhibicién
de la actividad del ALA-D por el Pb™. Se demostrd que este metal se puede unir a todos los
sitios en los que se une el Zn™*, produciendo una significativa inhibicién.

Se sabe que los atomos de Zn*™* se unen a la proteina a través de una secuencia
altamente conservada, rica en cisteinas e histidinas. Empleandose diversos agentes
blogueantes de grupos SH se comprobéd la participacion de residuos cisteina que son
esenciales para la actividad enzimética y/o unién del metal; su titulacién indicé la existencia
de 5 grupos SH por subunidad, de los cuales 1 no se encuentra expuesto. La inhibicién por
DEP revel6 la presencia de 2 grupos histidina por subunidad catalitica, uno de ellos es
esencial para la catdlisis.



Cuando se modificaron algunos parametros de las condiciones de crecimiento, se
encontrd que en ambas formas del Mucor rouxii el camino metabdlico del hemo es funcional
y se puede inducir por el agregado de concentraciones de ALA 10°-10°M en el medio de
cultivo.

La captaciéon de ALA, acumulacién de precursores y porfirinas y la actividad de ALA-
D fue significativamente mayor para micelio que para levadura. El crecimiento en
condiciones aerdbicas para el micelio requiere de un mayor contenido de hemoproteinas,
fundamentalmente citocromos. Esta demanda se satisface por medio del funcionamiento
mas activo del camino biosintético de las porfirinas en micelio que en levadura.

Asi, los niveles de actividad del ALA-D en levadura fueron inferiores a los del micelio.
Se demostrd, ademas, su capacidad para regular la concentracion de ALA acumulado
intracelularmente.

Durante la transformacién dimérfica inducida mediante aireacion del cultivo de
levadura se observé la existencia de un camino biosintético del hemo eficientemente
regulado. Por lo tanto si bien la induccién de la morfogénesis desde levadura a micelio
estimuld la biosintesis de porfirinas, lo que se puso en evidencia por el aumento de actividad
del ALA-D durante la misma, no se encontré6 acumulacion significativa ni de precursores ni
de porfirinas.

Los resultados obtenidos permiten asignar un rol regulatorio para el ALA-D en
levadura del hongo dimérfico Mucor rouxii.

Palabras claves: Aminolevulico dehidrasa; Mucor rouxii; dimorfismo; biosintesis del
hemo; ALA-D



"AMINOLEVULINIC ACID DEHYDRATASE FROM THE
DIMORPHIC FUNGUS Mucor rouxii.

5-Aminolevulinic Acid Dehydratase (ALA-D) is a metal enzyme, the second in the
haem biosynthetic pathway, which catalices the condensation of two molecules of 5-
Aminolevulinic Acid (ALA) to yield the monopyrrol Porphobilinogen.

In general, ALA-D is not the regulating enzyme in haem biosynthesis. In most
organisms, its activity is high in accordance with the cells needs of haem, excepting in
Neurospora crassa and yeasts, where a regulatory role has been assigned. It is an enzyme
highly preserved. However there exist differences about its requirements for metals, which
play a key role in both the catalysis and oligomeritation of ALA-D. In mammals, birds, fowls,
yeasts and some bacteria, the enzyme requires Zn*" . Instead, the ALA-D from plants and
some bacteria requires Mg*™ and not Zn'", while in Rp. spheroides, the metal can be
replaced for K. It has been indicated that in E. coli, P. salivum and B. japonicum, can be
present both cations, in different proportions.

The dimorphic fungus are a group of organisms, which depending on the growing
conditions, are able of developing both as yeasts and mycelium. Manipulation of such
conditions can induce the morphological transition from yeasts to mycelium and vice versa.
In the dimorphic fungus Mucor rouxii, there is evidence that the ALA-D would play a
regulatory role in haem biosynthesis and that it also would participate in the morphogenic
transition from yeasts to mycelium.

The optimum conditions for extracting the protein and measuring enzymic activity,
from both forms were determined, it was found that activity is doubled when passing from
the fermentative state to the aerobical mycelium form.

Using several affinity chromatography columns, hydrophobics, ionics and sulpho
substituted, the enzyme from yeasts and mycelium was purified 500 and 700 times,
respectively. The molecular weight was also 280,000 Da for both forms.

Thermal stability and kinetics was again similar for yeasts and mycelium, showing a
michaelianan kinetics and comparable Km values.

The action of divalent cations on the enzymic activity showed that in Mucor rouxii, the
metal involved is Zn™. The existence of different interaction sites for Zn™, has been
proposed, an A site, where Zn""is tightly attached, a B site where the metal can be removed
by dialysis and be partially replaced for other cations and a C site, where Zn™* would function
when the enzyme is found in a non reducing media, in this case, the oxidized sulphydril
groups would diminish the catalytic activity, in such a situation, Zn™ could restore the
reducing conditions. It is well known the strong inhibition of ALA-D by Pb™. It was
demonstrated, that this metal can be attached to all Zn™ sites, significantly reducing the
enzyme activity.

The Zn™ atoms, bind to the protein trough a sequence highly preserved, rich in
cysteins and histidines. Using several blockers of SH groups the participation of cystein
residues essentials for activity and/or metal binding was shown, by tritation 5 SH residues
per subunit were measured, one of them not exposed. Inhibition by DEP revealed the
presence of 2 histidines per subunit, only one of them necessary for catalysis.

Some parameters of growing conditions were modified, showing, that in both forms of
Mucor rouxii, the haem pathway is functional and it can even be induced by adding ALA 107
-10"° M to the culture medium.

Incorporation of ALA, accumulation of precursors and porphyrins and ALA-D activity
was significantly higher in mycelium than in yeasts, in concordance with a haem synthesis
necessarily greater in the former.

The levels of ALA-D activity in yeasts were then lower than in mycelium. It was
demonstrated the capacity of yeasts to regulate the concentration of ALA intracellularly
accumulated.



Along the dimorphic transition induced through aereation of yeasts cultures, it was
observed that this process stimulates porphyrin biosynthesis, shown by an increase in the
activity of mycelium ALA-D, although accumulation of neither precursors nor porphyrins was
detected.

These findings allow us to assign a regulatory role for the yeasts ALA-D of Mucor
rouxii.

Keywords: 5-Aminolevulinic acid dehydratase, metal enzyme, Mucor rouxii, dimorphic
fungus, yeast, mycelium, purification, active site, porphyrin biosynthesis, divalent
cations, regulatory enzyme
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OBJETIVOS

La O-aminolevilico dehidrasa (ALA-D), también llamada Porfobilindgeno
sintetasa (PBG-S), es una metaloenzima que cataliza la condensacién de 2
moléculas de ALA para formar el primer monopirrol natural en el camino biosintético

del hemo, el porfobilinégeno (PBG).

En la mayoria de los organismos estudiados su actividad es muy superior a la
necesaria para la formacién de la cantidad requerida de hemo, con la excepcién de
Neurospora crassa y levadura, organismos en los cuales se le ha asignado un rol
regulatorio. Se ha observado que la actividad de ALA-D aumenta con el aumento de

la formacion de las mitocondrias.

Los hongos dimaérficos son un grupo de organismos capaces de desarrollarse
tanto como levadura o como micelio en respuesta a las condiciones de crecimiento.
Existen evidencias que en el hongo dimérfico Mucor Rouxii (cepa NRRL1894)

el ALA-D también cumpliria un papel regulatorio en la biosintesis del Hemo.

Este organismo, capaz de crecer tanto como levadura o como micelio,
proporciona un sistema muy ventajoso para investigar los mecanismos bioquimicos

y moleculares que operan en la diferenciacién celular.

En este trabajo:
v' Se estudiaran las formas enzimaticas del ALA-D provenientes de micelio y

levadura de Mucor rouxii :

v' Se determinaran las condiciones 6ptimas para la extraccién de la proteina
y medicion de la actividad enzimatica de ambas formas.

v' Empleando las técnicas usuales de purificacién de proteinas y diversas
columnas de geles de afinidad, hidrofébicos, idnicos y sulfosustituidos se
purificara la enzima de ambas formas obteniéndose preparaciones

enriquecidas. Se determinara la naturaleza del sitio activo en cuanto al tipo



y contenido de grupos sulfhidrilos, residuos histidina y metal o metales

divalentes que forman parte del mismo.

Se preparard la apoenzima del ALA-D de ambas formas morficas y
realizaran ensayos de reconstitucion de la holoenzima utilizando cationes

divalentes tales como Zn™*, Mg*™y Co™".

Se establecera si el ALA-D de Mucor rouxii posee diferentes sitios de union
para el metal divalente y cuél o cudles de esos cationes estan involucrados
en el sitio activo efectuando un analisis comparativo con las enzimas
provenientes de otras fuentes, por cuanto hasta el momento no existen

datos sobre la enzima en hongos dimérficos.

Se estudiara la biosintesis del hemo en cultivos de levadura, micelio y
durante la transformacién morfogénica de levadura a micelio,
determinando la variacién del contenido de precursores del metabolismo
del hemo, de porfirinas y la actividad del ALA-D bajo diferentes condiciones
de crecimiento. A partir de los resultados encontrados se analizara el

posible rol regulatorio para la enzima en Mucor rouxii.



INTRODUCCION



Introduccion

CAPITULO I
BIOSINTESIS DEL HEMO

1.1 PORFIRINAS

Las porfirinas, moléculas ampliamente distribuidas en la naturaleza, juegan un rol
central en los sistemas vivientes principalmente en el control de las oxidaciones
bioldgicas y en el transporte de oxigeno.

En la fotosintesis el principal componente, la clorofila, es una magnesio
protoporfirina mientras que en el proceso respiratorio de células eucariotas, lo es el
hemo, una hierro protoporfirina.

Las porfirinas constituyen asi una parte fundamental del metabolismo aerdbico y
anaerobico. La estructura tetrapirrdlica es la base de otro tipo de compuestos tales como
la vitamina B12, que es un quelato con cobalto, las enzimas catalasa y peroxidasa y los
citocromos que son hemoproteinas; también participan de otras reacciones diversas
como las que producen la coloracién en las plumas de ciertos pajaros y céscaras de
huevos (Rimington, 1939; With, 1973)

La estructura basica de las porfirinas es singular y consiste de un macrociclo
constituido por cuatro anillos pirrélicos unidos entre si por cuatro puentes metileno que
dan lugar a una molécula plana debido a la presencia de dobles enlaces conjugados
entre los 16 atomos de carbono internos del anillo tetrapirrélico (Figura 1.1). Esta

estructura de resonancia es quimicamente muy estable.

2 a 3
1/A ~ \\B\4
NH N

8/ \B

— N HN \
D C
BN
7 6

Figura I.1: Estructura de las porfirinas



Introduccion

Los anillos pirrdlicos se denominan A, B, C y D mientras que los puentes metileno
son a, B, y y 0. En las posiciones B de los carbonos que se numeran de 1 a 8, segun la
nomenclatura de Fisher, se encuentran las cadenas laterales, cuyo numero y estructura
quimica determinan las caracteristicas fisicas de las porfirinas resultantes.

El espectro de absorcion caracteristico en la regidn visible y ultravioleta cercano
que exhiben las porfirinas, asi como también su coloracidn y la intensa fluorescencia roja
que emiten al ser irradiadas por luz UV, son consecuencia de su estructura altamente
conjugada de dobles enlaces alternados. Todas las porfirinas poseen una banda con un
maximo de absorcién entre 350-450 nm del espectro electromagnético, conocida como
banda de Soret. Estas propiedades son de suma utilidad para su identificacion y
cuantificacion.

El porfirinbgeno o hexahidroporfirina constituye el metabolito fisiolégico o
biolbgicamente activo. En este compuesto se encuentran reducidos los grupos metileno,
razon por la cual son compuestos no conjugados e incoloros que se oxidan

espontaneamente a porfirinas (Figura 1.2).

00
OQ

Figura 1.2: Estructura de los porfirinégenos

Debido a la estructura de las porfirinas pueden encontrarse diferentes isbmeros
de posicion. Para la Uroporfirina (URO) y la Coproporfirina (COPRO), que poseen sbélo
dos tipos de sustituyentes, hay 4 isbmeros posibles segun las posiciones relativas de los
grupos acetilo y propionilo en los carbonos B del pirrol. En la naturaleza sélo se
encuentran el isomero lll y el I, siendo el tipo Ill el intermediario fisiologico y el tipo | el
patoldgico.



Introduccion

Para la Protoporfirina (PROTO) que posee tres sustituyentes diferentes, son
posibles 15 isdmeros, de los cuales sélo el isomero X, que proviene de URO y COPRO
tipo Ill, es el que se halla en las células.

Las porfirinas reaccionan facilmente con metales formando quelatos, que como ya
hemos mencionado, integran parte de la estructura de moléculas de gran importancia
bioldgica, como por ej:

- Hemoglobina y mioglobina, que poseen hierro en estado ferroso.
- Clorofila y bacterioclorofila, que contienen magnesio

- Cobalaminas o corrinas, que son complejos de porfirinas con cobalto.

En la Figura 1.3 se muestra la estructura del hemo y de la clorofila

HEMO

C20H39

CLOROFILA

Figura 1.3: Estructura del hemo y de la clorofila

1.2 BIOSINTESIS DEL HEMO

La biosintesis de porfirinas es un proceso comun a todas las células aerdbicas de
bacterias, plantas y animales. Unos pocos microorganismos, como las bacterias del
género Hemophilus y un numero de protozoos parasitos de la sangre, no pueden
sintetizar hemo requiriendo su agregado o el de algun derivado, para su crecimiento

(Brock, 1978). Hasta la etapa de sintesis de Protoporfirina, el hemo y la clorofila
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comparten la misma ruta metabodlica, mientras que en la formacion de corrinas se
produce una ramificacion a nivel del Uroporfirinégeno (Urogen) lIl.

Estudios realizados sobre el origen y evolucion de la vida (Brock, 1978) sefialan
como paso clave la aparicion de una primera molécula de estructura tetrapirrolica,
probablemente relacionada con los citocromos, que habria conducido al desarrollo de un
compuesto transportador de electrones que permitiera realizar fosforilacion oxidativa
mediante el uso de fuentes de energia que no podrian ser utilizadas por fosforilacién a
nivel de sustrato.

La biosintesis del anillo porfirinico se lleva a cabo a través de una secuencia de
reacciones catalizadas por 8 enzimas (Batlle, 1997) (Figura 1.4)

La elucidacion de este camino metabdlico fue el resultado de estudios efectuados
con compuestos radioactivos en el afio 1953 en los laboratorios de Shemin, Rimington,
Neuberger y Granick (Cookson & Rimington, 1953; Granick & Bogorad, 1953; Neuberger
& Scott, 1953; Shemin & Russel, 1953).

De las enzimas que intervienen en la biosintesis del hemo la primera y las 3
ultimas estan localizadas en la mitocondria, mientras que las 4 restantes se encuentran
en el citosol.

La sintesis de porfirinas se inicia con la unién de 2 moléculas pequefias como la
glicina y la succinil CoA, derivadas del ciclo de Krebs, que por accion de la o-

aminolevulico sintetasa (ALA-S) forman una molécula de acido 6-aminolevulico (ALA).
Cabe destacar que en mamiferos el ALA se forma principalmente por accion del ALA-S
pero en vegetales se ha demostrado la existencia de una ruta alternativa; se observé que
por accidon de una transaminasa, la enzima acido y-dioxovalérico aminotransferasa
(DOVA-T) se podia producir ALA a partir de éacido y-dioxovalérico (DOVA) y de
precursores de 5 atomos de carbono, como glutamato, glutamina y o-cetoglutarato
(Beale et al., 1975; Lombardo et al., 1988, 2003). En un principio se crey6 que la via de
sintesis de ALA a través del ALA-S existia sblo en tejidos animales y en bacterias
mientras que la ruta de la DOVA-T era exclusiva en plantas y algas. Diferentes
investigaciones dieron por concluida esta teoria ya que demostraron la presencia de
ambas enzimas en una gran diversidad de fuentes: bacterias (Chen et al., 1981; Avissar
et al., 1989), algas (Shioi et al., 1984; Lombardo et al., 1988), levadura (Hoare & Datta,
1990), plantas (Harel et al., 1983; Hayashi & Noguchi, 1983), higado y rifién de rata
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(Morton et al., 1983; Singh y Datta, 1985; Shanker & Datta, 1986), higado de pollo (Ades,
1989) e higado bovino (Varticowsky et al., 1980).

CITOPLASMA MITOCONDRIA
(1)
=~goc A/gﬁ
ALA-D N,
I ALA-S
| Glicing v succinif Co4 |
"
» "
URO-D
L L]
CPGasa
Coprogen fif Protogen IX

Figura 1.4: Camino biosintético del hemo.

ALA-S: 6-Aminolevulico sintetasa; ALA-D: 3-Aminolevulico Dehidrasa;
PBG-D:  Porfobilinbgeno  deaminasa; URO-D:  Uroporfirin6geno
decarboxilasa; CPGasa: Coproporfirinogenasa; PPox: Protoporfirindgeno
oxidasa; FECH: Ferroquelatasa. HMB: hidroximetilbilano. ALA: &cido &-
aminolevulico. PBG: porfobilinégeno. Urogen: Uroporfirinégeno. Coprogen:
coproporfirinégeno. Protogen: Protoporfirindgeno. Proto: Protoporfirina
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La sintesis de ALA ocurre en la mitocondria y luego, por transporte activo
(Bermudez et al., 1995) se traslada al citoplasma donde la unién de dos moléculas de
ALA conduce a la formaciéon del monopirrol no saturado heterociclico porfobilinégeno
(PBG) por medio de la enzima &-aminolevulico dehidrasa (ALA-D).

El primer tetrapirrol de este camino biosintético, el Uropoporfirinégeno (Urogen) es
sintetizado por dos enzimas: la Hidroximetilbilano sintetasa (HMB-S) llamada también
Porfobilinégeno deaminasa (PBG-D) o Uroporfirindgeno | sintetasa (URO I-S) y la
Uroporfirinégeno 1l sintetasa (URO I1I-S) también denominada Cosintetasa o Isomerasa.
La PBG-D cataliza la condensacion de 4 moléculas de PBG que se unen
sencuencialmente "cabeza-cola" dando lugar a la formacién de un intermediario
inestable, el hidroximetilbilano (HMB). La URO III-S cataliza la isomerizacién y ciclacién
del HMB a Urogen Ill que es el intermediario fisiologico en el camino de sintesis del
hemo, clorofilas y corrinas, pero no actua sobre el Urogen |, que es el producto de
ciclacion no enzimatica del HMB.

La siguiente etapa es la decarboxilacién en forma secuencial comenzando por el
anillo D y siguiendo por los anillos A, B y C, de los cuatro grupos carboxilos de los
sustituyentes acetilos del Urogen Ill por accion de la Uroporfirinbgeno decarboxilasa
(URO-D) para obtener el Coproporfirinégeno (Coprogen) lll. La catalisis ocurre en una
primera etapa rapida que involucra la decarboxilacion del anillo D del Urogen mientras
que la pérdida del resto de los residuos carboxilicos se produce en forma mas lenta 'y en
el orden antes mencionado, justificandose asi la presencia de intermediarios
decarboxilados. Esta enzima puede actuar también sobre el Urogen | produciendo
Coprogen |.

El Coprogen lll reingresa a la mitocondria donde es convertido en Protogen IX por
la enzima mitocondrial Coproporfirindgeno oxidasa (CPGasa) o Coproporfirinogenasa. La
reaccion se lleva a cabo por medio de una decarboxilacion oxidativa de dos cadenas
laterales de acido propidnico, ubicados en los anillos A y B, a grupos vinilo. La
decarboxilaciéon oxidativa del grupo propioénico para ser convertido en vinilo se produce
en etapas, comenzando por el anillo Ay prosiguiendo por el B.

En el paso siguiente la Protoporfirinbgeno oxidasa (PPox) cataliza la
dehidrogenacion del Protoporfirindgeno (Protogen) IX a Protoporfirina (PROTO) IX con
pérdida de 6 atomos de hidrégeno.
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El Ultimo paso en la biosintesis del hemo es la insercidn de un atomo de hierro
(Fe'™) en la PROTO IX. Esta reaccion es catalizada por la enzima ferroquelatasa
(FECH), también denominada hemosintetasa.

El hemo generalmente requiere de proteinas extracelulares e intracelulares
especificas como transportadores (Wandersman & Stojiljkovic, 2000; Worthington et
al., 2001; Shayeghi et al., 2005; Taketani, 2005).

El hemo es el grupo prostético de un gran niumero de proteinas que cumplen
diversas funciones biolégicas, por lo que juega un papel vital en el metabolismo celular,
las biotransformaciones quimicas, la detoxificacién de drogas, el transporte de oxigeno,
la respiracién mitocondrial y la transduccién de senales (Ferreira, 1995; Wijayanti et al.,
2004; Tsiftsoglou et al, 2006). Estas hemoproteinas incluyen hemoglobina vy
mioglobina, involucradas en el transporte y almacenamiento del Oj; los citocromos
mitocondriales respiratorios como componentes de la cadena de transporte de
electrones; el citocromo P450, involucrado en el sistema metabolizante de drogas; la
triptofano pirrolasa, que degrada el triptofano; y la catalasa y la peroxidasa
peroxisomales, que degradan el H.O, (Wijayanti et al., 2004; Tsiftsoglou et al., 2006).
El atomo de hierro central de la molécula del grupo prostético es crucial para la

actividad funcional de las hemoproteinas, existiendo en estado ferroso o férrico.

1.3 ENZIMAS DEL CAMINO METABOLICO DEL HEMO

A continuacién se describen brevemente cada una de las enzimas que catalizan

las distintas etapas de la biosintesis del hemo:

[.3.1 3-Aminolevulico sintetasa.

El ALA-S fue identificada originalmente en bacterias fotosintéticas (Kikuchi et al.,
1958) y en eritrocitos de pollo (Gibson et al., 1958). A partir de entonces ha sido
detectada en una gran variedad de fuentes bacterianas (Menon & Shemin, 1967; Tait,
1973; Viale et al., 1980), en levadura (Porra et al., 1972; Volland & Felix, 1984), en algas
(Beale et al., 1981; Lombardo et al., 1988) y en insectos (Brattsten & Wilkinson, 1975).
En tejidos vegetales las evidencias son escasas, Unicamente se la describié en callos de
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soya (Wider de Xifra et al., 1971), en espinaca, (Miller & Teng, 1967) y cascaras de papa
(Ramaswamy & Nair, 1973).

En la mayor parte de los tejidos en que se ha estudiado el ALA-S, la enzima se
encuentra asociada a la fraccion particulada, sin embargo se ha aislado también una
forma soluble (Marver et al., 1966; Hayashi et al., 1969; Whiting & Elliot, 1972; Patton y
Beattie, 1973; Ohaski & Kikuchi, 1979) cuyo origen se asigna a un precursor de la
enzima sintetizado en el citoplasma, que luego se traslada a la mitocondria (Granick &
Sassa, 1971; Hayashi et al., 1980, Srivastava et al., 1988) donde manifiesta su actividad.

Existen dos genes que codifican para el ALA-S: el “housekeeping” y el eritroide,
que estan regulados por mecanismos diferentes. Estos genes se expresan de manera
tejido especifica y se regulan diferencialmente. El gen del ALA-S “housekeeping” (ALA-
S 1) se expresa ubicuamente a nivel bajo y es inducible, principalmente en el higado
(Whiting & Elliot, 1972; Ohashi & Kikuchi, 1979; Bawden et al., 1987; Sassa & Kappas,
1995; Ponka, 1999) y rata (Borthwick et al., 1985; Srivastava et al., 1988). El otro gen
del ALA-S, el gen eritroide especifico (ALA-S 2), se expresa solo en el tejido eritroide y
se induce por eritropoyetina durante la diferenciacion eritroide (Srivastava et al., 1988)
Ambas isoenzimas del ALA-S muestran una homologia del 75% en la region C terminal
(Cox et al., 1991) dominio donde se ubica el sitio activo (Ferreira et al., 1993). El
dominio N-terminal de ALA-S parece no ser necesario para la actividad catalitica de la
enzima, sino que estaria involucrado en el transporte de la enzima a la mitocondria
(Ponka, 1999).

ALA-S es una enzima muy inestable y de vida media corta, entre 20 y 160
minutos dependiendo de la fuente (Marver et al., 1966; Sassa & Granick, 1970; Woods y
Murthy, 1975).

1.3.1 8-Aminolevulico dehidrasa
Las propiedades y caracteristicas de esta enzima se describen en el siguiente
Capitulo Il de esta Introduccion.

|.3.2. Porfobilindgeno deaminasa e Isomerasa
Estas dos enzimas actian en conjunto catalizando la sintesis del primer tetrapirrol,

el UROgen. Ambas enzimas han sido aisladas y purificadas de diversas fuentes.
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La PBG-D es una enzima citoplasmatica en la mayoria de los casos estudiados, sin
embargo se la ha encontrado en cloroplastos de espinaca (Bogorad, 1955) y de Euglena
gracilis (Rossetti et al, 1986; Juknat et al, 1989a), y en membranas externas de
eritrocitos (Falk & Dresel, 1960). Ademas, se la purific6 a homogeneidad de una gran
variedad de fuentes, entre ellas glébulos rojos humanos (Fumagalli et al., 1985); algas
(Juknat et al., 1994), Rp palustris (Juknat et al., 1987b) y Sacharomyces cerevisiae
(Correa Garcia et al., 1990).

La PBG-D es una enzima termoestable, pudiendo calentarse hasta 65 °C durante
tiempos variables, condicién que permite separarla de la Isomerasa. A temperaturas
superiores sufre una inactivacion considerable (Sancovich et al., 1969; Llambias & Batlle,
1970, 1971; Jones & Jordan, 1994). En Chlorella regularis la PBG-D retiene el 87% de su
actividad luego de preincubarla a 75 °C por 1 hora (Shioi et al., 1980). En muchas
fuentes es una enzima alostérica con cooperatividad positiva (Sancovich et al., 1969) o
negativa (Llambias et al, 1971) indicando que la enzima puede ser regulada por su
sustrato.

La Isomerasa es una enzima termosensible; en eritrocitos humanos pierde el 50%
de su actividad cuando se la mantiene a 60 °C durante ma de 10 minutos (Kohashi et al,
1984). Se la ha identificado en varias fuentes, entre ellas en Euglena gracilis, en ratén y
en humanos (Hart & Battersby, 1985; Xu et al., 1995).

1.3.3. Urodecarboxilasa

La URO-D ha sido estudiada en numerosas fuentes tales como eritrocitos de
conejo (Mauzerall & Granick, 1958), eritrocitos e higado humanos (De Verneuil et al.,
1983; Afonso et al., 1985), aves (Kawanishi et al., 1983), Rp. palustris (Koopmann &
Batlle, 1987), Euglena gracilis (Juknat et al., 1989a), adenocarcinoma mamario de ratén
(Navone et al., 1992), higado de rata (Rios de Molina et al, 1999), algas (Juarez et al,
2007).

Es una enzima termolabil, de vida media larga y sulfhidrilica. El oxigeno la inactiva
probablemente por oxidacién del sustrato, aunque no puede descartarse un efecto
directo sobre la enzima (Straka & Kushner, 1983; Koopmann et al., 1986).
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1.3.4 Coproporfirinogenasa

Esta enzima ha sido encontrada en una gran variedad de fuentes como higado de
rata (Batlle et al., 1965), linfocitos humanos (Grandchamp & Nordmann, 1977), higado
bovino (Yoshinaga & Sano, 1980), Sacharomyces cerevisiae (Camadro et al., 1986). La
enzima se encuentra débilmente unida a la membrana interna de la mitocondria en el
espacio intermembrana (Greenawalt, 1974) y no es afectada por la presencia de agentes
quelantes (Yoshinaga & Sano, 1980).

En eucariontes esta enzima requiere la presencia de oxigeno molecular para su
actividad (Batlle et al., 1965) y ningun otro aceptor de electrones puede reemplazarlo. Es
altamente especifica para el Coprogen Il aunque puede utilizar el isémero IV, que no es
natural, produciendo un isémero de Protoporfirina no fisiologico.

Los organismos que crecen en condiciones anaerdbicas también forman
Protoporfirina, debiendo en estos casos funcionar otro aceptor de electrones distinto del
oxigeno. En Rp. spheroides Tait (1972) ha propuesto que el aceptor estaria constituido
por ATP, L-metionina y Mg. Se ha detectado actividad de CPGasa anaerdbica en
Pseudomonas (Etheshamuddin, 1968), Chromatium (Tait, 1972), levadura (Poulson &
Poglase, 1974) y Rp. palustris (Batlle, 1997).

1.3.5 Protoporfirinogenasa

Esta enzima, de localizacion mitocondrial, es especifica para su sustrato y no
actua sobre otros porfirindbgenos. Ha sido detectada en Sacharomyces cerevisiae
(Poulson & Poglase, 1975), Escherichia coli Jacobs & Jacobs, 1975), Rp. spheroides
(Jacobs & Jacobs, 1979; Deybach et al., 1985).

En la mayoria de los casos la actividad de esta enzima es dependiente de
oxigeno, pero en Escherichia coli se demostrd que el fumarato (Jacobs & Jacobs, 1975),
nitrato (Jacobs & Jacobs, 1975) y las quinonas (Jacobs & Jacobs, 1978) actian como
aceptores de electrones en anaerobiosis.

Aunque no se ha encontrado que requiera cofactores, los agentes reductores de
grupos tidlicos estimulan su actividad (Poulson, 1976).
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1.3.6 Ferroquelatasa

La actividad de esta enzima ha sido medida en una gran variedad de fuentes :
Sacharomyces cerevisiae (Porra & Jones, 1963), higado de rata (Porra & Jones, 1963;
Taketani & Tokinaga, 1981; Rios de Molina et al, 1991), de cerdo (Jones & Jones, 1969)
y humanos (Camadro et al., 1984), eritrocitos de ave (Hanson & Dailey, 1984) y Rp.
spheroides (Dailey et al., 1986).

Esta proteina se encuentra fuertemente asociada a la membrana interna de la
mitocondria (Mc Kay et al., 1969). Es altamente especifica para Fe'", aunque puede unir
otros metales divalentes como Co™ y Zn™* (Johnson & Jones, 1964). Puede utilizar como
sustratos a otras porfirinas dicarboxilicas como meso y deuteroporfirina in vitro (Porra &
Jones, 1963; Jones & Jones, 1969).

Esta enzima es de naturaleza sulfhidrilica. Los reactivos de grupos tioles no sélo
protegen los grupos sulfhidrilos de la proteina, sino que ademas contribuyen al
mantenimiento del hierro en estado reducido (Porra & Jones, 1963).

La Ferroquelatasa es fuertemente inhibida por el oxigeno y por algunos metales
divalentes como el Pb™, Mg*™" y Mn™" (Taketani & Tokinaga, 1981; Dailey & Fleming,
1983); el Cu™ en presencia de Fe™ también es un fuerte inhibidor (Dailey & Fleming,
1983; Salzman & Batlle, 1986).

Se ha postulado la existencia de dos sitios activos para esta enzima, uno para el
metal y otro para la porfirina, asignandole a este Ultimo un modelo de bolsillo hidrofobico
dado el gran porcentaje de aminoacidos hidrofébicos en esta regidn (Taketani
&Tokinaga, 1981; Dailey et al., 1989). Ademas se ha propuesto la presencia de grupos
arginina (Dailey et al., 1986) y triptofano (Dailey, 1987) en el sitio activo. Las argininas
estarian involucradas en la uniéon de la porfirina, posiblemente a través de una
interaccién idnica entre el residuo del aminoacido y la cadena sustituyente del acido
propidnico.

La enzima de humanos mostré un 88% de identidad con la de raton y un 46% con

la de levadura, el mayor grado de conservacién se encontr6 en la region carboxiterminal.
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.4 ALTERACIONES DE LA BIOSINTESIS DEL HEMO. PORFIRIAS

Las porfirias son enfermedades metabdlicas producidas por alteraciones en la
biosintesis del hemo. Cada tipo de porfiria es el resultado de una deficiencia
enzimatica parcial primaria de alguna de las enzimas del camino de las porfirinas,
caracterizada por un patrdén especifico de acumulacién y excrecion de intermediarios
del hemo.

Las porfirias se clasifican segun el sitio principal de expresién de la falla
metabdlica, en hepaticas o eritropoyéticas, y segun las principales manifestaciones
clinicas en agudas, cutdneas o mixtas. Entre las porfirias agudas se encuentran la
Porfiria Aguda Intermitente (PAIl), la Coproporfiria Hereditaria (CPH), la Porfiria
Variegata (PV), y la Nueva Porfiria Aguda (NPA) (Batlle, 1997). Entre las porfirias no
agudas se encuentran la Porfiria Cutanea Tardia (PCT), la Protoporfiria Eritropoyética
(PPE) y Porfiria Congénita Eritropoyética (CPE).

El signo caracteristico de la mayoria de las porfirias es la fotosensibilizacion
cutanea resultante de la accion de la luz sobre las porfirinas acumuladas en la piel.
Este sintoma se observa en todas las porfirias con excepcién de la PAl y la NPA.

La PAI, la NPA, la PV y la CPH se caracterizan por ataques agudos con
sindrome neuroabdominal, asociados a una masiva produccién y excrecién urinaria de
los precursores ALA y PBG.

Las porfirias pueden ser genéticas o adquiridas. Las drogas son los
desencadenantes mas comunes, pero entre los otros factores que pueden provocar
una crisis se encuentran el alcohol, el ayuno, la dieta, infecciones e intoxicaciones
diversas.

La prevalencia de las porfirias varia desde 0,5 a 10 por 100.000 habitantes en

diferentes poblaciones.

1.5 REGULACION DE LA SiNTESIS DE HEMO

La regulacién de la biosintesis del hemo ha despertado el interés de muchos
autores durante afnos. El hemo controla la biosintesis de algunas proteinas e incluso,
regula a nivel transcripcional y postraduccional su propia sintesis y degradacion,

12



Introduccion

modulando la produccion de las enzimas involucradas en los pasos limitantes de su
biosintesis.

En general, todos los autores concuerdan en que la primera enzima de la
biosintesis del hemo, el ALA-S determina la velocidad de la biosintesis de este
tetrapirrol, y la regulacion de esta enzima ha sido el foco principal de atencion de la
mayoria de las investigaciones (Granick, 1966; Doss & Dormston, 1971; Miller-
Eberhard & Fraig, 1993; Medenica et al., 1997). Comparada con otras enzimas de la
biosintesis del hemo, el ALA-S exhibe actividad enzimatica baja en células eritroideas y
hepéticas (Bottomley & Miiller-Eberhard, 1988) constituyéndose asi en el punto de
regulacion de dicha biosintesis.

Los dos genes que codifican para el ALA-S: el “housekeeping” y el eritroide,
estan regulados por mecanismos diferentes. Es de destacar que el hemo regula la
expresion del gen del ALA-S 1 pero no reprime la expresion del gen del ALA-S 2
(Furuyama et al., 2007).

La regulacién negativa del ALAS1 ocurre en varios niveles: reduccion de la
transcripcion (Yamamoto et al., 1982) y traduccidén (Sassa & Granick 1970; Yamamoto
et al., 1983), desestabilizacion del ARNm (Hamilton et al., 1991) e inhibicién del
transporte a la mitocondria del precursor de la proteina (Yamauchi et al., 1980,
Munakata et al., 2004; Furuyama et al., 2007). Ademas, los resultados obtenidos por
Yoshino et al. (2007) sugieren la existencia de un sistema de degradacion de ALA-S 1
mitocondrial que estaria regulado por el nivel celular de hemo y representaria un punto
adicional de control del hemo sobre la actividad de esta enzima.

El gen eritroide es regulado a nivel transduccional por los niveles de hierro, a
través de la interaccién del factor hierro regulatorio con un elemento de respuesta al
hierro (IRE) (Bhasker et al., 1993; Taketani, 2005; Piccinelli & Samuelson, 2007)
localizado en la region 5’ no codificante del ARNm del ALA-S .

Todas las células necesitan hemo, algunas en mayor grado que otras,
particularmente en respuesta a factores enddégenos y exdégenos. Ademas,
considerando que el hemo puede ser toxico para las células (Balla et al., 1991; Miller-
Eberhard & Fraig, 1993), la sintesis del hemo estara regulada de acuerdo a los

requerimientos especificos de las mismas.
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El significado fisiologico de esta regulacion tan fina por producto final,
probablemente se deba a que niveles altos de hemo pueden ser téxicos. Cuando el
hemo interactia con el H2O,, la cual se forma durante el metabolismo oxidativo normal
de la célula, se generan especies reactivas de oxigeno (ROS) que danan los lipidos y
proteinas (Balla et al., 1991; Muller-Eberhard & Fraig, 1993). Asimismo, los
intermediarios del camino del hemo acumulados también producen efectos adversos.
Los porfirinbgenos cuando se oxidan a porfirinas, absorben luz y generan radicales
libres que provocan dafo cutaneo (Darr & Fridovich, 1994), y la produccidn excesiva de
los intermediarios ALA y PBG puede contribuir a los disturbios neurol6gicos
observados en las porfirias agudas de manera que, la regulacion de los niveles del
ALA-S a través de la represion por producto final, la cantidad de hemo celular y de los

intermediarios del camino del hemo, se mantienen en valores aceptables.
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CAPITULO II
5- AMINOLEVULICO DEHIDRASA

I.1. INTRODUCCION

La enzima objeto de este estudio, la d-aminolevulico dehidrasa o 5-aminolevulico
dehidrasa (ALA-D), es también conocida como porfobilinégeno sintetasa (PBG-S).
Cataliza la formacién del porfobilinégeno (PBG), primer compuesto ciclico del camino
biosintético de los tetrapirroles y unico monopirrol natural, mediante la condensacion en
forma asimétrica de dos moléculas de ALA; en este proceso se pierden dos moléculas
de agua, y de alli su identificacién con una dehidrasa.

En forma casi simultanea con el hallazgo del ALA como intermediario clave en la
sintesis de porfirinas, del cual provienen todos los atomos de carbono que dan origen a
al anillo tetrapirrélico, varios grupos de investigacion dilucidaron la estructura del PBG
(Cookson & Rimington, 1953; Kennard, 1953; Shemin & Russel, 1953). Este monopirrol
habia sido aislado por Westall (1952) de la orina de pacientes con PAl y su participacién
como intermediario en la sintesis de porfirinas fue confirmada mediante estudios in vitro
(Bogorad & Granick, 1953; Dresel & Falk, 1953, Schmid & Shemin, 1955), y empleando
marcacion isotépica (Shemin, 1989).

La estequiometria de la condensacién asimétrica de las dos moléculas de ALA
segun se muestra en la Figura Il.1, fue establecida por Schmid y Shemin (1955) y
confirmada por Gibson et al. (1955) y Granick & Mauzerall (1958).

La existencia de una enzima que cataliza la conversiébn de ALA en PBG fue
postulada por Dresel & Falk (1953) y Granick (1954). A partir de alli, varios laboratorios
comenzaron a describir esta conversion en preparaciones crudas de higado de buey,
eritrocitos de pollo y de pato (Dresel & Falk, 1953, Granick 1954, Gibson et al., 1955,
Schmid & Shemin, 1955).

La enzima esta ampliamente distribuida en la naturaleza, habiendo sido aislada y
estudiada en diversos organismos, tanto eucariotas como procariotas. En bacterias:
Corynebacterium diphteriae y Bacterium cadaveris (Gibson et al., 1955), bacteria
propidnica (Walerych, 1963), R. spheroides (Gajdos & Gajdos-Torok, 1955, 1956;
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Burnham & Lascelles, 1963); R. capsulata (Nandi & Shemin, 1973), Pseudomonas
aeruginosa (1999); hongos: U. sphaerogena (Komai & Neilands, 1969), N. crassa
(Muthukrishnan et al., 1972, Chandrika & Padmanaban, 1980), levadura (Barreiro, 1967,
1969); algas: Chlorella (Bogorad & Granick, 1953); E. gracilis (Hovenkamp-Obbema et
al., 1974); en plantas: espinaca (Schneider, 1970; Liedgens, 1980), hojas de trigo (Nandi
& Waygood, 1967), hojas de haba (Steer & Gibbs, 1969), hojas de tabaco (Shetty &
Miller, 1969a), callos de soya (Tigier et al., 1968, 1970), cotiledones de rabano (Shibata
& Ochiai, 1977); tejidos animales: higado de vaca (Batlle et al.,, 1967; Wilson et al.,
1972, Jordan & Seehra, 1986), insectos: Pieris brassicae (van Gessel & Kayser, 2007),
higado de ratén (Colemall, 1966; Doyle, 1971), de perro (Zeitler et al., 1982), eritrocitos
de rata y conejo (Fujita et al.,, 1981), eritrocitos humanos (Anderson & Desnick, 1979).

COOH

N H
H,N flf
sitio A sitio P porfobilinégeno

ALA ALA

Figura Il.1: Condensacion de dos moléculas de ALA.

1.2 CARACTERISTICAS Y PROPIEDADES

1.2.1 Localizacion subcelular

Si bien se acepta ampliamente que el ALA-D es una enzima soluble de localizaciéon

citoplasmatica, en plantas superiores se ha demostrado actividad de esta enzima en
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proplastidos y etioplastos (Schneider, 1970; Sluiters-Scholten et al., 1973, Shibata &
Ochiai, 1976). En proplastidos aislados de hojas de tabaco, habas y cebada, Granick
(1961) observé la transformacion de ALA exégeno a compuestos porfirinicos. A su vez,
Rebeiz & Castelfranco (1971) demostraron que a partir de '*C-ALA los etioplastos son
capaces de sintetizar protoclorofilida marcada. Estas evidencias indican que ademas del
citoplasma, la enzima para la sintesis de clorofila se localiza en los proplastidos y
cloroplastos (Shibata & Ochiai, 1976).

I1.2.2 Especificidad de sustrato

ALA-D es una enzima cuyo unico sustrato es el ALA. Gibson y col (1955)
encontraron en la enzima bovina, que no son sustratos la aminocetona, el acido e-amino-
d-cetohexanoico ni el a-6-diamino-y-cetopentanoico. Granick & Mauzerall (1958), no
detectaron productos de condensacion cuando incubaron mezclas de aminocetona vy
ALA-D de conejo, ademas el 4cido levulinico y el succinato semialdehido actuaron como
inhibidores competitivos.

Aminocetoacidos estructuralmente relacionados con el ALA, tales como el acido 6-
amino-6-cetohexanoico, el a-3-diamino-B-metil-levulinico, el §-amino-a-metil-levulinico y
el &-amino-3-metil-levulinico, inhibieron la enzima de Rp. spheroides en forma
competitiva, pero ninguno de ellos pudo actuar como sustrato (Lartillot & Baron, 1967).
Algunos autores reportaron que en la enzima de fuente bacteriana, el acido levulinico y
sus ésteres metilo y etilo, forman una base de Schiff con la enzima, pero solo el &cido
libre actiia como un inhibidor competitivo (Nandi & Shemin, 1968b, Ho & Lascelles, 1971,
Yamasaki & Moriyama, 1971). Cuando se incub6 el preparado enzimatico de Rp.
spheroides con el metil-éster del ALA, no se detecté la formacidn del pirrol hasta que
ocurri6 la hidrélisis del éster, sugiriendo que el grupo carboxilo libre es esencial para el
sustrato (Nandi et al., 1968).

I1.2.3 Propiedades moleculares
La enzima es oligomérica y su peso molecular oscila entre 220 y 320 KDa segun la
fuente. Para la enzima aislada de la bacteria fotosintética Rp. spheroides, se reportd un
peso molecular de 220-250 KDa, determinado por andlisis de sedimentacién en
gradiente de sacarosa, filtracidon por geles y equilibrio de sedimentacion (Nandi et al.,
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1968). Se observé que en presencia de iones potasio, la enzima formaba rapidamente
agregados moleculares, todos ellos con actividad enzimatica. Por dilucion en ausencia
de potasio, o en solucidén de urea 1 M, la enzima se disociaba en una proteina de peso
molecular 120 KDa; en presencia de SDS, se formaban subunidades de 40 KDa, segun
se determind por PAGE. De acuerdo a estos resultados, van Heyningen & Shemin
(1971b) concluyeron que la enzima es un hexamero con las seis subunidades dispuestas
con una simetria dihedral en trimeros, pudiendo disociarse en subunidades monoméricas
0 agregarse en oligbmeros de mayor peso molecular. Esta estructura hexamérica fue
confirmada mas recientemente por Bollivar et al. (2004) en R. capsulatus.

En plantas se han descripto valores entre 280 KDa (callos de soya, Tigier et al.,
1970; hojas de soya, Schneider, 1975; cotiledones de rabano, Shibata & Ochiai, 1977) y
324 KDa (hojas de espinaca, Schneider, 1976). Liedgens et al. (1983) interpretaron que
la enzima de hojas de espinaca estd compuesta por 2 capas de tres subunidades
formando una estructura hexamérica.

En insectos se determin6 que el ALA-D de Pieris brassicae es un octamero de
293,3 kDa (van Gessel & Kayser, 2007)

En higado de raton, el peso molecular obtenido mediante sedimentacién por
difusién, centrifugaciéon en gradiente de sacarosa y filtracion por geles, fue de 200 a 270
KDa. El tratamiento con SDS y B-mercaptoetanol (B-Me) disocié la enzima nativa en
cadenas polipeptidicas de 39,5 KDa, indicando que la enzima estd compuesta por seis
subunidades idénticas (Coleman, 1966, Doyle & Schimke, 1969, Doyle, 1971).

En higado bovino se observaron valores entre 250 y 280 KDa (Gurba et al., 1972,
Wilson et al., 1972, Cheh & Neilands, 1973). En la enzima de esta fuente, el tratamiento
con guanidina 7,3 M y DTT, produjo una disociacién en subunidades de 35,5 kDa.
Mediante microscopia electrénica, Wu et al. (1974) hallaron estos mismos valores, y
ademas visualizaron cuatro l6bulos discretos dispuestos en las cuatro esquinas de un
cuadrado, concluyendo que la enzima es un octamero con las ocho subunidades
dispuestas en los vértices de un cubo, y con una simetria dihedral D4; las subunidades
son indistinguibles segun los ensayos de equilibrio de sedimentacién en guanidina 6 M o
por PAGE en presencia de SDS.

La estructura octamérica fue confirmada por Kreutzer et al. (1977) en higado
bovino, y por Anderson & Desnick (1979) en eritrocitos humanos.
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La discrepancia en los valores de pesos moleculares no se deberian tanto a la
fuente enzimatica, sino mas bien, a las condiciones experimentales bajo las cuales se
realizé la determinacion (Stafforini et al., 1980).

Utilizando la técnica de inmovilizacion de enzimas sobre soportes sdélidos como
Sepharosa, Gurne et al., 1977, reportaron que por tratamiento de la enzima inmovilizada
con urea 4M se removian 4 subunidades por octamero, las cuales podian reasociarse
formando nuevamente un octamero, tanto en solucién como inmovilizada en el soporte,
recuperando la actividad enzimatica inicial. Empleando esa misma técnica experimental
Batlle et al. (1978) propusieron el dimero como minima unidad funcional.

En contraste con la mayoria de las ALA-Ds que son octameéricas, en R. capsulatus

se encontré que es predominantemente hexamérica (Bollivar et al., 2004).

I1.2.4 Grupos sulfhidrilos

Ya desde los primeros trabajos de Gibson y col (1954) y Granick y Mauzerall
(1958), quedd claro que ALA-D requiere reductores de grupos tioles para expresar
actividad in vitro. Esto se ha observado tanto en la enzima de mamiferos, como en
bacterias y plantas. Correspondientemente, reactivos especificos que bloquean la
accién de los grupos tioles como iodoacetamida, NEMI, PCMB, DTNB, o metales
pesados como plomo, mercurio, cadmio, inhiben la enzima, reafirmando la importancia
de los grupos sulfhidrilos en la catalisis del ALA-D.

En higado bovino, Batlle et al. (1967) determinaron un total de 11 grupos tioles por
mol de enzima. Unos afos después, Wilson et al. (1972) detectaron 20 a 26 grupos SH
libres, y 56 residuos cisteina; resultados similares fueron informados por Kreutzer y col
(1977). Gore & col (1976) mediante un analisis cinético, encontraron 16 grupos tioles por
mol de enzima altamente reactivos, y 8 adicionales de menor reactividad. De manera
similar, Barnard et al. (1977) observaron que la inactivaciébn por agentes como
iodoacetato y iodoacetamida ocurria solo si la enzima se trataba previamente con
reductores tidlicos.

Seehra & Jordan (1981) utilizando agentes alquilantes estructuralmente
relacionados con el sustrato: los &cidos 5-halolevulinico y 3-halolevulinico, concluyeron

que la oxidacion de la enzima no impedia la reaccion con estos reactivos.
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Realizando un analisis detallado con la enzima bovina conteniendo ocho atomos de
Zn por mol, Tsukamoto et al. (1979), establecieron, sobre la base de la reactividad hacia
el DTNB, una clasificacion de los grupos tioles en tres tipos: dos altamente reactivos que
se modificaban en el término de un minuto (grupos -SH tipo 1), tres cuya modificacion se
completaba en una hora (tipo 1) y finalmente tres grupos que se detectaban sélo si se
realizaba previamente un tratamiento con SDS (tipo lll), es decir, un total de ocho grupos
tioles por mol de enzima. Hallaron que la enzima conservaba su actividad en tanto los
dos grupos -SH tipo | permanecian reducidos, aln en ausencia de zinc. La oxidacion de
estos grupos llevaba a la pérdida del zinc y de la actividad catalitica. Seehra et al. (1981)
detectaron la presencia de cuatro grupos SH: dos altamente reactivos, uno de mediana
reactividad y un cuarto de baja reactividad.

Posteriormente, Jaffe et al. (1984) obtuvieron una enzima modificada en sus
grupos tioles con el reactivo metil-metano-tiosulfonato (MMTS), que, al ser una molécula
pequefa, lograba modificar la enzima sin interferir con la estructura secundaria o
terciaria. Encontraron que en la holoenzima se incorporaban tres grupos tiometilo por
subunidad, y en la apoenzima libre de zinc se revelaron dos grupos -SH por subunidad.
Por lo tanto, la enzima contiene dos grupos -SH estrechamente relacionados con la
actividad catalitica de la enzima, ubicados en o muy cercanamente al sitio activo.
Ademas la modificacion de la enzima con MMTS era reversible, y dos de los grupos SH
gue reaccionaban con el reactivo se identificaron como Cys119 y Cys223 (Markham et
al., 1993).

I1.2.5 lones metalicos

Gibson y col (1955), habian encontrado que la enzima se inhibia por el quelante
EDTA. Esta inhibicion se observd en la enzima de diversas fuentes: reticulocitos de
conejo y de pollo (Granick & Mauzerall, 1958), levadura (Barreiro, 1967), plantas (Nandi
& Waygood, 1967; Shetty & Miller, 1969; Schneider, 1970; Shibata & Ochiai, 1977),
hongos (Komai y Neilands, 1969; Muthukrishnan et al., 1969), bacterias (Yamasaki &
Moriyama, 1971), a excepcidén de Rp. spheroides y R. capsulatus (Burnham & Lascelles,
1963; Nandi & Shemin, 1973).

En Rp. spheroides, se observd que cationes bivalentes como Mg™ y Mn™

restauraban la actividad perdida por didlisis (Nandi & Shemin, 1968), si bien mas
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recientemente, Bollivar et al (2004) reportaron que la enzima de R. capsulatus no
requiere iones metalicos.

En hojas de trigo se encontré que Ca™, Mg™ y Mn™" activaban la enzima, Pb*",
Ni**, Co™ y Fe™ no tenian efecto, en cambio Cu™ y Hg™* eran inhibitorios; el Zn*" a una
concentracion 102 M inhibié un 60% (Nandi & Waygood, 1967).

En otros sistemas como M. phley (Yamasaki & Moriyama, 1971) y hojas de tabaco
(Shetty & Miller, 1969), el Mg™ parece ser un requerimiento absoluto. En este Ultimo
tejido, la actividad enzimatica perdida por dialisis contra EDTA, se recupera por adicion
de Mg™ o Mn™ en cambio Fe™, Cu™y Hg™" resultaron inhibitorios.

En callos de soya Tigier et al. (1970) hallaron que el Fe tanto di como trivalente no
modificaban significativamente la actividad de la enzima; el Zn™ a una concentracion
10° M en el medio de crecimiento estimulé su actividad, concentraciones mayores o la
ausencia de este catién en el medio de cultivo, produjeron una actividad menor.

En U. sphaerogena, Komai & Neilands, (1969) reportaron que ademas del EDTA,
o-fenantrolina, 2-2’-bipiridina y 8-hidroxiquinolina producian una inhibicién de la enzima,
que pudo revertirse parcialmente con iones Zn**. Sin embargo, investigando la accién de
agentes quelantes de Cu™, como el disulfonato sédico de baticuproina junto con un
andlisis de absorcion atémica, llevaron a estos autores a proponer al Cu™ como metal
involucrado en la actividad del ALA-D de esa fuente. Sin embargo, la pérdida de
actividad no se restauraba por la adicién de iones Cu™, sino con iones Zn*".

La enzima purificada mas de 700 veces del alga verde Chlorella regularis presentd
una muy baja actividad luego de una dialisis contra buffer Tris-HCI conteniendo
betamercaptoetanol (B-Me), la que se recuperd por el agregado de Mg*™ o Mn*"; Fe™ y
Ni** fueron menos efectivos, en tanto que Co™, Zn**, Cu™ y K* no tuvieron efecto (Tamai
etal., 1979).

En la enzima aislada de higado bovino y de rata, se encontré inhibicion por EDTA y
otros agentes quelantes como 8-hidroxiquinolina, o-fenantrolina y 2-2’-bipiridina (Gurba et
al., 1972; Wilson et al., 1972), y reversion de la misma por accién del Zn, sugiriendo que
iones metalicos bivalentes estan involucrados en el sitio activo de la enzima. Resultados
similares encontraron Anderson & Desnick (1979) y Gibbs et al. (1985) en eritrocitos
humanos. Anderson & Desnick (1979) purificaron la enzima eritrocitaria 38 mil veces, y
encontraron que el Zn*" activaba a concentraciones entre 20 y 100 pM, pero
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concentraciones del orden milimolar eran inhibitorias; el Pb™ actuaba como un potente
inhibidor que afecta el Km y la Vi, €n tanto que el Fe*" inhibié disminuyendo sélo la
velocidad.

Finelli et al. (1974, 1975) informaron que la actividad de ALA-D de eritrocitos e
higado de rata, dependia de los niveles dietarios de Zn*" y que tanto el ALA-D de
eritrocitos de ratones controles como intoxicados por Pb*™, es activada tanto in vitro como
in vivo por el Zn, con una maxima reactivacion a una concentracién 10* M. También
Haeger-Aronsen & Schiitz (1976) encontraron una fuerte activacion de la enzima por el
Zn"" in vivo, en conejos, capaz de revertir la inhibicién por el Pb.

En eritrocitos de rata ALA-D se activd en forma aditiva por Zn™ y Al y este ultimo
metal logré revertir la inhibicion por Pb™ (Meredith y col., 1977). Calissano y col. (1966)
observaron que la enzima de glébulos rojos humanos se activaba tanto con Fe** como
con Zn**, en cambio Collier (1971) encontré activacion por Mn™" y Mitchell et al. (1977)
hallaron que el efecto estimulante podia ser producido por el Hg**, el Cd*™" y el Zn ™.

En hemolizados de sangre entera de adultos normales, Davis & Avram (1978)
encontraron que el Cd™ activa a una concentracién 100 veces menor que el zinc,
revirtiendo-in vitro la inhibicion por Pb™, también a concentraciones 100 veces menores
que las del Zn™, por lo que, resulté ser un activador mas potente que el Zn**. En cambio,
a altas concentraciones, el Cd™* acta inhibiendo un 50% la actividad de la enzima a una
concentracion aproximadamente 20 veces mayor que la del Pb™, y esa inhibicidén no es
revertida por la adicién in vitro de Zn**. Los autores sugirieron que ambos metales tienen
un rol estructural relacionado con su unién a grupos sulfhidrilos periféricos. Estos mismos
autores investigaron 14 iones metalicos y examinaron su efecto sobre la enzima normal e
inhibida en un 50% por Pb*™. Clasificaron los iones segun sus estados de oxidacion,
nuamero y geometria de coordinacion, y sus caracteristicas de acidos de Lewis duros y
blandos, de manera tal de determinar sus propiedades fisicas y quimicas asociadas con
la capacidad de un ion metalico para activar o inhibir la enzima (Davis & Avram 1980).
Encontraron que, de todos los iones metdlicos estudiados, sélo Zn™ y Cd™ (que es
isoeléctrico con el zinc) fueron capaces de activar la enzima y prevenir la inhibicion in
vitro producida por el Pb*™". De acuerdo a estos resultados, los autores propusieron que
la activacion o inhibicién del ALA-D por iones metalicos, se debe a una interaccién del

29


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haeger-Aronsen%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=942264
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sch%C3%BCtz%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=942264

Introduccion

cation con una base de Lewis blanda de la enzima, como lo seria por ejemplo un grupo
sulfhidrilo.

En médula ésea de ratas, Dresner et al, (1982) hallaron que el Cd™*, a una
concentracion 5 x 10® M producia una inhibicién del 47% y no revertia la inhibicién por
Pb, sino que por el contrario, tenia una accion sinérgica. Cu™, Mn**, Fe*" y Au™ también
fueron inhibitorios, el Zn™ logré revertir la inhibicion por Cd™ y Pb*™". Dado que el
ditiotreitol (DTT) lograba reactivar la inhibicién producida por el Cd y el Cu pero no la de
Au™ y Mn™*, postularon que la reactividad de los mismos ocurre en sitios diferentes,
siendo la de Cd™ y Cu™ a nivel de los grupos -SH.

En la enzima de higado bovino, se habia reportado inicialmente un contenido
significativo de Cu™™ (lodice et al., 1958), pero afios mas tarde, Gurba et al. (1972)
hallaron que la enzima purificada contenia cantidades estequiométricas de zinc en una
relaciébn de un zinc por mol de enzima, y pequefas cantidades no estequiométricas de
Fe™ y Co™. Dado que encontraron entre 6 y 7 sitios de bases de Schiff para el sustrato
por mol de enzima, pero un solo Zn*", los autores sugirieron la posibilidad de reacciones
parciales catalizadas por el ALA-D, una de las cuales requiere los 6-7 sitios de unién de
bases de Schiff, y otras, como podria ser la eliminacién de agua, que requiere un Zn**
por mol de enzima; o que alternativamente, el Zn™ podria tener un rol estructural lejos
del sitio activo.

Para Cheh & Neilands (1973) en cambio, el contenido de Zn*" era de 0,5 a 2,0
atomo-gramos de Zn™* por mol de enzima, y prepararon una apoenzima que contenia
menos del 10% del Zn*" inicialmente presente y con una actividad casi nula. La enzima
nativa con 1,2 Zn** por mol, tenia un 85% de la maxima actividad observada, luego de la
saturacion por Zn**, que se lograba con 5 a 6 atomo-gramos de Zn** por mol. La
actividad también se recuperd con Cd, en cambio Co y Mn restauraron menos del 20%
mientras que Ni**, Fe™ y Fe™ , Cu® y Cu™, Mn**, Ca™ y Cr™* no fueron efectivos. Los
autores consideraron que la enzima tiene un requerimiento absoluto por el Zn™,
describiéndola como una metaloenzima atipica que pierde Zn™ durante el curso de la
purificacion.

Wilson et al. (1972) hallaron que el Pb™ es un inhibidor no competitivo y que el Zn**
es el unico metal capaz de revertir la inhibicién por EDTA, pero que a concentraciones

superiores a 1 mM actia como un inhibidor competitivo, ademéas del Zn™* ensayaron
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Fe™, Cu™, Mg™ y Ca'™, que no fueron efectivos. EI Cd™* presenté un comportamiento
particular ya que a concentraciones de sustrato por debajo de la saturacién era
inhibitorio, en cambio a concentraciones de sustrato saturantes, era activante.

Tsukamoto et al. (1979, 1980) purificaron ALA-D de higado bovino en presencia de
Zn™" y DTT y hallaron que contenia un atomo de Zn** por subunidad de 33 kDa, teniendo
en ese caso un maximo de actividad. Sugirieron que el Zn™ no es absolutamente
esencial para la catalisis, pero este metal seria necesario para prevenir la autooxidacién
de los sulfhidrilos. La modificacion de los grupos sulfhidrilos por oxidacién con aire,
reaccidon con DTNB o 1,3-dibromoacetona, o formacion de mercapturos con metales
pesados como el plomo, producia una disminucién de la actividad enzimatica con la
liberacion simultanea de Zn*™. A su vez, por fotooxidacion, se destruyeron residuos
histidina esenciales para la actividad (Tsukamoto et al. 1975), lo que produjo una pérdida
concomitante de Zn** (Tsukamoto et al., 1979), necesitando la apoenzima oxidada de un
activador tidlico para incorporar el zinc. Estos resultados sugieren que el zinc
interacciona con los grupos SH esenciales de mayor reactividad frente al oxigeno o al
DTNB, coordindndose también con los residuos histidina.

Bevan et al. (1980) a su vez, hallaron que con 4 dtomos de Zn** por octamero, la
enzima era completamente activa, y para estos autores, a diferencia de lo propuesto por
los autores antes mencionados, el Zn™" es absolutamente necesario, sugiriendo que la
actividad presente en la apoenzima reducida se debia a una contaminaciéon de Zn** en
los reactivos. Sin-embargo, si estaban de acuerdo con los resultados de Tsukamoto et al.
(1979) en que los grupos -SH de la enzima debian estar reducidos, para que el Zn™"
interaccione. Analizando el contenido de Zn"™ de varias preparaciones enzimaticas,
encontraron en promedio 2 atomo-gramos de Zn™" por octamero. Los intentos por
reactivar la apo-ALA-D con otros iones metalicos tales como Ag*, Ca™, Co*™", Cu*, Mg **
Mn*™*, Pb™, AI"™™ fueron infructuosos; sélo el Cd™* logré una maxima estimulaciéon de la
actividad enzimatica con 4 &atomo-gramos de Cd™" por mol. Los estudios de unién
indicaron que el Zn™ no se requiere para la unién del sustrato a la enzima, aunque es
probable que esté localizado en el sitio activo y cumpla un rol en la catalisis.

Por su parte, Gibbs & Jordan (1981) investigaron la unién ®Zn-apoenzima,
encontrando una incorporacién de 8 atomos de Zn*" por octamero. La incubacion de la

®Zn-holoenzima a temperatura ambiente en anaerobiosis no liberaba la marca, pero
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habia un intercambio si se agregaba Zn™" frio. EI Cd™ (que se habia reportado como un
metal alternativo del Zn™") y el Pb desplazaban la marcaciéon pero metales como el Mg**
gue no activan ni inhiben a la enzima, no tenian ese efecto. Al tratar la enzima con DTNB
0 exponerla al oxigeno, se observaba una liberacion de ®Zn.

A diferencia de lo expuesto anteriormente, Sommer y Beyersman (1984) aislaron la
enzima de higado bovino sin el agregado de metales, y observaron que el contenido de
Zn™" por masa proteica aumentaba durante el curso de la purificacion, sin llegar a tener
una relacion estequiométrica. Una concentracién de Zn 10° M produjo activacion,
concentraciones mayores fueron inhibitorias. Utilizando la técnica de equilibrio de didlisis,
hallaron una relacion de 7,4 atomos de Zn™" por octamero, y 17 sitios adicionales de
union inespecifica, que estarian relacionados con la inhibicion observada a altas
concentraciones de Zn**. La enzima sin Zn™", lograba reactivarse con Cd*", y el sitio del
sustrato, del Zn"™™ y de los grupos -SH esenciales se encontrarian en estrecha
proximidad en el sitio activo de la enzima (Beyersmann y Cox, 1984)

Jaffe et al. (1984) modificaron la enzima en sus grupos tioles por tratamiento con el
reactivo MMTS, observando que se liberaba el Zn™ unido, dando lugar a una apoenzima
cataliticamente inactiva, conteniendo menos de 0,1 atomo-gramos de Zn™ por mol de
octamero; pudieron reconstituir completamente su actividad con B-Me y Zn** . También
ensayaron reconstituir y/o reactivar la apoenzima modificada con MMTS, con Cd™, Va'™,
Ni**, Co™, Pb™ y Mn™, pero sélo lo lograron con el Cd™*. Estabilizaron la base de Schiff
formada entre la enzima y una de las moléculas del sustrato ([4—14C] ALA) con NaBHy, en
la holoenzima activa, la apoenzima inactiva y la apoenzima modificada con MMTS,
también inactiva, y encontraron una marcacién correspondiente a 2,3; 3,5-4,0, y 3,4
bases de Schiff por octdmero de holoenzima, apoenzima, y apoenzima modificada con
MMTS, respectivamente. Los resultados son consistentes con cuatro sitios activos por
octamero, o reactividad de mitad de sitios y sugieren ademas que la formacién de la
base de Schiff entre el sustrato y la enzima no requiere Zn™" ni grupos -SH reducidos
(Jaffe & Hanes, 1986). Por un lado coincidieron con Bevan et al. (1980) en que 4 Zn™*
por octdmero son necesarios para una actividad catalitica completa, siendo el Zn™
absolutamente esencial, y por otro, con Tsukamoto et al. (1979, 1980) en que la
holoenzima aislada en presencia de Zn*" contiene 8 atomos por octamero, por lo que

sugirieron que los cuatro sitios de union adicionales no serian importantes en la catalisis.
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Un estudio del efecto de los iones metalicos sobre la reactividad de los grupos
sulfhidrilos del ALA-D de eritrocitos humanos, empleando la técnica de medicién de
cinética rapida por detencion de flujo, reveld que la remocidén del zinc aumentaba la
reactividad de los grupos sulfhidrilos altamente reactivos, los que en cambio no son
afectados por la presencia de Pb™, por lo que ambos metales interactuarian en sitios
diferentes (Gibbs et al., 1985b). Esto estaria apoyado ademas por el hecho de que a
altas concentraciones, el Zn*" inhibe, sugiriendo entonces que primero ocuparia su
propio sitio y luego al aumentar la concentracion, un segundo sitio que probablemente es
el mismo al que se une el plomo. El sustrato o su analogo, el &cido levulinico, o el
producto PBG, no afectan la reactividad de la enzima frente al 5-57ditiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB), por lo que consideraron que el Zn*" participa en forma estructural
y no catalitica. También observaron que la protecciéon del Zn™ frente al DTNB es
instantanea, lo que sugiere una interaccion directa del metal con los grupos sulfhidrilos
de tipo I. Como el Zn™ también protege de la inactivacién por oxigeno, en ausencia de
tioles exdgenos, debe tener un rol critico en mantener el residuo sulfhidrilo esencial
reducido. Estos resultados confirman lo hallado por Tsukamoto et al. (1979) y Bevan et
al. (1980).

Hasnain et al. (1985) investigaron la coordinacién del Zn™ en el ALA-D mediante el
estudio de la estructura fina por Rayos X (exafs), en una muestra que contenia un atomo
de Zn*" por subunidad de 35 kDa. Hallaron que en la enzima nativa, el Zn"™ se coordina
con cuatro ligandos: tres azufres y un atomo de bajo Z, que podria ser oxigeno o
nitrégeno. Al oxidarse, la enzima sigue coordinada a tres azufres y a un nitrégeno,
ademas de un atomo de bajo Z, probablemente un nitrégeno.

El &acido 2,bromo-3-(5-imidazoil)propiénico produjo cambios significativos en el
exafs, consistentes con una coordinacién con tres atomos de azufre, un nitrégeno y otro
nitrdgeno que seria del inhibidor. La unién del sustrato a la enzima oxidada inactiva,
induce un ligero cambio en el entorno del Zn™*, donde ademas de los cinco ligandos.
coordinados en la enzima oxidada, estaria presente un sexto atomo de bajo Z. Si bien el
método no pudo detectar si el Zn™ esta en contacto directo con un oxigeno del ALA, los
autores se inclinan por considerar que no hay una unién directa del metal al sustrato en
acuerdo con los hallazgos de Bevan et al. (1980), de que el analogo del sustrato, el &cido

levulinico, puede unirse a la apoenzima libre de Zn**, y a los de Sommer & Beyersmann
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(1984) de que los iones Zn™" tienen una influencia limitada sobre la saturacién de la
enzima (la diferencia de Km entre la apo y la holoenzima es de 60 veces a favor de esta
ultima, en tanto que la Vmax S6lo se duplica) y de que aniones tales como el cianuro no la
inhiben. Los resultados son compatibles con la idea de que el sitio del Zn™ y el del
azufre estan en el mismo dominio, y en apoyo a ello, la inhibicion por el acido 2-bromo-3-
(5-imidazoil)propidnico es funcién del contenido de Zn** de la enzima, y esa inhibicion es
prevenida por la unién del ALA (Beyersmann & Cox, 1984). Para Hasnain et al. (1985)
entonces el Zn*" tiene un rol estructural, permitiendo a la enzima adoptar la conformacion
requerida para la actividad, sin unirse o activar al sustrato directamente.

Analizando el rol del Zn™ en la catélisis de la enzima bovina, Dent et al. (1990)
sugirieron la existencia de dos posibles sitios para la union del zinc: uno importante para
la actividad catalitica, y otro que estabiliza la proteina y la protege de la
desnaturalizacion. El sitio catalitico involucraria 2-3 residuos histidina, 1-2 aspartatos y/o
tirosina o agua, y una cisteina coordinada al Zn**. Para el segundo sitio, 4 cisteinas
proveen los puntos de coordinacion.

Se encontrd una gran similitud entre la enzima de E. coliy la de higado bovino, en
lo que se refiere a requerimientos de zinc y de grupos SH libres, inhibicion por o-
fenantrolina, estabilidad térmica, asi como en los espectros '>*C-RMN de las enzimas
unidas a [3,5-"°C]PBG, de donde se deduce que la enzima de bacterias y mamiferos
funcionan mediante un mecanismo similar. A pesar de que ALA-D de Escherichia coli no

+

contiene sitios de unién para Mg ** como ocurre en guisantes (Boese et al., 1991) este
ion produce una estimulacion de la Zn-enzima de E. coli, lo que no ocurre con la enzima
de origen bovino.

Basados en estudios realizados sobre el ALA-D de distintas fuentes se ha asignado
al cation metalico divalente una variedad de diferentes roles que afectan tanto la
estructura como la actividad de la proteina. Estas enzimas se han clasificado en cuatro
tipos (I-IV) segln el nimero de Zn™" y/o Mg*™ que se unen en tres sitios de unién de
metal diferentes A, B, y C (Jaffe, 2000). En Bradyrhizobium japonicum se purificé y se
caracterizd la enzima en un sistema de sobreexpresion en Escherichia coli (Chauhan &
O'Brian, 1995). En este organismo, la enzima representa una nueva clase de proteina
ALA-D tipo IV, que utiliza un Mg"™ catalitico presente en una estequiometria de

4/octamero (MgA), un Mg™" alostérico presente en una estequiometria de 8/octamero
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(MgC), y un ién metéalico monovalente, que seria el K*, pero no estaria presente el MgB,
que si se encontré en otras ALA-Ds, ademas de haber perdido un ZnA catalitico. Sin
embargo, puede unir Zn™ presumiblemente como ZnA, con una estequiometria de
4/octamero con un Kd de 200 puM; concentracion muy elevada que carece de sentido
fisiologico (Petrovich et al., 1996).

Por espectroscopia de absorcion atomica, se encontr6 que la enzima de
Pseudomonas aeruginosa une solo cuatro iones Mg*™ por octamero, los que estimulan
alostéricamente una actividad catalitica independiente de ién metalico. De acuerdo a ello,
ALA-D de Ps. aeruginosa representaria un nuevo tipo V de enzima que tiene la
capacidad de sintetizar PBG de manera independiente del ion metdlico (Frankenberg et
al., 1999).

La secuencia proteica de ALA-D contiene una regiéon de union a metal que se ha
postulado determina un uso catalitico exclusivo ya sea de Zn*" o de Mg, y también
posiblemente K*. Esa secuencia es DXCXCX(Y/F)X(3)G(H/Q)CG ; en algunas ALA-Ds
las cisteinas de dicha secuencia unen un zinc catalitico, en otras, la secuencia es
DXALDX(Y/F)X(3)G(H/Q)DG 'y se ha postulado que los residuos asparticos unen Mg**
y/o K" esencial para la catalisis.

Se prepararon proteinas quiméricas en las que se incorporaron secuencias de ALA-
D de guisante y de Ps. aeruginosa ricas en aspartato, en el sitio en que ocurre
naturalmente la secuencia rica en cisteina en la enzima humana. Se encontr6 que esas
proteinas quiméricas presentan actividades especificas significativamente menores que
la enzima humana, y son activadas sustancialmente por Mg™ y K*, pero no por Zn*".
Una mutacion de la Arg 221 por lisina redujo la actividad de ambas enzimas (Jaffe,
2003).

Jaffe (2003) analizé la utilizacion de metales en esta enzima, desde archaea a
eucarya, encontrando que todas las ALA-Ds contienen una secuencia de unién a metal
en el sitio activo; .aquellas ALA-Ds que no requieren Zn*", utilizan Mg** y/o K*. Mediante
mutagénesis sitio-dirigida, se transformé la enzima Zn™*-independiente de Ps.
aeruginosa, en una enzima Zn**-dependiente, y se la compar6 con la enzima Zn*" de E.
coli. Los resultados permitieron a los autores sugerir una potencial transformacién

evolutiva desde una enzima no dependiente a una enzima dependiente de Zn*" (Frere et
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al. 2005), relacionada con el pasaje de una atmoésfera anaerobia a una aerdbica y la
aparicion de la fotosintesis.

En las enzimas provenientes de animales, hongos, archae y algunas bacterias,
que representan cerca de la mitad de las ALA-D que conformaban las bases de datos,
se encuentra un Zn*" esencial en el sitio catalitico, que seria crucial en la unién y
reactividad de la molécula de ALA que da origen en el PBG al residuo acetilo (sitio A) y
determina el valor de Km. Respecto de las que no utilizan Zn**, algunas usarian un
cation monovalente en el sitio activo, otras podrian usar Mg™ y otras ningln catién.
Por otro lado existe un sitio de union alostérico para Mg*™ que no intervendria
directamente en la catdlisis sino que modularia la actividad afectando la movilidad de
la “tapa” del sitio activo (Jaffe, 2004).

I1.2.6. Mecanismo

La formacion de PBG a partir de dos moléculas de ALA es esencialmente una
sintesis de Knorr, en la que estan involucradas tres reacciones diferentes: a) una
condensacién alddlica, b) la eliminacién de una molécula de agua entre el atomo de
carbono que lleva el nuevo grupo hidroxilo formado y un d&tomo de carbono adyacente y
c) la formacién de una base de Schiff por eliminacién de otra molécula de agua entre el
carbonilo de una molécula de ALA y el amino de la otra.

La reaccion total requiere la ruptura y formacion de por lo menos ocho uniones, y
como se ve en la Figura Il.1 una molécula de ALA aporta la cadena propionica de PBG
(sitio P) con su nitrdgeno amino incorporado en el anillo pirrélico, y la otra molécula de
sustrato aporta la cadena acetilo (sitio A) reteniendo el grupo amino libre.

Nandi & Shemin (1968) demostraron la formacion de pirroles heter6logos entre el
levulinico y su éster, y el ALA. Estos autores propusieron que la molécula de ALA que va
a dar lugar a la cadena acética del PBG es la que se une en primer lugar a la proteina a
través de una union base de Schiff (sitio A) con el grupo €-amino de un residuo lisina, en
tanto que la segunda molécula de sustrato, que va a formar la cadena propibnica, se
ubica en el sitio P.

Jordan & Seehra (1980), empleando espectroscopia RMN con '°C y medicién de
cinética rapida por el método de detencion de flujo, consideraron que el orden de adicidén

de las moléculas de ALA en la enzima era inverso.
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Tsukamoto et al. (1975) establecieron que dos residuos histidina y dos residuos
cisteina (Gore et al., 1976; Shemin, 1976; Barnard et al., 1977) son esenciales para la
actividad.

Barnard et al. (1977) propusieron que esos grupos podian participar en una catalisis
acido/base, proponiendo entonces un mecanismo que tuvo en cuenta esos hechos, en el
cual ocurren una serie de protonaciones-desprotonaciones a través de grupos tioles y
regeneracion del estado inicial mediado por el sistema imidazélico del residuo histidina.

Experiencias realizadas en los laboratorios de Shemin, mostraron que solo 4 de las
8 subunidades octaméricas unen las moléculas de sustrato, sugiriendo que la enzima
exhibe una reactividad de mitad de sitios.

Estudios de disociacién y reasociacién de ALA-D de higado bovino inmovilizada
sobre Sepharosa (Batlle et al.,, 1978), parecieron indicar que si bien cada subunidad
octamérica contiene un sitio catalitico, la minima unidad funcional seria la conformacion
dimérica, en la cual, ambas subunidades si bien de idéntica composicién, tendrian sin
embargo un rol diferente en la sintesis de PBG. Teniendo en cuenta ésto, Batlle & Stella
(1978), en un esquema que respeta los lineamientos basicos propuestos por Shemin
(1968), pero que introduce las caracteristicas mencionadas, propusieron un mecanismo
en el cual una subunidad forma una base de Schiff con una molécula de ALA, mientras
una segunda subunidad esta involucrada en una unién no covalente con la otra molécula
de sustrato. Las autoras sugirieron que entre ambas subunidades podrian existir sitios de
contacto en los que estan involucrados distintos tipos de interacciones, entre los que se
incluyen la posibilidad de grupos tioles y no descartan la accion de iones metalicos tales
como el Zn™. En este esquema también se tuvo muy en cuenta la participacion de un
residuo histidina en lugar de los grupos tioles en cada subunidad, que jugaria un rol
importante en el proceso de transporte de protones desde y hacia una regidén hidrofobica
a una hidrofilica, durante la secuencia de reacciones que llevan a la formacion del PBG,
y que implican una serie de protonaciones y desprotonaciones.

A su vez, Tsukamoto et al. (1979) obtuvieron una apoenzima libre de Zn™ que
presentaba la misma actividad que la holoenzima mientras tuviera dos grupos tioles
esenciales reducidos; la apoenzima oxidada y la holoenzima con el Zn™" sustituido por
Pb*", eran inactivas. Sugirieron entonces, una estrecha correlacion entre un atomo de

Zn*", dos residuos cisteina adyacentes y dos residuos histidina, asignando al Zn** un rol
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protector de los grupos tioles esenciales de la autooxidacidon, presumiblemente
coordindndose a uno de los grupos sulfhidrilos vecinales, evitando asi la formacion de
una unién disulfuro. Esta hipétesis esta apoyada por la observacion de que cuando se
elimina el Zn™ tiene lugar una rapida formacién de una unién disulfuro. En el
mecanismo de accién propuesto por Tsukamoto et al. (1980), un grupo imidazol de un
residuo histidina en el sitio activo participa en la catélisis acido-base favoreciendo la
formacion de un carbanién sobre una primera molécula de ALA. En un segundo paso, el
grupo sulfhidrilo esencial que se encuentra protonado a pH neutro, forma una unién
puente de hidrégeno con el carboxilo de una segunda molécula de ALA facilitando su
polarizacion; teniendo lugar luego el ataque nucleofilico del carbanidn sobre el carbonilo.

Si bien para Bevan et al. (1980) el Zn™ no participa en la unién del sustrato ni
tampoco en el mantenimiento de la estructura cuaternaria de la enzima, estudios de
marcacién por afinidad con acido 2-bromo,3-(5-imidazoil) propioénico, que es un reactivo
tidlico y de Zn™, indicaron que el sitio del Zn**, del sustrato y los grupos sulffhidrilos
esenciales se encuentran en estrecha proximidad en el sitio activo (Beyersmann y Cox.,
1984; Gibbs et al. 1985a).

Jaffe & Hanes (1986) emplearon una enzima modificada en sus grupos sulfhidrilos
con MMTS, para estudiar las primeras etapas de la sintesis del PBG. Observaron que el
borohidruro de sodio llevaba a la formacién de una base de Schiff entre la enzima y el
"C-ALA aln bajo condiciones en que no podria formarse el producto por falta de
disponibilidad de Zn™ (ya que este metal no podia unirse a la enzima) y que el
intermediario también se formaba con la apoenzima modificada por MMTS. Mediante
una espectroscopia RMN con '3C, observaron al agregar '3C-ALA a la holoenzima una
sefial que atribuyeron al PBG unido a la enzima (Jaffe & Markham, 1987). Para el
conjunto formado por interaccion del SC-ALA y la apoenzima modificada con MMTS, que
no puede formar producto, detectaron una sefal que adjudicaron al sustrato unido por
una base de Schiff. Si a ese complejo agregaban Cd™ y B-Me, obtenian un espectro que
coincidia con el de la holoenzima, y que tenia ademas la sefal correspondiente al PBG
libre, lo que interpretaron como que se habia logrado reconstituir a la holoenzima. Con
estos resultados, Jaffe y sus colaboradores consideran que ni el Zn™ ni los grupos
sulfhidrilos esenciales estan involucrados en la etapa de formacién de la base de Schiff.

Para estos autores, la enzima tiene un absoluto requerimiento por Zn*™*, siendo
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necesarios los grupos sulfhidrilos reducidos para la formacion del sitio de union del
metal.

En la enzima purificada a partir de higado porcino, conteniendo 0,3 &tomo-gramos
de Zn/subunidad, el tratamiento con el reactivo dietilpirocarbonato (DEP) modifico tres
residuos histidina/subunidad, con una pérdida completa de actividad cuando se
modificaba el primer residuo, indicando la presencia de un residuo histidina esencial para
la actividad catalitica de la enzima. Tanto el zinc como el sustrato ALA protegieron la
enzima de la inactivacién por el DEP en forma pH dependiente. Se ensayaron diferentes
iones metalicos como Cd™*, Mn™*, Pb™, Hg**, Se™ y Sn*", y ninguno de ellos protegi de
la inactivacion. Estos resultados sugieren que en el sitio activo de la enzima, el sitio de
unién del Zn*" y el residuo histidina esencial para la actividad, se encuentran préximos,
participando la histidina de una serie de protonaciones y desprotonaciones (Fukuda et
al., 1988).

La formacién de la base de Schiff con al menos una de las moléculas de sustrato
ocurriria con la intervencién de al menos una de las lisinas del sitio activo. Se ha
establecido que la primera interaccion entre la enzima y las moléculas de sustrato ocurre
con la molécula de ALA que origina el sitio P, a través del C4 formando una base de
Schiff con la enzima. Este sitio de unién esta filogenéticamente conservado y por andlisis
de la estructura de esta enzima se sabe que se encuentra ubicado mas internamente en
el sitio activo que el de union del ALA que originara el sitio A en el PBG (Jaffe, 2004).

Estudios computacionales indicaron que el mecanismo en el cual la union
intersubstrato C-N se forma en primer lugar, tiene una barrera limitante de la velocidad
menor que aquel en el cual se forma primero la union intersubstrato C-C (17,5 kcal/mol
frente a 22,8 kcal/mol) (Erdtman et al., 2010).

Las subunidades que conforman el homooctdmero de ALA-D, si bien idénticas,
serian subunidades conformacionalmente heterogéneas en la estructura terciaria.
Cuando la enzima se activa con un reductor e iones cinc, el Zn*" coordinado por la Cys
223 es transferido en el sitio activo y pasa a ser coordinado por Cys 122, Cys 124 y Cys
132 (Sawada et al., 2005). Los cambios conformacionales producidos al reducir y activar
con iones cinc, estudiados mediante ultracentrifugacién analitica, microscopia electrénica
y electroforesis, indican que el componente principal de la enzima es un octdmero, y un

porcentaje menor de hexameros; la reduccion y adicion de un i6n Zn™ produce una
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activacion de la enzima con cambios en el arreglo espacial de las subunidades, con un
clivaje de la unién disulfuro entre las Cys122, 124 y 132 (Sawada et al., 2011).

I1.2.7. Ontogénesis y ALA-D

La actividad del ALA-D esta estrechamente relacionada con la madurez general de
un organismo, asi como con el tipo de tejido y la maduracién de sus células. Su actividad
es maxima en eritroblastos, células que presentan una elevada sintesis de hemo. Como
no posee mitocondrias, el eritrocito humano maduro no contiene las enzimas
particuladas del camino del hemo, pero si contiene las enzimas citoplasmaticas, entre las
que se encuentra ALA-D. Como esas células son anucleadas y no hay por consiguiente
sintesis de hemo, es probable que en ellas la enzima no tenga una importancia
funcional.

La actividad de la enzima exhibe cambios marcados durante el desarrollo animal.
En higado fetal de ratones es elevada y decrece inmediatamente luego del nacimiento,
volviendo a aumentar unas semanas después (Doyle & Schimke, 1969, Weissberg &
Voytek, 1974). Es probable que estos cambios estén relacionados con la alta proporcion
de células eritroides en el higado fetal.

De acuerdo a los andlisis inmunoldgicos, la enzima fetal y adulta son
antigénicamente indistinguibles, si bien la enzima fetal es, cataliticamente, mas efectiva
que la de adulto (Doyle & Schimke, 1969). Esto podria deberse a varias razones: la
presencia de un activador, la formacion de una estructura terciaria mas efectiva, o alguna
modificacidn en la estructura primaria que afecte la actividad catalitica pero no la
antigénica.

En ratas adultas se ha encontrado una actividad de ALA-D reducida respecto de la
de los animales mas jévenes. Inmediatamente luego del parto presentan una alta
actividad, luego decrece durante el primer periodo de crecimiento, si bien es cuatro
veces mayor que en individuos adultos. (Abdulla et al., 1978).

También en humanos se ha encontrado que la actividad de la enzima es menor en
los adultos. Se ha observado ademas una gran variacion en los niveles de actividad de
ALA-D eritrocitaria en la poblacién humana, y habria un control genético de la
sensibilidad de ALA-D compatible con una herencia autosémica dominante (Sassa et al.,

1973); por otra parte, la enzima presente en varios tejidos es producto de un mismo gen.
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En plantas y otros organismos fotosintéticos la formacion de PBG esta controlada
por la luz (Hovenkampp-Obbema et al., 1974). Se ha descripto que la actividad de ALA-D
aumenta durante el desarrollo de los cloroplastos cuando se produce una rapida
acumulacion de clorofila causada por la iluminacion de plantas etioladas. Batlle et al.
(1975) observaron en callos de soya un paralelismo entre el aumento de la actividad de
la enzima y el incremento de clorofila cuando se pasaban los callos crecidos en
oscuridad, a la luz. Efectos similares fueron observados en otros tejidos vegetales
(Ebbon & Tait, 1969, Schneider, 1971).

En cotiledones de rdbano, se observd luego del verdeo por iluminacién continua
durante dos dias, el contenido total de clorofila permanece constante, pero la actividad
de ALA-D comienza a decrecer, indicando un sistema regulatorio de la enzima, que
estaria relacionada con la regulacion de la sintesis de clorofila (Shibata & Ochiai, 1976).
El aumento de la actividad de ALA-D bajo la influencia de la luz se deberia a una sintesis
de la enzima regulada por la luz, mas que por la activacion de la enzima pre-existente.
En los cotiledones de rabano, se encontré que la luz roja lejana estimulaba la sintesis de
novo del ALA-D (Huault et al., 1984).

11.2.8. ALA-D y el camino de biosintesis de hemo

Se acepta en general que ALA-D no es una enzima limitante en la sintesis de
hemo. Su actividad en la mayoria de los tejidos es mucho mas alta que la de la enzima
limitante, ALA-S. Comparada con las otras enzimas del camino, ALA-D posee una
actividad y cantidad elevadas, de manera tal que es necesaria una muy profunda
inhibicion para que afecte significativamente la produccién de hemo. Esto ultimo se ha
encontrado en algunos individuos donde la actividad del ALA-D eritrocitaria y de médula
0sea se encuentra severamente afectada, siendo de so6lo un 13% respecto de los valores
normales. Como presentan un aumento de la excrecion urinaria de ALA y sintomas
clinicos neuroldgicos tipicos de una PAI, se la denomind nueva porfiria aguda (NPA)
(Doss et al., 1979, 1980).

En algunos pocos organismos se ha propuesto que esta enzima podria estar
cumpliendo una funcién regulatoria: Sacharomyces cerevisiae (Barreiro, 1967),
Neurospora. crassa (Muthukrishnan et al., 1972), Propionibacterium shermanii (Menon &

Shemin, 1967), Euglena. gracilis (Ebon & Tait, 1969). En E. gracilis, se reportd que tanto
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in vivo como in vitro, Copro lll, Proto IX y hemina, junto con los correspondientes
porfirindbgenos, inhibian la enzima, siendo su efecto mayor in vitro (Stella, 1977).

Nandi et al. (1968) la propusieron como un segundo punto de regulacion en la
sintesis de tetrapirroles en Rp. spheroides, donde presentd caracteristicas alostéricas y

fue inhibida por Proto y hemina.

11.2.9. ALA-D y plomo

Las primeras evidencias acerca de un efecto inhibitorio directo del Pb™ sobre el
ALA-D in vitro, fueron descriptas por Gibson et al. (1955) y Dressel & Falk (1956). Unos
anos mas tarde, Lichtman & Feldman (1963) demostraron que la actividad enzimatica en
eritrocitos de pacientes intoxicados por Pb, estaba disminuida.

Se ha encontrado que para un amplio rango de concentracion de Pb™ en sangre
existe una correlacién negativa entre la actividad de ALA-D y los niveles de Pb™ (et al.,
1968; Hernberg & Nikkanen ,1970; Batlle et al., 1987). La sensibilidad de la actividad de
la enzima frente a un contaminante ambiental como lo es el plomo, llevd a muchos
autores a postular la medicién de ALA-D en eritrocitos humanos, como biomarcador de
exposicidén a dicho metal. Asi por ejemplo se ha evaluado los niveles de plomo en nifios
mediante la medicion de la actividad de enzimas, entre ellas ALA-D (Martinez et al.,
2013).

Mediante técnicas de radioinmunoensayo, Fujita et al. (1981, 1982) determinaron
que en las intoxicaciones por plomo hay un aumento en la cantidad de ALA-D
eritrocitaria, probablemente como respuesta a un aumento en la sintesis de la enzima
en las células de la médula ésea durante la exposicion al metal.

La actividad disminuida de ALA-D puede recuperarse in vivo por tratamiento con
GSH (Lichtman & Feldman, 1963), cisteina (Heilmeyer, 1966), DTT (Granick et al., 1973);
Zn*" (Finelli et al., 1975, Haeger-Aronsen & Schitz, 1976), Zn*" y GSH (Mitchell et al.,
1977), Zn™" y DTT (Sakai et al., 1981), calentamiento de los hemolizados (Chiba, 1976).

Mediante la produccion de mutantes de la enzima humana que carecian de los
sitios de unién para el Zn A, predominantemente unido a través de ligandos sin SH, o el
Zn B unido principalmente mediante ligandos SH, se demostré6 que la variante que
carece del sitio de union para el Zn B era mucho menos activa que la enzima nativa. Por

otro lado se demostr6 que si bien el Pb*™" interactuaba con ambos tipos de ligandos para
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Zn™", lo hacia preferencialmente con los ligandos del Zn B.(Jaffe et al., 2001) La
arquitectura poco usual formada por las Cys 122, Cys 124 y Cys 132 como ligandos del
Zn*" en el sitio de unién del ALA que genera el residuo A en el PBG, hace del ALA-D un
blanco primario para la inhibiciéon por Pb™ que posee una coordinacién estereoquimica
inusual (Jaffe, 2004).

Algunos autores han propuesto que el genotipo del ALA-D puede modificar la
toxicidad por el plomo (Shaik & Jamil, 2008; Sobin et al., 2009), asi por ejemplo, segun
Tian et al. (2013) el genotipo de ALA-D modifica la toxicocinética y la toxicodinamia de la

contaminacion por plomo.

1.2.10. Secuencia y estructura. Alosterismo

La enzima ALA-D es altamente conservada respecto tanto de su secuencia
como de su estructura. Las mas distantes filogenéticamente poseen alrededor del 35%
de homologia. El sitio activo se encuentra en el centro de una estructura tipo barril af.
Existe una zona movil de la proteina que funciona como una tapa para el sitio activo
que permite el acceso del solvente al mismo.

La estructura cristalina de la enzima nativa estudiada en variadas fuentes
muestra que, a excepcion de los aminoéacidos ligandos del Zn** catalitico presentes en
la enzima de algunas especies y algunos residuos que constituyen la tapa movil del
sitio activo, los aminoacidos que constituyen el sitio activo del ALA-D son
filogenéticamente invariantes. A pesar de esta conservacion, la dicotomia que surge
por los diferentes requerimientos por el Zn™ en la catdlisis plantea una diversidad
filogenética en su mecanismo de reaccién (Jaffe, 2004).

Como parte del control de la sintesis de tetrapirroles, ALA-D desarrollé un
mecanismo de regulacién alostérico en el que intervienen diferentes ensambles
multiméricos, de arquitecturas tan distintas que requieren disociarse como parte de la
interconversién entre las especies activas e inactivas. Este novedoso aspecto ha
llevado a definir un modelo de alosterismo de morfeinas. Esta regulacién variable
probablemente haya evolucionado como consecuencia de los diferentes entornos en
los que se desarrollan los organismos y por la variacién filogenética de la ubicacién

subcelular de la enzima, citosdlica o particulada.
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El ALA-D esta codificada en un gen, y cada multimero estd compuesto de
multiples copias de la misma proteina. Cada subunidad consiste en un dominio de
barril a de 300 residuos, con su sitio activo situado en el centro del mismo y un
dominio de 25 residuos ubicado en el extremo N-terminal. La transicion entre la forma
activa e inactiva de los multimeros se relaciona con la orientacién del dominio barril afg
respecto del dominio de 25 residuos en el extremo N-terminal. Como muchas enzimas
que poseen un barril ap el acceso del sustrato al sitio activo estda mediado por una tapa
mévil en la misma subunidad; la regulacién alostérica para el ALA-D podria describirse
como las interacciones entre subunidades que estabilizan una conformacién ordenada
de esta tapa de acceso al sitio activo. En el multimero activo el residuo N-terminal de
una subunidad interactua con los barriles aff de otras dos subunidades. Similarmente
cada barril aB lo hace con los residuos N-terminales de otras dos subunidades
adyacentes. De esta forma la transicion entre las formas activas e inactivas implican
cambios conformacionales que afectan el trafico de ligandos hacia dentro o fuera del
sitio activo. La forma activa es un octdmero mientras que la inactiva es un hexamero; la
transicién entre ellas requiere la disociacion a un dimero, el cual existe en un equilibrio
entre conformaciones, uno puede ensamblarse con el octamero y el otro con el

hexamero (Jaffe & Lawrence, 2012).
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CAPITULO IIT
DIMORFISMO EN HONGOS. Mucor rouxii

lll.1 DIMORFISMO EN HONGOS

Una gran variedad de especies fungicas presentan dualidad fenotipica en sus
células. El dimorfismo puede definirse como el proceso por el cual células de
morfologia hifal o filamentosa se transforman a levaduriformes o unicelulares en
respuesta a cambios en las condiciones del cultivo o del medio ambiente. Esta
interconversion es reversible.

Experimentalmente los factores externos que se modifican mas a menudo para
promover el crecimiento de micelio o levadura, o para controlar la transicion
morfologica desde un tipo celular a otro, son la composicién del medio de crecimiento,
de la atmésfera y la temperatura (Cihlar, 1985, Orlowski, 1991).

La capacidad para transformarse de levadura a hifas provee un sistema muy
ventajoso para investigar los mecanismos bioquimicos y moleculares que operan

durante la diferenciacion.

lll.2 DIMORFISMO EN Mucor

El género Mucor se ubica dentro de la clase Zygomycetes cuya principal
caracteristica es la produccion de una espora de pared delgada denominada
cigospora, que se desarrolla en un cigosporangio formado luego de la fusiéon de 2
gametangios.

La clase Zygomycetes esta dividida en varios 6rdenes, dentro de los cuales se
encuentra el Mucorales. Este orden posee la mayor diversidad morfolégica y niumero
de especies dentro de la clase.

A este orden pertenecen varias familias, entre las cuales se incluye
Mucoraceae, una de las mas grandes de Mucorales. Finalmente la familia Mucoraceae

esta compuesta por varios géneros entre los que se encuentra Mucor.
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Este género es objeto de estudio de un considerable numero de microbidlogos y
micélogos tanto en el area de la investigacién biolégica basica como en la aplicada.
Algunas especies son utilizadas en la industria para la produccidén de acidos organicos,
pigmentos, alimentos fermentados, alcoholes y esteroides modificados (Moore-
Landecker, 1996; Capel et al., 2011; Moussa et al., 2011).

Entre las especies que pertenecen a este género, se han descripto sélo unas
pocas como causantes de la infeccién fungica oportunista denominada mucormicosis
(Baker, 1970; Whiteway et al., 1979; Gomes et al., 2011). La severidad de estas
afecciones varia desde una afeccion dermatoldgica débil hasta invasiones sistémicas
pulmonares o del sistema nervioso central (Josefiak, et al, 1958; Emmons et al, 1977,
Lehrer, 1980; Xia et al., 2013).

Algunos organismos pertenecientes al género Mucor han sido fuente de
estudios de mecanismos biolégicos de regulacion a nivel molecular: se ha utilizado
Mucor racemosus para estudiar la relacion entre la velocidad de crecimiento celular, la
sintesis de proteinas y la funcién de los ribosomas (Orlowski 1981; Ross & Orlowski,
1982; Chapman et al, 1991). Asimismo Mucor rouxii se ha empleado para elucidar el
rol de los quitosomas en la sintesis de la pared celular (Bartnicki-Garcia, 1981). En
Mucor circinelloides se ha estudiado el metabolismo de la calcineurina (Lee et al.,
2013) y diferentes isoformas de la subunidad regulatoria de la proteina kinasa A
(Ocampo et al., 2012)

Varias especies del género presentan una caracteristica particular que hace que
se diferencien de otros zygomicetes: el dimorfismo. En general se acepta que sélo
aquellos que pueden crecer en forma de levadura esféricas multipolares son
dimérficos. Dentro de esta categoria se encuentran Mucor racemosus, Mucor rouxii,
Mucor genevensis, Mucor baciliformis y algunas cepas de Mucor subtilissimus
(Orlowski, 1991)

Existe una creencia generalizada entre aquellos que estudian las fases de
transicion en hongos dimorficos segun la cual el mecanismo que gobierna el proceso
morfogenético debe tener muchos puntos en comun, si no es universal, en todos estos
microorganismos. De ser esto asi, la elucidacion de los eventos subcelulares y
moleculares relevantes en Mucor brindarian mucha informacién acerca del control de

la morfologia celular y la infectividad en muchos de los patégenos dimérficos de
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humanos y plantas (Orlowski, 1991). Muchos hongos patégenos son dimérficos. La
interconversién entre las formas morficas afecta la interaccion entre el huésped y el
patdgeno, lo cual puede resultar critico para la patogenicidad. En los zygomicetes el rol
del dimorfismo en la virulencia del microorganismo aun no ha sido establecido (Lee et
al., 2013)

El dimorfismo en Mucor presenta algunas ventajas para su estudio que no
poseen otros sistemas eucariotas y procariotas. En general los estudios acerca del
desarrollo en microorganismos estaban limitados a la produccidon de esporas, las
cuales aparecen generalmente en respuesta a deficiencias nutricionales; en contraste,
la transformacién de levadura a hifas en Mucor depende de las condiciones de
crecimiento y en este sentido tienen mayor similitud al desarrollo de células
eucariontes superiores. Dentro del género Mucor, las especies Mucor rouxii, Mucor
racemosus y Mucor circinelloides han sido estudiadas en detalle. El sistema Mucor es
especialmente interesante ya que la transicion levadura-micelio puede ser inducida
(Bartnicki-Garcia & Nickerson 1962a; Mooney & Syphard 1976) o inhibida (Larsen &
Sypherd, 1974; lto et al., 1982) por varias vias, lo cual permite distinguir entre las
alteraciones directamente relacionadas con la morfogénesis y las que se producen en
respuesta a las condiciones de crecimiento

Las especies del género Mucor son ejemplo de eucariotas facultativos
anaerébicos mediante los cuales se podria describir el patrédn de desarrollo de la
mitocondria en respuesta al ambiente, hecho que revelaria interesantes estrategias
alternativas para regular la biosintesis de estas organelas (Orlowski, 1991).

Estos microorganismos tienen la habilidad de crecer bajo dos formas distintas
segun el medio en el cual se halle. En ambiente aerdbico, ya sea en medio sélido o
liquido, desarrolla un micelio cenocitico tipico que produce estructuras de reproduccion
vegetativa denominadas clamidosporas. En los extremos de las hifas pueden formarse,
bajo ciertas condiciones, esporangios que portan esporas asexuales o0
esporangiosporas. Dentro de este género se encuentran especies homotalicas vy
heterotdlicas, éstas ultimas se reproducen sexualmente por copulacion gametangial
generando una cigospora tipica (Figura lll.1). También son capaces de producir
estructuras de supervivencia bajo condiciones ambientales desfavorables

denominadas artrosporas. En atmoésfera anaerdbica desarrolla como levadura
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esféricas, de gran tamarno, multinucleadas que crecen y se reproducen por gemacion
multiple (Orlowski, 1991).

Esporangio

Asexual

Liberacion
de esporas

Micelio

j\\

Mlcello \

Germinacion de
la Cigospora

Sexual

Gametangio
Meiosis /.—-., )
Suspensor
Plasmogamia

3 Carlogamla

Cigospora kﬁﬁ/
= N \

I»: N+N

- 2N

Figura 11.1: Ciclo de vida de un zygomicete tipico
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111.2.1. Dimorfismo celular

En las especies dimérficas de Mucor, la fase asexual del ciclo de vida puede
dividirse en tres estadios (Sypherd, 1978; Orlowski, 1991): germinaciéon de esporas,

crecimiento vegetativo y esporogénesis.

- Germinacion de esporas:
Este proceso puede dividirse en dos etapas (Bartnicki-Garcia, 1968):

+ Crecimiento de la espora generando una gran célula esférica.

¢ En el desarrollo de levadura aparece una yema de forma esférica. y si el crecimiento

es filamentoso se produce la emergencia del tubo germinativo (Figura 111.2).

Atmosfera Anaerobica

O Levaduras
O~ -1
o~ O —t O/

Crecimiento Esferico \
- FL

Atmosfera Aerobica .
Hifas

Figura 1ll.2: Vias alternativas morfogenéticas de
esporangiosporas de Mucor spp. (Orlowski, 1991)

Durante la fase 1 hay un gran incremento en la sintesis de proteinas (Bartnicki-
Garcia, 1968) y tiene lugar la sintesis de novo de la pared celular, fisica y
quimicamente diferente de la pared original de la espora. En este periodo el area
superficial de la espora aumenta considerablemente con un decrecimiento
concomitante del espesor de la pared. Si la espora genera una célula levaduriforme
entonces la nueva pared es considerablemente mas delgada que si la espora fuera a
dar lugar a la apariciéon del tubo germinativo; ademas difiere en su estructura

microfibrilar.
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Los eventos que ocurren durante la fase 2 difieren dependiendo de cudl sera la

morfologia celular final. Si va a desarrollar micelio, se produce polarizacion de la

sintesis de la pared dando por resultado la ruptura de la pared de la espora y la

apariciéon, en la zona apical, del tubo germinativo (Bartnicki-Garcia, 1968a). Por otro

lado, si la espora va a generar una célula de levadura, la sintesis de la pared no esta

polarizada y la ruptura de la pared de la espora es seguida por la aparicién de un brote

esférico en el cual la sintesis de la pared celular es uniforme (Figura 111.2).

Crecimiento vegetativo:

Micelio: el crecimiento de las hifas se produce mediante el desarrollo apical de la
pared celular (Bartnicki-Garcia & Lippman, 1969). El ancho, largo y grado de
desarrollo de las hifas depende de las condiciones de crecimiento. En Mucor
racemosus la generacidn de hifas largas y finas se produce en medios de
crecimiento que contienen xilosa como fuente de carbono, mientras que en medios
con glucosa se obtienen hifas mas gruesas. Es comun la aparicién de artrosporas
por septacidn de las hifas, que pueden ser confundidas con levadura por su
geometria esférica, pero que no generan brotes (Figura 111.3) El desarrollo de
micelio tiene lugar en una amplia variedad de fuentes de carbono y puede

generarse utilizando las sales de amonio como Unica fuente de nitrégeno

Levadura: este tipo de crecimiento se caracteriza por la presencia de yemas
esféricas multipolares. Es comun la observacion de mas de 10 brotes generandose
a partir de la misma célula parental. (Figura 1ll.3). Las condiciones para el
crecimiento en levadura son mas exigentes; se requiere una hexosa como fuente
de carbono ademdas de una compleja fuente de nitrégeno organico y atmadsfera
anaerébica. Como el dimorfismo en Mucor es reversible los cambios morfolégicos
pueden producirse en ambos sentidos. Cuando las levaduras son inducidas a
formar hifas pueden aparecer uno o varios tubos germinativos por polarizacion de la
sintesis de la pared celular. En el caso inverso, aparecen yemas esféricas desde
los lados y extremos de las hifas; algunos elementos de naturaleza hifal
permanecen en el cultivo aun después de largos periodos. Todos estos cambios
indican claramente una respuesta adaptativa de Mucor al medio.
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Figura III.3: Micelio cenocitico (A) y levadura (B) en el género
Mucor spp. (Orlowski, 1991)

e Esporogénesis: Bajo determinadas condiciones, el micelio es capaz de producir
esporangioforos, en los cuales comienza a formarse el esporangio por dilatacién de
su extremo. Una gran cantidad de citoplasma que fluye hacia el mismo, llevando
numerosos nucleos, se concentra en la periferia del esporangio dejando una parte
central estéril denominada columela. Las esporangiésporas aparecen por division
del protoplasma de la zona periférica en gran cantidad de secciones uni o
multinucleadas que luego se rodean de pared redondeandose y madurando para
dar las esporangiésporas que son liberadas por ruptura de la pared del esporangio

(Figura 11.4).

Figura 1ll.4: Esporgangioforo vy
esporangiéspora de Mucor
mucedo (Orlowski, 1991)
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lll.2.2 Factores nutricionales y ambientales

Existen diversos factores que afectan el fenomeno del dimorfismo, siendo los mas

importantes el metabolismo respiratorio y el requerimiento por hidratos de carbono.

- Metabolismo respiratorio

El desarrollo de levadura requiere la presencia de una hexosa fermentable y
ocurre en atmésfera de didxido de carbono o una mezcla de dioxido de carbono con
nitrogeno (Orlowski; 1991; Mclintyre, 2002). Por otro lado el crecimiento de la forma
miceliar se produce cuando se estimula la capacidad respiratoria. En Mucor rouxii se
ha demostrado que la presencia de agentes desacoplantes de la fosforilacién oxidativa
inhibian la morfogénesis (Terenzi & Stork, 1969; Friedenthal, 1974). La inhibicion de la
biosintesis de proteinas mitocondriales fundamentales como la citocromo oxidasa y
citocromo b con cloramfenicol también favorece el crecimiento de levadura (Zorzépulos
et al., 1973; Clark-Walker, 1973).

Paznokas & Sypherd (1975), demostraron que la respiracion puede separarse del
crecimiento hifal, por lo que la morfogénesis no seria consecuencia de la capacidad
respiratoria. Sin embargo estudios relacionados con la sintesis de lipidos durante la
transicion levadura-hifa en Mucor racemosus (lto et al., 1982) sugieren que la
mitocondriogénesis seria importante en la respuesta dimoérfica. La capacidad
respiratoria podria no ser un determinante critico de la morfologia (Orlowski, 1991).
Estudios realizados in vivo e in vitro sobre mutantes de Mucor rouxii resistentes a los
alcoholes alilicos indicaron que el desarrollo como levadura y la fermentacién son
eventos independientes y que la enzima alcohol deshidrogenasa es fundamental para
el desarrollo del hongo en ausencia de oxigeno (Torres-Guzman et al., 1994).

En sintesis, aunque la respiracion no fuera un prerrequisito para el desarrollo de
hifas, no se puede excluir la importancia que otras funciones mitocondriales podrian

tener en el desarrollo de éstas.

- Hidratos de Carbono

Se ha demostrado que, en general, para obtener crecimiento puramente
levaduriforme se requiere una concentracion minima de una hexosa fermentable
(Bartnicki-Garcia, 1968; Friedenthal et al., 1974; Sypherd et al., 1978) y que a medida
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que ésta disminuye las células se tornan mas filamentosas. Clark-Walker (1972) y
Paznokas & Sypherd (1975) establecieron que en Mucor no existe represion de la
mitocondriogénesis por glucosa. En Mucor genevensis, crecido aer6bicamente en
presencia de un exceso de glucosa, su capacidad respiratoria es alta, sin embargo
para células esencialmente fermentativas la velocidad de respiracién es baja (Rogers
et al, 1974). Bajo estas condiciones la morfologia celular es levaduriforme.

Sin embargo debe tenerse en cuenta que al estudiar diferentes especies de
Mucor en variadas condiciones experimentales, se ha encontrado que las mismas no
responden igualmente a los factores ambientales a las que fueran expuestas (Orlowski,
1991)

11l.2.3. Dimorfismo y AMPc

El nivel intracelular del 3'-5'adenosin monofosfato ciclico (AMPc) tiene una
influencia crucial en la morfologia celular. Trabajos realizados en Mucor racemosus
(Larsen y Sypherd, 1974) y en Mucor rouxii (Paveto et al 1975; Orlowski, 1980; Pereyra
et al., 2006) demostraron que este metabolito es significativamente mayor en células
de levadura. Este aumento fue atribuido a un incremento en la actividad de la
fosfodiesterasa en células de micelio. Estos autores determinaron que el agregado de

dibutiriladenosin monofosfato ciclico (Bt,AMPc) a cultivos de levadura, que ademas

fueron aireados, mantenia el crecimiento levaduriforme. Por otra parte para que estos
cambios ocurran era necesaria la presencia de un azucar fermentable en el medio de
cultivo. Orlowski (1980) examiné el desarrollo de hifas a partir de esporangiosporas de
Mucor genevensis y Mucor mucedo, observando que los niveles del nucleétido ciclico
se incrementaban durante los primeros estadios de la germinacién de la espora para
caer abruptamente antes de la aparicién de los tubos germinativos, atribuyéndole un
rol en la regulacién del pool intracelular de AMPc a la actividad de adenilato ciclasa.
También se demostré que el desarrollo de hifas en estas condiciones se podia
bloquear por el agregado de AMPc exdgeno.

La regulacion del dimorfismo, como ya se menciond, es el resultado de la
interaccién de varios factores nutricionales y ambientales en los cuales el AMPc juega
un rol importante posiblemente a través de la regulacion de las kinasas dependientes
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de este metabolito (Forte & Orlowski, 1980; Rossi & Moreno, 1994; Ocampo et al.,
2009, Ocampo et al., 2012).

lll.2.4. Sintesis de proteinas y dimorfismo

Algunos autores han investigado la biosintesis de proteinas y otras
macromoléculas durante el proceso de transicion de levadura a hifas.

En Mucor racemosus se estudié la velocidad de sintesis proteica durante la
germinacion aerobica de esporas y durante la diferenciacion de hifas inducida por
aireacioén del cultivo (Orlowski & Sypherd, 1977, 1978). Se observ6 que la velocidad de
acumulacion de proteinas durante la morfogénesis se correspondia con el aumento en
la velocidad de crecimiento debida a la aparicion de los tubos germinativos; sin
embargo la determinacion de la velocidad instantdnea de sintesis proteica revel6 un
aumento rapido en la produccion de proteinas, seguida por un decrecimiento gradual,
mientras que el crecimiento de las hifas continuaba desarrollandose. Posteriormente
estas variaciones se atribuyeron a fluctuaciones en la velocidad con que los ribosomas
se unen al RNA mensajero (Orlowski & Sypherd 1978). Aunque podria haber un
posible mecanismo regulatorio en la sintesis de proteinas en Mucor, estas alteraciones
no tienen una influencia directa sobre la morfogénesis y posiblemente sean un reflejo
de los cambios en la velocidad de crecimiento (Ross & Orlowski, 1982). Varios
parametros pueden estar relacionados con la regulacion de la sintesis de proteinas
durante la morfogénesis en Mucor (Orlowski, 1991).

Otros estudios han analizado el grado de metilacion de las proteinas. Cuando se
determiné el contenido intracelular de la S-Adenosil-L-Metionina (SAM), donor de
grupos metilos en la célula, se encontr6 que estaba aumentado 3 veces durante la
aparicién de los tubos germinativos, también se observé un aumento de magnitud
similar en el grado de metilacion de proteinas durante este periodo. La electroforesis
bidimensional de proteinas marcadas por adicién de L-[metil °H] metionina demostré
que cierto numero de proteinas presentaba mayor grado de metilacién a medida que
aparecian los tubos germinativos (Garcia et al, 1980) y también se observaron
cambios cualitativos en el espectro de las proteinas que se metilaban. Estos cambios
estarian relacionados con el proceso de desarrollo en si mismo y no con una

adaptacién al ambiente.
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lll.2.5. Actividad enzimatica y morfogénesis

Se han investigado una gran cantidad de enzimas en funcién de su posible
relacion con la morfogénesis, tanto en términos del rol fisiolégico que podrian tener en
la misma, como con respecto a los mecanismos que pueden controlar su expresiéon. En
muchos casos no se conoce si los cambios en la actividad de una enzima son
esenciales para un programa morfogenético especifico o si es simplemente una
adaptacién al ambiente (Orlowski, 1991).

Estos estudios incluyen enzimas del metabolismo de los hidratos de carbono
(Paznokas & Sypherd, 1977; Inderlied & Sypherd, 1978; Borgia & Mehnert, 1982), del
nitrégeno (Peters & Sypherd, 1979) y de la biosintesis de poliaminas (Inderlied et al.,
1980; Garcia et al., 1980).

Debido al requerimiento estricto de una hexosa fermentable durante el
crecimiento de levadura se pensd que alguna alteracién del flujo de carbono en la ruta
catabdlica de la glucosa podria identificar algin metabolito o enzima clave en el
desarrollo de levadura a micelio (Inderlied & Sypherd, 1978).

La PKA juega un rol fundamental en el desarrollo de las hifas o en la
germinacién de la esporangiospora de Mucor (Pereyra, 2000; Libbehisen, 2004). En
una mutante de Mucor circinelloides, carente del gen que codifica para la subunidad
regulatoria de la enzima, se encontraron diferencias fenotipicas en caracteristicas tanto
macroscopicas como microscépicas del hongo. En mutantes de otras especies
fungicas fueron hallados diferentes grados de cambios, lo cual avala que el
metabolismo de la PKA ejerce un rol diferente en la morfologia de hongos (Ocampo,
2009).

En diferentes mutantes en las que se estudi6 la actividad de PKA, también se
han encontrado resultados diversos, en los que la actividad de la enzima de la mutante
podia ser mayor o menor que la de la cepa salvaje. (D'Souza, 2001; Liebmann, 2004;
Cervantes-Chavez, 2007).

En Mucor circinelloides fueron purificadas 4 diferentes subunidades regulatorias
de PKA, cuyos genes se expresan en forma morfoldgica-especifica. La PKA esta
involucrada en multiples procesos fisiolégicos en este microorganismo. (Ocampo et al.,
2009; Ocampo et al., 2012).

63



Introduccion

La naturaleza de la fuente de nitrégeno disponible en Mucor también es clave
para determinar el crecimiento de levadura o hifas. En general, el crecimiento de la
forma levaduriforme requiere una fuente de nitrégeno organica, mientras que el
desarrollo de hifas puede manifestarse utilizando una fuente de nitrégeno inorganico.
Se ha demostrado en Mucor racemosus que un medio minimo conteniendo alanina,
aspartato, glutamato y cloruro de amonio satisface los requerimientos de nitrégeno
para ambos tipos celulares (Peters & Sypherd, 1978). Por otro lado en un medio que
carecia de glutamato, se inhibié completamente el desarrollo de levadura. Basdndose
en esta observacion se estudié la regulaciéon de la glutamato deshidrogenasa (GDH)
durante la morfogénesis (Peters & Sypherd, 1979). Estos investigadores encontraron
que la actividad de esta enzima era NAD™ y NADP™ dependiente en ambos tejidos, sin
embargo sélo la enzima dependiente de NAD" aumentaba su actividad luego de la
induccion al desarrollo de hifas por aireacién de un cultivo de levadura. Este aumento
de la actividad enzimética se producia antes de la aparicion de los tubos germinativos y

no se observaba cuando a los cultivos de levadura se les agregaba Bt,AMPc

conjuntamente con la aireacion de los mismos. Estos hallazgos llevaron a la conclusion
que en Mucor racemosus la GDH era un parametro bioquimico valido para
correlacionar la transicion de levadura a hifas, aunque no se le puede asignar un rol
directo en este proceso.

También se ha examinado el posible papel que tendrian las poliaminas y las
enzimas involucradas en su biosintesis en la morfogénesis de Mucor.

Se encontr6 que los niveles de putrescina eran aproximadamente 5 veces
mayores en micelio, mientras que los de espermidina eran constantes y similares en
ambos tipos celulares (Garcia et al., 1980); en tanto que no se detectd la presencia de
espermina.

La actividad de ornitina decarboxilasa (ODC), primera enzima de la ruta de
sintesis de poliaminas, también se estudié durante la transformaciéon morfogenética de
levadura a hifas en Mucor racemosus (Inderlied et al., 1980). Se hall6 un aumento de
30-50 veces en la actividad de esta enzima durante las 2 a 3 horas posteriores a la
aireacion de la atmosfera de incubacion.

El agregado de Bt,AMPc, putrescina o cerulenina al medio de cultivo impidio el

aumento en la actividad de ODC (lto et al., 1982)
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Utilizando mutantes monomorficas de Mucor bacilliformis incapaces de formar
hifas se realizaron otra serie de experiencias acerca de la morfogénesis (Ruiz-Herrera
et al., 1983). Se aislaron 14 mutantes que se caracterizaron en relaciéon a su capacidad
respiratoria, actividades de ODC y GDH, y a los niveles intracelulares de AMPc, luego
de crecimiento en aerobiosis o anaerobiosis. Ninguno de los mutantes exhibié un
metabolismo oxidativo normal. Los espectros de citocromos estaban alterados y se
puso de manifiesto una aparente diferencia de sensibilidad del metabolismo
respiratorio al cianuro o al &cido salicilhidroxdmico en todas excepto una de las
mutantes, para la que se postulé una deficiencia en algun aspecto de la transduccion
de energia. Se observé también una estricta correlacién entre los bajos niveles de
actividad de ODC vy la incapacidad para formar hifas, mientras que sélo dos de los
casos estudiados mostraron bajos niveles de actividad de GDH NAD" dependiente
cuando crecian en ambiente aerdbico. Cuando se analizdé el contenido de AMPc
durante el crecimiento aerdbico de las mutantes (levadura), se encontré6 que eran
comparables a los de la cepa salvaje crecida bajo las mismas condiciones (micelio).

El analisis de estos resultados sugieren que en Mucor bacilliformis tanto la
funcion mitocondrial como la actividad de ODC serian de importancia en la
morfogénesis. Con respecto a los resultados encontrados en relacion a los niveles de
AMPc y la actividad de GDH, no puede descartarse su influencia sobre la
morfogénesis, pero su participacion tendria lugar en la primera parte de la cascada de
eventos que conducen al desarrollo de las hifas.

En Mucor circinelloides se ha demostrado que los niveles del mRNA para ODC
presenta un maximo durante la transicibn que se correlaciona con el aumento de
actividad de esta enzima durante el cambio dimérfico. La expresion de este gen estaria
regulada a nivel transcripcional, en contraste con otros hongos dimorficos donde se ha
propuesto que la regulacién seria a nivel post-transcripcional (Blasco, 2002).

Posteriormente se ha determinado que el grado de metilacién del DNA en cepas
de Mucor rouxii, Yarrowia lipolytica, y Ustilago maydis en las que se obtuvieron células
de levadura en condiciones de crecimiento hifal por inhibicion o anulacién de la
actividad de ODC, era idéntico al de la cepa salvaje, indicando su relaciéon con la
transicion dimérfica. En este trabajo también se confirnd el rol de las poliaminas en la

metilacion del DNA en relacion a la transicion (Reyna Lopez, 2004).
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En el hongo dimorfico Mucor circinelloides se ha determinado que, en presencia
de un inhibidor de la fosfoproteina calcineurina, presenta unicamente crecimiento como
levadura. Sin embargo mutaciones en la subunidad regulatoria 0 en el dominio de
uniéon del inhibidor de la subunidad catalitica da como resultado un crecimiento como
hifa. Estos resultados indican que la ruta metabdlica de esta fosfatasa tiene un rol
clave en la transicion de levadura a hifas. La menor virulencia de la levadura en este
microorganismo indica que la transicién levadura-micelio estd asociada a esa
propiedad (Lee et al., 2013).
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CAPITULO I
MATERIALES

1.1 FUENTE ENZIMATICA

Se empleé como fuente enzimatica la cepa NRRL 1894 del hongo dimdrfico
Mucor rouxii. La muestra inicial fue cedida gentilmente por la Dra Cristina Paveto,
del INGEBI (CONICET-UBA).

1.2 REACTIVOS

Los siguientes reactivos fueron adquiridos a Sigma Chemical Co (St Louis,
USA): ALA, fluoruro de p-metilsulfonilo (PMSF), dietilpirocarbamato (DEP),
Sephacryl S-300, las proteinas usadas como marcadores de peso molecular,
alumina y los componentes para los medios de cultivos.

Se empled B-mercaptoetanol (f-me) de Merck.

Los geles de Sephadex G-25, Phenyl-sepharosa, Tiopropil-sepharosa y Q-
sepharosa fueron adquiridos a Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala, Suecia).

Todos los demas reactivos y solventes utilizados fueron de grado analitico P.A.

provenientes de distintas fuentes comerciales.

1.3 EQUIPOS
Para desarrollar este trabajo se empleé el siguiente instrumental:

e Estufa de cultivo con agitacion rotatoria Lab-Line Orbit

e Autoclave VZ

e Flujo laminar Labconco Purifier Class I

e  Flujo laminar Nuaire modelo NO.Nu-201-430E

e Espectrofotometro Shimadzu UV-1203

e Espectrofotémetro con arreglo de diodos Hewlett-Packard 8452A
e Espectrofluorometro Shimadzu RF-510

e Colector de fracciones Pharmacia LKB superFraclV

e Bomba peristéltica Gilson Minipulse
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CAPITULO IT
METODOS

I.1 CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE CELULAS

Todo el material y medios de cultivo empleados se esterilizaron con vapor a 1

atmoésfera.

II.1.1 Obtencion y cosecha de esporas

Para el cultivo de esporas se prepard medio sélido que contenia agar 5% y
jugo de tomate comercial, libre de conservantes (fungicidas), mezclando partes
iguales de ambos componentes. El agar y el jugo de tomates se autoclavaron por
separado para evitar la hidrélisis del agar en caliente por la acidez del jugo de
tomate. El medio fundido se trasvasé en alicuotas (100 ml) a botellas de Roux, que
permanecieron por 24 horas a temperatura ambiente como prueba de esterilidad.
Posteriormente se sembr6 un inéculo de 2 ml que contenia aproximadamente 100
esporas/ml y se dejé crecer en oscuridad a 28 °C durante 4 a 6 dias cuando se
observé la aparicibn de esporangios maduros. Las esporas se cosecharon por
rastrillado con ansa de vidrio y agua, se filtraron por malla de nylon, se lavaron 2
veces con agua y se centrifugaron a 10.000xg durante 30 minutos. Todos estos
procesos se realizaron en condiciones de esterilidad. Las esporas obtenidas se
resuspendieron en agua estéril y se contaron utilizando una camara de Neubauer.
La suspension de esporas se mantuvo a 4 °C en viales hasta el momento de su

utilizacion.

11.1.2 Obtencion de levadura

El medio de cultivo utilizado contenia: 0,3 g de extracto de levadura, 1 g de
peptona de soja y 3 g de glucosa cada 100 ml.
Un in6culo de esporas (concentracién final 10° esporas/ml) se sembré en el

medio de cultivo y se dej6 crecer durante 30 horas a 28 °C, con agitacion, en
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anaerobiosis. Las células se cosecharon por decantacion y filtracion por buchner
utilizando papel de filtro, se lavaron con agua fria .y se rompieron por tratamiento

con alumina (1:2 p/p) en mortero de porcelana refrigerado.

11.1.3 Obtencion de micelio

El medio de cultivo utilizado contenia: 0,3 g de extracto de levadura; 1 g de
peptona de sojay 2 g de glucosa cada 100 ml.

Un indculo de esporas (concentracién final 10° esporas/ml) se sembré en el
medio de cultivo y se dej6 crecer durante 24 horas a 28 °C con agitacion en
aerobiosis. El tejido se cosechd por decantacion vy filtracion por buchner utilizando
papel de filtro, se lavoé con agua fria y se rompid por tratamiento con aire liquido en

recipiente de acero inoxidable.

II.1.4 Morfogénesis

La transformacion morfogénica de levadura a micelio se llevé a cabo de la
siguiente forma: un indculo de esporas (concentration final 10° esporas/ml) se
sembro en el medio de cultivo para levadura. Las células crecieron durante 24 horas
con agitacién en anaerobiosis y posteriormente se transfirieron estériimente a otro
recipiente en condiciones de crecimiento aerébico donde se mantuvieron por otras
24 horas. Durante este ultimo periodo se tomaron muestras a diferentes tiempos: 0
(antes de ser transferidas), 2, 4, 6 y 24 horas.

I.2 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PORFIRINAS Y PRECURSORES
DEL CAMINO METABOLICO DEL HEMO

I1.2.1 Cuantificacion de Porfirinas

Los extractos libres de células y sus pellets se esterificaron con la mezcla
metanol-sulfurico (90:10, v/v) durante 24 horas en oscuridad (Batlle, 1997). Las
porfirinas esterificadas se extrajeron con cloroformo y se cuantificaron
fluorométricamente, midiendo los maximos de emisién en un espectrofluorémetro,
empleando un ancho de banda de excitacion y de emisién de 10 nm, con barrido del
espectro entre 600 y 700 nm para una excitacion fija de 400 nm.
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11.2.2 Cuantificacion de ALA

Se empleé el método de Mauzerall & Granick (1956). Una alicuota del
homogenato fue desproteinizado con solucion saturada de sulfato de cobre y
centrifugado a 4.000 rpm. A 0,25 ml del desproteinizado se le agregaron 1,75 ml de
buffer acético-acetato de sodio 50 mM pH 4,6 y 0,05 ml de acetilacetona. La mezcla
de reaccion se calent6 en bafio de agua a 100 °C durante 10 minutos, se enfridé y se
le agregaron 2 ml del reactivo de Ehrlich (2 g de p-dimetilaminobenzaldehido en 75
ml de acido acético glacial y 25 ml de acido clorhidrico concentrado); el producto
obtenido se cuantifico espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 555 nm.

La concentracion de ALA se calculé mediante la siguiente expresion:

(Asss-B) x 4 x10°

ALA (nmol/ml) =
ax Ve

Ass5 : Absorbancia a 555 nm

B: Absorbancia blanco de reactivos
a: 58 mM'cm™

Ve: volumen de extracto enzimatico

11.2.3 Cuantificacion de PBG

La cuantificacién se llevé a cabo empleando la metodologia de Mauzerall y
Granick (1956). Sobre una alicuota del desproteinizado del homogenato se agreg6
el mismo volumen del reactivo de Ehrlich y se cuantific6 midiendo la absorbancia a

555 nm. La concentracién de PBG se calculé aplicando la siguiente expresién:

(Asss-B) x 10°

PBG (nmol/ml) =

axPM
Ass5 - Absorbancia a 555 nm
B: Absorbancia del blanco de reactivos
a : 113,6 (absorbancia de una solucion de PBG de concentraciéon 1mg/ml)

PM: peso molecular del PBG
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I.3. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GRUPOS SULFHIDRILOS

Se efectu6 segun el método de Eliman (1959) con ligeras modificaciones. Se
realizo la curva de calibracién a pH 7,4 en lugar de pH 8, que es el empleado por
Ellman, utilizando solucién de DTT 0,2 mM como estandar. La reaccién se llevo a
cabo a temperatura ambiente agregando solucion de acido 5-5'ditiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB) 50 mM, se dejo desarrollar color durante 5 minutos y se
cuantificé el producto formado por lectura a 412 nm. El coeficiente de extincion
molar obtenido de la curva de calibracién fue 11.571 M'cm™. El coeficiente de
extincion molar de bibliografia es de 13.600 M'cm™ (Ellman, 1959)

Para la determinacion del contenido de grupos sulfhidrilos (SH) en el extracto
proteico se preincubd la suspension enzimatica con DTT 10 mM y se sembré en una
columna de Sephadex G-25 (dimensiones de la columna: 1,1 cm de diametro
interno, 2,5 cm de longitud), equilibrada con buffer fosfato de sodio 20 mM pH 7,4
nitrogenado, para eliminar el exceso de reactivo tidlico. Sobre la fraccion proteica
recogida se realizo la reaccion de Ellman, leyendo a 412 nm desde los 30 segundos
y cada 1 minuto hasta lectura de absorbancia constante. Posteriormente se
agregaron 0,120 ml de dodecilsulfato de sodio (SDS) 10% determinando la variacién
de absorbancia como se describié anteriormente.

El numero de grupos sulfhidrilos titulables se calculé aplicando la siguiente
expresion:

(A412-B)

N? SH/subunidad =
a x g proteina/35000

A4 Absorbanciaa 412 nm

B: Absorbancia blanco de reactivos
a: 11.571 M'cm™

35000: Peso molecular de la subunidad

1.4 MEDICION DE ACTIVIDAD DEL ALA-D

La actividad de ALA-D se determin6 segun el método descripto por Batlle
(1997). El sistema estandar de incubacion contenia: fracciébn enzimatica, en el
volumen adecuado; 0,025 ml de buffer Tris-HCI 1 M; pH 7,4; 0,025 ml de ALA 50
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mM: 5ul de B-Me 1 M y agua hasta completar un volumen final de 0,5 ml. Todas las
incubaciones se realizaron a 37°C y en aerobiosis durante 1 hora con agitacién
continua. En todos los casos se efectuaron los blancos de actividad enzimatica
correspondientes que contenian fraccidn enzimatica, buffer, p-Me y agua. La
reaccion se detuvo precipitando la proteina y el exceso de reactivo tidlico por
agregado de 0,025 ml de solucion saturada de sulfato de cobre.  La actividad se

calculé utilizando la siguiente ecuacion:

(Asss-B) x 10° x Viinal

U.E./ml =
a X PM X Venzima

Ass5 @ Absorbancia a 555 nm

B: Absorbancia del blanco de reactivos

a : 113,6 (absorbancia de una solucion de PBG de concentracién 1mg/ml)
PM: peso molecular del PBG

Vina:  coOrresponde al volumen de sobrenadante desproteinizado.

Venzima: COrresponde al volumen de enzima agregado al sistema de incubacion.

11.4.1 Medicidn de actividad del ALA-D en presencia de dietilpirocarbamato

La enzima purificada se incubd con diferentes concentraciones de
dietilpirocarbamato (DEP) a 0 °C, en concentraciones variables entre 0,1 y 0,35 mM.

Las soluciones stock de DEP se prepararon en etanol absoluto y se
cuantificaron por reaccioén con imidazol 10 mM midiendo la absorbancia a 230 nm y
utilizando la absortividad molar 3.000 M'cm™ (Melchior & Fahrney, 1970).

La reaccion de etoxiformilacidon se detuvo por el agregado de imidazol 10 mM a
pH 7,4; en ensayos previos se determiné que esta concentracidn no modifica la
actividad de la enzima.

La medicién de actividad de ALA-D control para este tratamiento se realizé
agregando una alicuota de la proteina al sistema de incubacién que contenia DEP e
Imidazol como blogueador de la accion del DEP. Para los estudios de proteccién por
iones Zn, la enzima se pretratd durante 30 minutos a 37°C con el cation.

La proteccién por el sustrato se llevé a cabo preincubando la enzima con
diferentes concentraciones de ALA durante 10 minutos a 0 °C para minimizar la
produccién de PBG.
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11.4.2 Unidad enzimatica

Se define una unidad enzimatica (U.E.) como la cantidad de enzima que
cataliza la formacién de 1 nmol de PBG por hora en las condiciones estandar de
incubacion.

La actividad especifica (A.E.) se define como las U.E/mg de proteina.

Los valores expresados de actividad enzimatica son el promedio + DE de 3

determinaciones realizadas por duplicado.

1.5 CONTENIDO PROTEICO

Se determin6 el contenido de proteinas por el método de Bradford (1976). A
0,1 ml de una dilucion apropiada de la proteina se le agregaron 2,5 ml del reactivo
de Bradford (0,01% (p/v) de Coomassie Brilliant Blue G-250 en 4,7% (p/v) de etanol
95% y 8,5% (p/v) de acido fosforico 85%). Se leyd la absorbancia a 595 nm contra
un blanco preparado con 0,1 ml de agua y 2,5 ml de reactivo entre los 2 minutos y 1

hora. La cantidad de proteina se calcul6 segun la siguiente expresion:

proteina (mg/ml) = (Asgs-B) x f x Fdil

Asgs:  Absorbancia de la muestra

B: Absorbancia del blanco

f: factor obtenido de la curva de calibracién realizada con seroalbimina bovina
Fqi: factor de dilucion

1.6 PURIFICACION DEL ALA-D

El esquema definitivo para purificar el ALA-D se puso a punto y esta descripto
en el item Resultados. Las condiciones experimentales descriptas fueron las
empleadas y en todas las etapas se trabajé a 4 °C, a menos que se indique lo

contrario. Los procedimientos utilizados fueron los siguientes:

Homogenato: Las células rotas se extrajeron durante 45 minutos en una solucién
qgue contenia: buffer Tris-HCI 20 mM pH 7,4; B-Me 10 mM; acetato de Zn 0,01 mM,
cloruro de sodio 0,2 M y PMSF 1 mM, en una relacién 1:3 (p/v). Posteriormente se

centrifugé durante 30 minutos a 10.000 x g, descartandose el precipitado.
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Calentamiento: El sobrenadante proveniente de la etapa anterior se calentd a 60 °C
durante 10 minutos, eliminando por centrifugacion (30 minutos a 10.000 x @) las

proteinas desnaturalizadas.

Fraccionamiento salino: El sobrenadante obtenido en el paso anterior se llevo a
40% de saturacidn con sulfato de amonio solido. Se descartdé el precipitado
obtenido, sin actividad enzimatica, y la solucion remanente se llevd a 65% de
saturaciéon. En ambas precipitaciones se agitdé durante 45 minutos luego del
agregado de la sal y se centrifugd 30 minutos a 10.000 x g. El precipitado obtenido
se disolvid en buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4 + 3-Me 10 mM.

Cromatografia por tamiz molecular Sephacryl S-300: La columna se equilibro
con buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4 + B-Me 10 mM. La proteina se eluyé con 200 ml
de buffer con un flujo constante de 0,5 ml/minuto. Dimensiones de la columna: 2,2

cm de diametro interno, 50 cm de longitud.

Cromatografia de interaccion hidrofébica Phenyl Sepharose: La columna se
equilibré con buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4 + B-Me 10 mM + sulfato de amonio 2 M.
La proteina se sembro luego de llevar la suspensién proteica a una concentracién
final de sulfato de amonio 2 M; se lavé la columna con 15 ml del mismo buffer; y se
eluy6 con 15 ml de un gradiente lineal de sulfato de amonio (2-0 M) en buffer Tris-
HCI 50 mM pH 7,4 + B-Me 10 mM y 30 ml de buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4 + B-Me
10 mM, a un flujo constante de 0,3 ml/minuto. Dimensiones: 0,95 cm de diametro

interno, 14 cm de longitud.

Cromatografia de intercambio idnico Q Sepharosa: la columna se equilibré con
buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4 + B-Me 10 mM. Una vez sembrada la proteina se
agregaron 30 ml del mismo buffer y la elucién se realiz6 con 30 ml de un gradiente
lineal de cloruro de sodio (0-1 M) en el buffer de equilibrio. El flujo se mantuvo
constante a 0,3 ml/minuto. Dimensiones de la columna: 0,75 cm de diametro interno,

40 cm de longitud.

Cromatografia de afinidad Tiopropil Sepharosa 6B: La fraccién proteica
proveniente del fraccionamiento salino, resuspendida y dializada contra buffer
fosfato de sodio 20 mM pH 7,4 para eliminar el exceso de sal, se preincubd con
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ditiotreitol (DTT) 10 mM durante 15 minutos a 37 °C. El exceso de reactivo tidlico se
eliminé utilizando una columna de Sephadex G-25 (dimensiones de la columna: 1,45
cm de didmetro interno, 25 cm de longitud). eluyendo con buffer fosfato de sodio 20
mM pH 7,4 saturado con nitrégeno (N2) para mantener condiciones reductoras. La
fraccion proteica recogida se sembrd inmediatamente en la columna de afinidad
equilibrada con el mismo buffer, y se eluy6 con buffer fosfato de sodio 20 mM pH 7,4
+ DTT 25 mM a un flujo constante de 1,0 ml/minuto. Dimensiones de la columna: 1,1

cm de diametro interno, 2,5 cm de longitud.

1.7 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (PAGE)

11.7.1 Geles desnaturalizantes

Se realizaron corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida en presencia
de SDS (Laemmli, 1970). Se utilizaron geles concentradores (4%) y separadores
(7,5%). Los geles fueron corridos a temperatura ambiente aplicando una diferencia
de potencial de 170 V durante 60 minutos. Las bandas proteicas se revelaron por

tincién con reactivo de plata.

11.7.2 Geles nativos. Determinacion de la actividad en gel

La proteina fue sembrada en un gel nativo de poliacrilamida (7,5%). Al
finalizar la corrida, realizada a 4 °C, uno de los carriles fue tenido con el reactivo de
plata y las otras calles se cortaron en tiras de 3 mm de alto. Estas porciones de gel
conteniendo proteina se colocaron en tubos Eppendorf con una solucién que
contenia buffer Tris-HClI 50 mM pH 7,4; ALA 2,5 mM y B-ME 10 mM y se dejaron
toda la noche a 4 °C. Posteriormente se incubd durante 60 minutos a 60 °C, se
detuvo la reaccidn y se cuantificd el producto por el agregado de reactivo de Ehrlich
modificado (0,4 g de p-dimetilaminobenzaldehido en 16,8 ml de acido acético glacial
y 3,2 ml de &cido perclérico).

Se calculé el Rf de la tira de gel que presentd actividad y fue relacionada con

la banda proteica revelada por la tincion con plata.
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11.7.3 Determinacion de la masa molecular relativa mediante geles de PAGE

La masa molecular relativa (Mr) se calculé a través de una corrida en gel
desnaturalizante con SDS. Se sembraron las muestras y proteinas estandar de peso

molecular conocido.

I.8 DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR RELATIVA MEDIANTE
CROMATOGRAFIA POR TAMIZ MOLECULAR

Se utilizé una columna de Sephacryl S-300 a la que se le realizaron corridas
individuales de las siguientes proteinas patrones: Tiroglobulina (Mr: 664 kDa),
Tiroglobulina + SDS (Mr: 332 kDa) Lactico deshidrogenasa (Mr: 140 kDa)
Seroalbumina bovina (Mr: 67 kDa) .La curva de calibracién se obtuvo graficando log

de Mr en funcién de Ve/Vo.

11.9. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizaron usando el analisis de varianza para un factor
(ANOVA), estableciéndose un nivel de probabilidad menor a 0,05 para considerar

diferencias significativas.
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CAPITULO I
DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA
MEDIR ACTIVIDAD DE ALA-D EN MICELIO Y LEVADURA

DE Mucor rouxii

Se llevaron a cabo una serie de experiencias con el objeto de determinar en
ambas fuentes, micelio y levadura, las condiciones dptimas para la extraccion de la
enzima y la medicién de la actividad catalitica.

1.1 OBTENCION DE LA ENZIMA DE MICELIO Y LEVADURA

Se utilizé como fraccién enzimatica el extracto libre de células.

1.1.1 Micelio

El micelio pulverizado, obtenido segun se detalla en Métodos, se resuspendié
en una relacion 1:3 (p:v), en diferentes soluciones reguladoras con el objeto de
establecer la mas adecuada para la extraccion de la enzima. En la Tabla I.1 se
muestran los resultados obtenidos.

Si bien la actividad de la enzima no mostré variaciéon al utilizar buffer Tris-HCI o
fosfato de sodio, para evitar la posible interferencia del fosfato en los ensayos con
metales e intercambiadores idnicos, se selecciondé para preparar los homogenatos
(a menos que se indique lo contrario) al buffer Tris-HClI 20 mM pH 7,4 conteniendo
NaCl 0,2 mM, B-Me 10 mM, PMSF 1 mM y acetato de Zn 0,01 mM.

1.1.2 Levadura

La ruptura celular se llevé a cabo de 3 formas diferentes:
a) Sonicacion durante 4 minutos a una amplitud comprendida entre 8 y 10um.
b) Ruptura mecanica en mortero con alumina 1:2 (p:p).

¢) Ruptura mecéanica en mortero con perlas de vidrio.
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Tabla I.1: Actividad especifica de ALA-D del micelio de
Mucor rouxii en diferentes medios de extraccién.

BUFFER A.E.(%)
Tris-HCI 100,0 +2,0
Tris-HCl+B-Me 105,0 2,0
Tris-HCl+B-Me+NaCl 105,0 + 3,0
Tris-HCl+B-Me+aCl+PMSF 105,0 +4,0
Tris-HCIl+B-Me+NaCl+PMSF+acetato Zn 105+2,0
Na-PO, 100 + 3,0
Na-PO,+B-Me 106 + 4,0
Na-PO,+B-Me+NaCl 106 £ 3,0
Na-PO,+B-Me+NaCl+PMSF 106 + 2,0
Na-PO,+B-Me+NaCl+PMSF+acetato Zn 106 +4,0

El sistema de incubaciéon no contenia agregado de B-Me.
Los resultados se expresan como porcentaje + D.E de
actividad especifica tomando como 100% al valor obtenido
en cada buffer sin ningun agregado. pH de los buffers: 7,4;
[NaCl]: 0,2 mM; [B-Me]: 10 mM; [PMSF]: 1 mM y [acetato

de Zn]: 0,01 mM. A.E: 12,0 £ 0,5 U.E./mg.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla [.2. Se observan valores de

actividad especifica del mismo orden para a) y b). Debido a la mayor simplicidad del

tratamiento con alumina, se eligié este ultimo para la ruptura de células de levadura

de Mucor rouxii.

Tabla 1.2: Actividad especifica de ALA-D de levadura de
Mucor rouxii obtenidas por diferentes métodos de ruptura

TECNICAS DE EXTRACCION A.E.
Sonicacién 3,0+0,4
Alumina 45+0,5
Perlas de vidrio 1,7+0,2

El sistema de incubacion se detall6 en Métodos. Los
resultados representan el promedio = D.E. de la actividad
especifica obtenidos de tres experimentos independientes,

Luego de la ruptura las células se extrajeron con una solucién que contenia
buffer Tris-HCI 20 mM pH 7,4+NaCl 0,2 mM+p-Me 10 mM+PMSF 1 mM+acetato de

Zn 0,01 mM en una relacién 1:3 (p:v) segun se detall6 en Métodos. La eleccion del
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buffer se realizd en forma analoga a lo descripto para las células de micelio,

habiéndose encontrado los mismos resultados.

.2 CONDICIONES OPTIMAS PARA LA MEDICION DE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA

I.2.1 Efecto de la concentracion de proteinas

La variacion de la actividad enzimatica en funcion de diferentes cantidades de
proteina (Figura I.1) mostré una buena correlacion lineal, con valores de r® cercanos

a1 (0,996 y 0,999 para micelio y levadura respectivamente).
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Figura I.1: Efecto de la concentracion de proteinas sobre la actividad del ALA-D de
micelio (a) y de levadura (b) de Mucor rouxii.

La actividad se midi6 segun se describi6 en Métodos y los resultados se expresaron
como en la Tabla I.2.

1.2.2 Efecto del tiempo de incubacion
En ambas fuentes, micelio y levadura, se encontré que hasta los 90 minutos
de incubacion la formacion de PBG aumento linealmente con el tiempo (Figura 1.2).
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Por lo tanto se tomd como tiempo éptimo de incubacion para la determinacion de la

actividad enziméatica 60 minutos.
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Figura |.2: Efecto del tiempo de incubacion sobre la actividad del ALA-D en micelio (a) y
levadura (b).La actividad se midi6 segun se describi6 en Métodos y los resultados se
expresaron como en la Tabla I.2. (a) r*: 0,995; (b) r*: 0,997.

1.2.3 Efecto de la temperatura de incubacion

El estudio de la relaciéon entre la formacién de PBG y la temperatura de
incubacion dié por resultado un maximo de actividad catalitica bien definido a los 60
°C, tanto en el caso de la enzima de micelio (Figura 1.3 a) como de levadura (Figura
1.3 b).

Estos resultados corroboran la conocida estabilidad térmica de esta enzima,

detectada en la mayoria de las fuentes estudiadas. Dicha propiedad se tuvo en
cuenta al momento de purificar el ALA-D de ambas fuentes (Capitulo Il de

Resultados y Discusion).
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Figura 1.3: Efecto de la temperatura de incubacién sobre la actividad del ALA-D en micelio
(a) y levadura (b).

La actividad se midié segun se describié en Métodos y los resultados se expresaron como
en la Tabla 1.2.

Mediante la Ecuacion de Arrhenius y graficando el log de la velocidad de
reaccion (v) en funcién de la inversa de la temperatura absoluta, se determiné el
valor de la energia de activacion de la reaccion catalizada por el ALA-D en micelio:
Ea: 9,369 kcal/mol (Figura 1.4 a) y en levadura E,: 14,284 kcal/mol (Figura 1.4 b).

log v
log v

3,0 3,1 3,2 3,3 34 3,5 30 3,1 32 3,3 3,4 35
1T xK1x103 1T xK 1 x 103

Figura 1.4: Grafico de Arrhenius para el ALA-D proveniente de micelio (a) y levadura (b)
Los datos utilizados son los de la Figura 1.3 a) y b). (a) r: 0,9492), (b) r: 0,9913.
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1.2.4 Efecto del agregado de reactivos tidlicos

Es sabido que la presencia de reactivos tidlicos tales como B-mercaptoetanol
(B-Me), cisteina (Cys), ditiotreitol (DTT) y glutation reducido (GSH) estimulan la
actividad de enzimas de naturaleza sulfhidrilica como el ALA-D. Luego del agregado
de diferentes concentraciones de protectores de grupos SH al medio de incubacion
de la enzima proveniente de micelio y levadura, se observd un incremento maximo
no mayor al 20% en presencia de -Me 10 mM y de DTT 20 mM. Los resultados se

ilustran en la Figura I.5ayb.
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Figura 1.5: Efecto de reactivos tidlicos sobre la actividad del ALA-D proveniente de micelio
(a) y levadura (b).

Los resultados se expresan como porcentaje + D.E de actividad especifica tomando como
100% la actividad de la enzima sin el agregado de reactivo tidlico. Los detalles
experimentales se describen en Métodos. Los resultados representan el promedio + D.E. de
la actividad especifica obtenidos de tres experimentos independientes. Valores medio
control: micelio: A.E.=12,8 +1,1 U.E./mg; levadura : A.E.=4,0 +0,8 U.E./mg). (¥) Cys, (A)
GSH, (O) DTT; (®)p-Me. Diferencia significativa con respecto al control: (*) p<0,05 y (x%*)
p<0,01.

1.2.5 Efecto de la concentracion de sustrato

Se midié la actividad de ALA-D variando las concentraciones de ALA entre
0,025 y 5 mM. Se observd tanto para micelio como para levadura que a una
concentracion 2,5 mM la enzima esta saturada. Se seleccion6 esta concentracion de

sustrato como la 6ptima para el sistema estandard de incubacién.

82



Resultados y Discusion

1.2.6 Determinacion del pH 6ptimo

Se estudio la dependencia de la actividad enzimatica con el pH en el rango
comprendido entre 6 y 9. En la Figura 1.6 se muestran los resultados obtenidos. Se

encontrd que el pH éptimo fue de 7,4 tanto para micelio como para levadura.
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Figura I.6: Determinacion del pH 6ptimo.

La actividad se midi6 segun se describié en Métodos y los resultados se expresaron
como en la Tabla I.2.

1.2.7 Efecto del almacenamiento sobre la actividad enzimatica.

Se fraccionaron alicuotas del extracto enzimatico provenientes de micelio y
levadura en tubos eppendorff. Se mantuvieron a 4 °C durante 9 dias en condiciones
aerdbicas y anaerdbicas, en presencia y ausencia del inhibidor de proteasas fluoruro
de fenilmetilsulfonilo (PMSF). Los resultados se muestran en la Tabla LIII.

El almacenamiento de los extractos libres de células a 4°C mostré6 una
pérdida en la actividad de la enzima desde el segundo dia, en presencia y ausencia
de PMSF, mayor en aerobiosis que en anaerobiosis. Esta disminucion de actividad
fue prevenida parcialmente por el PMSF y tampoco revirti6 en las condiciones
optimas de incubacién (datos no mostrados). En este caso pueden estar actuando
proteasas que no sean inhibidas por PMSF. Entre el quinto y el noveno dia fue mas

evidente el efecto protector del PMSF independientemente de la presencia de
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oxigeno. En este intervalo la pérdida actividad se deberia principalmente a la accion
de proteasas, que de no ser inhibidas por PMSF dejarian una actividad residual de
entre el 5y el 12% al noveno dia; con el agregado de este reactivo se conservd
entre el 44 al 70 % de actividad.

Tabla 1.3: Efecto del estacionamiento sobre la actividad enzimatica

ACTIVIDAD ESPECIFICA (%)
MICELIO
Tiempo Anaerobiosis Anaerobiosis Aerobiosis Aerobiosis
(dias) sin PMSF con PMSF sin PMSF con PMSF
0 100+ 3 100+ 4 100+ 3 100+ 5
2 75 + 4" 85+ 6" 65 + 4™ 79 +3"
5 43 + 2** 78 + 5* 41 + 3** 77 £ 4*
7 20 £ 1** 77 £ 5% 28 £ 2** 73+3"
9 5+£1* 70 + 6" 9+1* 67 + 5**
LEVADURA
0 100+ 4 100+ 7 100+ 5 100+ 3
2 64 + 2** 75+ 3" 60 + 4** 73 £ 4*
5 47 + 2** 58 + 3** 51 +3* 57 £ 2**
7 23+ 1** 53 + 2** 30 +4* 55 + 3**
9 10 £ 1™ 44 + 3** 12 £ 2™ 49 + 2**

Se tomaron las alicuotas de los extractos enzimaticos estacionados a los tiempos
indicados, y se determiné la actividad segun el procedimiento descripto en Métodos y los
resultados se expresaron segun la Figura 1.5. El 100% corresponde a la actividad
enzimatica sin el agregado de B-Me. Valores A.E medios control: 11,1 + 0,8 (micelio)
A.E.: 3,1 + 0,5 (levadura). Diferencia significativa con respecto al control: (%) p<0,05 y
(% %) p<0,01.

1.3 CONCLUSIONES

e De los ensayos descriptos en el item I.1 se determiné como medio 6ptimo para la
extraccion de la enzima de ambas fuentes el siguiente buffer: Tris-HCI 20 mM pH
7,4+NaCl 0,2 mM+p-Me 10 mM+PMSF 1 mM+acetato de Zn 0,01 mM en una

relacion 1:3 (p:v)

e A partir de los resultados de las experiencias descriptas en el item 1.2 se
establecié, para ambas formas mérficas del ALA-D de Mucor rouxii, como

composicion éptima para el sistema estandar de incubacién: Tris HCI 50 mM pH:
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7,4; ALA 2,5 mM; B-Me 10 mM; fraccidon enzimatica (mg de proteina capaces de
producir entre 3 y 25 nmoles de PBG) y agua csp hasta completar el volumen
final. La incubacién se llevo a cabo a 37 °C en aerobiosis y en agitacién constante
durante 1 hora.

En forma andloga a lo observado en la mayoria de las fuentes estudiadas la

enzima presento6 su caracteristica termoestabilidad y naturaleza sulfhidrilica.

El extracto libre de células obtenido tanto de micelio como de levadura, puede ser
almacenado a 4°C durante 48 horas, en ausencia 0 presencia de oxigeno,
conservando entre un 65 y 85% de su actividad cuando la determinacién fue
realizada sin agregado de protector de grupos —SH. La presencia del inhibidor de
proteasas PMSF en el buffer de extraccidn es necesaria para bloquear la accion

de las enzimas proteoliticas, sensibles a este reactivo, presentes en los extractos.
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CAPITULO II

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DEL ALA-D DE
MICELIO Y LEVADURA DE Mucor rouxii.

II.1 ENSAYOS PRELIMINARES
I.1.1. Tratamiento térmico

Teniendo en cuenta la naturaleza termoestable de esta enzima en otras
fuentes (Batlle et al., 1967) se decidié emplear el tratamiento térmico como una de
las etapas iniciales para la purificacion del ALA-D de Mucor rouxii.

Para estudiar la estabilidad térmica de la enzima, proveniente de ambas
fuentes, se preincubé el extracto libre de células, en ausencia de sustrato, en bafno
de agua con agitaciébn constante, durante 5, 10 y 20 minutos a diferentes
temperaturas (37, 45, 60 y 65 °C) (Figuras 1l.1 a y b). Finalizados los distintos

tiempos de calentamiento, las suspensiones enzimaticas se enfriaron rapidamente
en bafo de hielo y se centrifugaron a 10.000 x g durante 30 minutos. En los
sobrenadantes se determiné actividad enzimética y contenido de proteinas, previo
agregado de B-Me 10 mM.

Los resultados obtenidos indicaron que la enzima, tanto en micelio como en
levadura, es termoestable y que la temperatura y el tiempo éptimo de
calentamiento, para ser utilizados en el esquema de purificacién, son de 60 °Cy 10

minutos respectivamente en ambas formas moérficas del hongo.

I1.1.2. Precipitacion con sulfato de amonio

El sobrenadante proveniente del tratamiento térmico se sometid a un
fraccionamiento salino con sulfato de amonio para determinar el rango de
precipitacion 6ptimo con esa sal. En una primera experiencia, y teniendo en cuenta
los rangos de precipitacién determinados para la enzima proveniente de otras
fuentes (Batlle et al., 1987), la suspension enzimatica se fraccion6 con sulfato de
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amonio en los siguientes rangos: 0-30%, 30-55%, 55-70% y 70-90%. La proteina
precipitada fue resuspendida en buffer Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, B-Me 10 mM para
determinar su actividad enzimatica. Independientemente de trabajar con micelio o

levadura, casi el 100% de las unidades precipitaron en el rango 40-65% de

saturacion (Tabla II.1).
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Figura Il.1: Estabilidad térmica del ALA-D de micelio (a) y levadura (b) de Mucor rouxii.

Luego de la preincubacion (O) 37 °C, (A) 45 °C, (O) 60 °C, () 65 °C, la actividad de la
enzima se realizd segun se detall6 en Métodos. Los resultados representan el promedio +
D.E. de la actividad especifica obtenidos de tres experimentos independientes. Diferencia
significativa con respecto al control: (%) p<0,05 y (**) p<0,01.

Tabla Il.1: Fraccionamiento salino del ALA-D de Mucor rouxii

% Saturacion con

ACTIVIDAD (%)

(NH,4),S0O, MICELIO LEVADURA
Precipitado 0-40 0,0 0,0
Precipitado 40-65 97,0+4,2 97,5+5,2
Sobrenadante 40-65 3,0+£04 2,5+0,1

La determinacion de la actividad de la enzima (U.E.) se llevd a cabo
segun lo descripto en Métodos. Los resultados representan el
promedio * D.E. de la actividad obtenidos de tres experimentos

independientes.
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1.2 PURIFICACION DEL ALA-D DE MICELIO Y LEVADURA DE Mucor rouxii

A partir de los resultados obtenidos en los estudios previos y las
caracteristicas fisico-quimicas de la enzima se decidi6 emplear, para ambas fuentes
enzimaticas, la siguiente secuencia de pasos para su purificacion. Todas las

operaciones, salvo se indique otra condicion, se realizaron a 4°C.

Homogenato (H): A partir de aproximadamente 30 g de tejido (peso humedo)
para micelio y de 15 g (peso humedo) para levadura se procedid a la ruptura segun
se detall6 en Métodos. Posteriormente se resuspendieron las células rotas en el
buffer adecuado en una relacion de 1:3 (p:v), y se centrifugé a 10.000 x g durante 30
minutos; se descart6 el precipitado y el sobrenadante corresponde a la fraccion H.

Calentamiento (C): La fraccién H se calenté durante 10 minutos a 60 °C, se
centrifugd para separar la proteina desnaturalizada y el sobrenadante resultante

constituye la fraccién C.

Fraccionamiento salino (Fs): La fraccion C se traté con sulfato de amonio.
Reservando la proteina que precipita en el rango 40-65%. Previa resuspension en
buffer corresponde a la fraccién Fs

Cromatografia por tamices moleculares en Sephacryl S-300 (S-300): La
suspensién proteica proveniente del fracccionamiento salino fue sembrada en una
columna de Sephacryl S-300. En las fracciones eluidas se midi6 actividad
enzimatica y proteinas colectando las que presentaron actividad (fracciéon S-300). La
actividad especifica de las fracciones S-300 fue 2,9 y 3,2 veces superior a la del
paso anterior, para micelio y levadura respectivamente. Los perfiles de elucion

correspondientes a ambas fuentes enzimaticas se muestran en la Figura 11.2

Cromatografia por interaccion hidrofobica en Phenyl-Sepharosa (Ph-
Seph): La fraccién con actividad eluida de la etapa anterior y concentrada utilizando
tubos centripep 10 de Amicon (2 ml), se sembré en la columna de Phenyl-
Sepharosa. Siguiendo el proceso descripto en Métodos y determinando en cada
fraccion el contenido de proteinas y la actividad de ALA-D, se obtuvo el perfil de

elucion que se muestra en la Figura 11.3.
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Figura 11.2: Perfil de elucién para el ALA-D de micelio (a) y levadura (b) de Mucor rouxii a
través de la columna de Sephacryl S-300.

La elucion de la proteina se llevé a cabo empleando buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4 + 3-Me
10 mM (flujo 0,5 ml/min). En cada fraccion se determind la actividad enzimatica (O) y el

contenido de proteinas (®) siguiendo la metodologia descripta en Métodos.
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Figura 11.3: Perfil de elucién del ALA-D de micelio (a) y levadura (b) de Mucor rouxii a través
de una columna de Phenyl-Sepharosa. La proteina se eluyd, en ambos casos, utilizando un
gradiente lineal de sulfato de amonio (2-0 M) (—) y buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4 + B-Me 10
mM (flujo 0,3 ml/min). En los eluidos se determiné la actividad de la enzima (O) y el

contenido proteico (@) siguiendo la metodologia descripta en Métodos.
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La enzima eluyé de la columna, en ambos casos, luego de finalizado el
gradiente lineal de sulfato de amonio (2-0 M), a un volumen comprendido entre 7 y
14 ml de buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4 B-Me 10 mM (fraccion Ph-Seph), dando
cuenta de una fuerte interaccién con la matriz hidrofébica. Esta fraccién presento,
respecto de la fraccion S-300, una actividad especifica 3 y 2 veces superior en
micelio y levadura respectivamente.

Cromatografia por intercambio ionico en Q-Sepharosa (Q-Seph): La
fraccion Ph-Seph fue concentrada alrededor de 8 veces en un tubo centripep 10 de
Amicon hasta un volumen aproximado de 1,7 ml y sembrada en la columna de Q-
Seph La proteina retenida se eluyd, segun se describié en Métodos, por aplicacion
de un gradiente lineal de NaCl (0-1M) en el buffer de equilibrio de la columna. A una
fuerza iénica de 0,6 M en NaCl en un volumen de aproximadamente 10 ml (fraccion
Q-Seph). En las Figuras 1.4 se muestran los perfiles de elucidon correspondientes.
Respecto a la fraccibn Ph-Seph la proteina eluida mostr6 un valor de actividad

especifica 11,5y 9 veces en micelio y levadura respectivamente.
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Figura 11.4: Perfil de elucién del ALA-D de micelio (a) y levadura (b) de Mucor rouxii a través
de una columna de Q-Sepharosa.

La proteina fue eluida aplicando un gradiente lineal de NaCl (0-1M) (—) en buffer Tris-HCI 50
mM pH 7,4 + B-Me 10 mM (flujo 0,3 mil/min). En los eluidos se determin6 el contenido
proteico (@) y la actividad de la enzima (O), siguiendo la metodologia descripta en Métodos.
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En la Tabla 11.2 se resumen los resultados obtenidos para purificar el ALA-D
de micelio y levadura siguiendo el esquema de purificacién descripto.

La proteina proveniente de micelio se consiguid purificar 700 veces, mientras
que para la enzima de levadura el grado de purificacion fue del érden de 500 veces,
con un rendimiento, en ambos casos del 24%. La ultima etapa fue la que produjo

mayor purificacidon con respecto al paso inmediato anterior.

Tabla 11.2: Cuadro de Purificacion para el ALA-D de micelio y levadura de Mucor rouxii.

. Vol Proteinas P_;zttzllggs UE/ml Tol:alzles AE p R
FRACCION | (ml) (mg/ml) (mg) (nmol/ml) (nmol) (nmol/mg) (%)
MICELIO
H 92,0 1,050 96,600 13,6 1251 12,9 1,0 | 100,0
C 86,0 0,260 22,400 13,8 1187 53,1 41 94,8
Fs 5,6 2,240 12,500 200,0 1120 89,6 6,9 | 895
S-300 23,0 0,097 2,230 24,8 570 255,6 19,8 | 45,6
Ph-Seph 9,7 0,052 0,500 41,4 402 804,0 62,3 | 32,1
Q-Seph 10,4 0,003 0,033 28,9 300 9.090,9 |704,7 | 23,9
LEVADURA

H 100,0 1,595 159,000 7,5 749 47 1,0 ] 100,0
C 95,0 0,393 37,300 7,1 679 18,2 3,9 90,6
Fs 6,7 2,270 15,200 90,9 609 40,0 8,5 81,3
S-300 21,7 0,120 2,600 15,5 336 129,2 27,5 | 449
Ph-Seph 9,7 0,102 0,980 27,2 264 269,4 56,7 | 35,3
Q-Seph 11,9 0,006 0,072 14,9 177 2.458,3 519,7 | 23,6

U.E.: unidades enzimaticas; A.E.: actividad especifica; P: grado de purificacion; R:
rendimiento

1.3 ETAPAS ALTERNATIVAS DE PURIFICACION DEL ALA-D. CROMATOGRAFIA
DE AFINIDAD EN THIOPROPYL-SEPHAROSA 6B

Con el objeto de ensayar otros métodos alternativos de purificacion y teniendo
en cuenta la naturaleza sulfhidrilica del ALA-D se decidié emplear la inmovilizacion
reversible de proteinas. Se utilizé el reactivo en fase sélida Thiopropyl-Sepharosa 6B
(TPS-6B) que contiene, en su forma protegida, grupos a-tiopiridona los cuales en
presencia de péptidos y proteinas con grupos sulfhidrilos expuestos son

desplazados por un intercambio tiol-disulfuro. Un tratamiento posterior con agentes
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reductores permite la separacidn y recuperacion de la proteina o péptido de interés
del grupo protector.

La fraccidon Fs proveniente de micelio de Mucor rouxii, fue utilizada como
extracto proteico. Previo al pasaje por TPS-6B con el propésito de mantener
reducidos los grupos tioles, a través de los cuales se lleva a cabo la interaccion con
el gel, y lograr asi un buen rendimiento de acoplamiento, la fraccion Fs fue
preincubada con ditiotreitol (DTT) 10 mM durante 15 min. a 37° C. Posteriormente
se elimina el exceso de DTT a través de una columna de Sephadex G-25; cuyo perfil
de elucion se representa en la Figura I.5. Cuantificando los grupos SH con el
reactivo de Ellman y las proteinas con la lectura de absorbancia a 280 nm, pudo
observarse una eficiente separacion del DTT y el pico proteico que se concentrd a

un volumen de 0,5 ml.

1,00 2.0
0,75 | 415
o (qV]
X 050 |- H1,0 %
<C <C
0,25 |- 0,5
0,00 L 0,0
0 9 18 27 36 45

Vol (ml)

Figura 11.5: Perfil de elucion de la columna de
cromatografia por Sephadex G-25 utilizada para la
eliminacion del exceso de DTT segun la metodologia
descripta en Métodos. En los eluidos se determiné el
contenido de proteinas (O) y de grupos sulfhidrilos (@)

La fraccién concentrada se sembré en la columna de TPS-6B. Luego de lavar

el gel con buffer Tris-HCI 50 mM, pH 7,4; la proteina se eluyd, segun la metodologia
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descripta en Métodos, con un flujo de 0,2 ml/min. Tanto en las fracciones de lavado

como en las de elucién se determiné actividad enzimatica y el contenido de

proteinas por lectura de la absorbancia a 280 nm. También se analiz6 el

desplazamiento de los grupos tiopiridona del gel de afinidad por lectura de

absorbancia a 343 nm.

En la Figura 1.6 se muestra el perfil de elucién de la columna de TPS-6B.

Puede observarse ademas que el exceso de proteinas y unidades no retenidas son

eliminadas junto con los grupos tiopiridona desplazados del gel por el acoplamiento

de las proteinas al mismo. Los grupos tiopiridona también son separados durante la

elucion de la proteina producida por el agregado de DTT como agente desplazante.
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Figura I.6: Cromatografia por afinidad en Tiopropil-Sepharosa 6B.

Perfil de elucién para el ALA-D de micelio de Mucor rouxii En los eluidos se
determiné el contenido de proteinas (®), las unidades enzimaticas (O) y los
grupos tiopiridona (A) desplazados durante la unién y liberacién de la enzima,

segun lo descripto en Métodos.
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Haciendo el célculo del grado de purificaciéon y rendimiento (volumen de cada

fraccién 0,5 ml) que se obtiene por aplicacién de esta metodologia y refiriéndolo a la
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cantidad de material sembrado en la columna se obtuvieron los resultados que se
muestran en la Tabla 1I.3. Se logré un acoplamiento muy bueno de las unidades
sembradas, asi como también una alta recuperacion por elucién de la columna de
afinidad (96%).

Tabla 11.3: Cromatografia de afinidad utilizando TPS-6B.

: U.E. Proteinas A.E. R
FRACCION |\ oliml) |  (mg/mi) (UE/mg) (%) P
Sembradas 59,5 1,630 36,5 100 1,0
Retenidas 57,2 0,179 319,5 96 8,8
No retenidas 2,2 1,451 1,5 4 --

La fraccion a la cual se aplico este tratamiento corresponde a Fs de micelio. Los detalles
de la técnica se encuentran descriptos en Métodos.

Los datos de la Tabla .3 indican un grado de purificacion de
aproximadamente 9 veces por aplicacién de esta técnica. El bajo porcentaje de la
enzima no retenida (4%) dié cuenta de la buena interaccién con el gel debido a la
naturaleza sulfhidrilica del ALA-D. Por otro lado cuando se midié la actividad
enzimatica del ALA-D acoplada al gel se pudieron cuantificar tan solo el 52% de las
unidades enzimaticas retenidas en la columna de TPS-6B. Este hecho revela que no
todas las moléculas de la enzima interactuaron con el gel a través del mismo tipo de
grupo SH. El 50% lo hizo mediante grupos SH esenciales para la medicion de
actividad y el resto a través de otros grupos tioles que no estan involucrados en la
catalisis.

Si bien este tratamiento arrojé un buen grado de purificacion y un excelente
grado de recuperacion, presenta sin embargo una serie de desventajas que nos
llevaron a descartarlo en el esquema de purificacion propuesto. Entre ellas se
pueden mencionar: las condiciones de anaerobiosis requeridas para la siembra y
separacion del exceso de DTT de la columna de Sephadex G-25, el pequefio
volumen de extracto enzimatico con el que se debe trabajar y la imposibilidad de
recuperar el gel de la Tiopropyl-Sepharose 6B luego de su uso.

Se obtuvieron resultados similares cuando este procedimiento se aplico al
extracto Fs de levadura (%R: 90; P: 9,6)
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I.4 CARACTERIZACION DEL ALA-D DE MICELIO Y LEVADURA DE Mucor

rouxii.

I1.4.1 Cinética de la reaccion

Empleando el extracto libre de células como fraccién enziméatica, se llevaron a
cabo estudios de velocidades iniciales con el objeto de determinar los parametros
cinéticos de la enzima ALA-D proveniente de micelio y levadura de Mucor rouxii.

También se caracteriz6 la inhibicion por un anélogo del sustrato (&cido levulinico).

11.4.1.1 Estudio de velocidades iniciales

La reaccidén catalizada por el ALA-D, en la que participan 2 moléculas del
mismo sustrato (ALA) para generar 1 molécula de producto (PBG), ha sido
estudiada en una amplia variedad de fuentes mostrando en la mayoria de los

organismos un comportamiento michaeliano.

En la Figura 11.7 se representa la velocidad de formacion de producto variando
la concentracién de sustrato, obteniéndose curvas de saturacidén hiperbdlicas en
ambos casos; asimismo la saturacion se produjo a una concentracion de ALA de 2,5
mM. Dado que la reaccibn enzimética en estudio mostré para todas las
concentraciones de sustrato ensayadas una relacion lineal entre la cantidad de
producto formado y el tiempo, los valores de velocidad correspondientes a una hora
de incubacién son valores de velocidades iniciales que pueden ser representados en
los graficos de inversas de Lineweaver-Burk (Figura 1l.7, inset) a partir de los cuales
para ambos tipos celulares de calcularon los pardmetros cinéticos Km y Vmax

Para la enzima de micelio los valores hallados fueron de 0,14 £ 0,05 mMy 12,5
t+ 1,1 nmol/h.mg para Km y Vna respectivamente, mientras que para el ALA-D de
levadura el Km fue 0,23 £ 0,04 mMy la Vimax 4,5 £ 0,7 nmol/h.mg.
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Figura 11.7: Curva de saturacion por sustrato para el
ALA-D de micelio (a) y de levadura (b) de Mucor rouxii.
Inset: Graficos de inversas de Lineweaver-Burk para
la cinética del ALA-D de micelio (a) y levadura (b). La
actividad se midié segun lo descripto en Métodos.
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El ALA-D de micelio y levadura mostré valores de constantes de afinidad por el
ALA similares. Si bien los valores de Vmax No representan parametros cinéticos para
caracterizar la enzima, los mismos se condicen con los valores de actividad
especifica medidos para ambas formas morficas del hongo durante la purificacién.
Los valores de Km obtenidos se encuentran dentro del mismo orden que los
reportados en preparaciones provenientes de diferentes fuentes tales como:
eritrocitos de ave y conejo (0,5 mM) (Granick & Mauzerall, 1958), Saccharomyces
cerevisiae (1,5 mM) (Barreiro, 1967), higado bovino (0,15 mM) (Batlle et al., 1967),
Chilorella regularis, (0,5 mM) (Tamai et al., 1979), hojas de espinaca (2,4 mM)
(Liedgens et al., 1983), eritrocitos humanos (0,29 mM) (Gibbs et al., 1985 a) y Pieris
brassicae (0,36 mM) (van Gessel & Kayser, 2007). Paveto et al. (1989), trabajando
con extractos crudos de micelio y levadura de Mucor rouxii, obtuvieron valores de

Km similares a los hallados en este trabajo.

I1.4.2 Inhibicién por acido levulinico

Se estudié el efecto del agregado de acido levulinico, un analogo del ALA,
sobre la actividad del ALA-D.

I1.4.2.1 Curva de inhibicion por acido levulinico sobre la actividad del ALA-D

Se determiné la actividad de la enzima proveniente de ambos tipos celulares,
utilizando diferentes concentraciones del inhibidor (0,025-2 mM) para una
concentracion fija de ALA de 0,25 mM con el objeto de encontrar las
concentraciones de acido levulinico necesarias para la caracterizacion de la
inhibicién producida por este compuesto.

En la Figura 11.8 se grafica el porcentaje de actividad especifica en funcion de
la concentracion de inhibidor, observandose un comportamiento similar para la
enzima tanto de micelio como de levadura.

Teniendo en cuenta estos resultados se eligieron, para la caracterizaciéon de la

inhibicién, concentraciones de acido levulinico a partir de 0,25 mM.
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Figura 11.8: Efecto del acido levulinico sobre la actividad del ALA-D de micelio (a) y de
levadura (b) de Mucor rouxii.

Los resultados representan el promedio del porcentaje de las actividades especificas
obtenidas de tres experimentos independientes. El 100% corresponde a la determinacion
de actividad sin agregado de inhibidor. Valor de A.E. medio control: micelio = 12,5 + 1,3
nmol/mg. levadura = 4,3 £ 0,3 nmol/mg. Otros detalles experimentales se describen en
Métodos.

11.4.2.2 Caracterizacion de la inhibicion por acido levulinico

Se midié la actividad del ALA-D, proveniente de ambas fuentes enziméaticas,
variando la concentracién de ALA entre 0,05 y 0,5 mM en ausencia y en presencia
de distintas concentraciones fijas inhibidor (0,25; 0,50 y 1 mM).

La representacion del grafico de dobles reciprocas (Figuras 11.9 ay 11.10 a) de

las velocidades iniciales de reaccion en presencia de inhibidor indica para el acido
levulinico una inhibicidén de tipo competitiva. El calculo de la constante de inhibicion
(Ki) obtenida a partir del grafico de las pendientes en funcién de la concentracién de
inhibidor (Gréafico de Dixon) dié como resultado un valor de Ki: 0,41+£0,04 mM y de

0,37+0,03 mM para la enzima de micelio y levadura respectivamente (Figuras I1.9 b

y 11.10 b).
Al igual que los valores de Km, los valores de Ki hallados no mostraron

diferencias significativas.
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Figura 11.9: Gréfico de dobles reciprocas (a) y de Dixon (b) para el ALA-D de micelio de
Mucor rouxii. Las inversas se calcularon a partir de los valores de velocidades iniciales en
ausencia de inhibidor (O ) y con 0,25 mM (O), 0,5 mM (A) y 1 mM (V) de &cido levulinico.
Para el gréafico de Dixon se tomaron los valores de las pendientes obtenidas de las rectas de
los graficos de dobles reciprocas versus la concentracion de acido levulinico
correspondiente.
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Figura 11.10: Grafico de dobles reciprocas (a) y de Dixon (b) para el ALA-D de levadura de
Mucor rouxii. Las inversas se calcularon a partir de los valores de velocidades iniciales en
ausencia de inhibidor (O ) y con 0,25 mM (O), 0,5 mM (A) y 1 mM (V) de &cido levulinico.
Para el gréafico de Dixon se tomaron los valores de las pendientes obtenidas de las rectas de
los graficos de dobles reciprocas versus la concentracion de acido levulinico
correspondiente.
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11.4.2. Efectores

Como parte de la caracterizacion del ALA-D y considerando su naturaleza
sulfhidrilica se estudié el comportamiento de la enzima frente a diferentes reactivos
de grupos tioles y de uniones disulfuro.

I1.4.2.1 Reactivos tidlicos

El estudio del efecto de diferentes protectores de grupos sulfhidrilos (3-Me,
Cys, DTT y GSH) se discutié en el item 1.2.4 del Capitulo 1 de Resultados y
Discusion, Determinacion de las condiciones éptimas de incubacion.

Otra forma alternativa de poner en evidencia la presencia de grupos
sulfhidrilos esenciales para la actividad catalitica de una enzima, es mediante el
agregado al medio de incubacién de inhibidores especificos de estos grupos. Con
este objetivo se estudié el efecto de los agentes alquilantes N-etilmaleimida (NEMI)
y p-cloromercuribenzoato (pCMB), formadores de mercaptidas, lodoacetamida (IA),
oxidantes de grupos sulfhidrilos como el &cido 5-5’ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) y
el acido iodosobenzoico (IB), en concentraciones de 1 y 10 mM sobre la actividad

del ALA-D de Mucor rouxii. Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 11.4.

Tabla 11.4: Efecto de inhibidores tiolicos sobre la actividad del ALA-D de
micelio y levadura de Mucor rouxii

MICELIO LEVADURA
EFECTOR A.E. (%) A.E. (%)

1 mM 10 mM 1 mM 10 mM
pCMB 69,0 + 3,2* 1,9+04* | 38,3+0,4" |1,00+0,10*
NEMI 88,4 +53 15,8+0,9" | 76,0+4,3" |0,50+0,07*
IA 490+26* | 124+0,6" | 68,0+1,3 | 6,60 +£0,80*"
DTNB 53,7 £3,1** 53+08"™" | 456 +2,1" |0,30 0,05
B 572+21*™ | 10,0+0,7** | 441 +23* | 0,50 +0,06**

Los resultados representan el promedio + D.E. del porcentaje de la actividad
especifica obtenidos de tres experimentos independientes.

El 100% corresponde a la actividad especifica de la fraccién Fs dializada
medida sin agregado de inhibidor, Valores A.E- control promedio: micelio =
9048 U.E./mg, levadura = 43+3 U.E./mg. La actividad se midié segun lo
detallado en Métodos. Diferencia significativa con respecto al control: (%)
p<0,05y (**) p<0,01.
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Los agentes alquilantes NEMI y pCMB inhibieron la formacion de PBG en
forma proporcional a la concentracion ensayada. EIl pCMB fue un inhibidor mas
potente y la enzima de levadura la mas sensible al inhibidor. Tanto el agregado de
IA al medio de incubacién como el DTNB y el IB mostraron un potente efecto
inhibitorio, aun a la concentracion menor, de mayores proporciones en la levadura.

Estos resultados indicaron la presencia de grupos sulfhidrilos esenciales que
deben mantenerse en su forma reducida para asegurar la actividad catalitica
maxima. En el Capitulo Ill se presentaran los datos relativos a la caracterizacion y

cuantificacion de los grupos sulfhidrilos para esta enzima.

11.4.2.2 Reactivos de grupos disulfuros

Se analiz6 el efecto del agregado de reactivos que afectan a las uniones de
puentes disulfuro como el cianuro de sodio (NaCN), sulfito de sodio (NaS) y tiourea

(TU) en concentraciones de 1 y 10 mM. Los resultados se detallan en la Tabla 11.5.

Tabla 11.5: Efecto de inhibidores de uniones puente disulfuro sobre la
actividad del ALA-D de micelio y levadura de Mucor rouxii.

MICELIO LEVADURA
Efector A.E. (%) A.E. (%)
1 mM 10 mM 1 mM 10 mM
NaCN 99 +3 50 +4** 100 £ 5 14 £ 2**
NaS 94 +4 79+6 90+ 7 89+5
TU 92 +6 56 +4** 95+5 10 £ 2**

Los resultados representan el promedio + D.E. del porcentaje de la
actividad especifica obtenidos de tres experimentos independientes.
El 100% corresponde a la actividad especifica de la fraccion Fs
dializada medida sin agregado de inhibidor. Valores A.E control
promedio: micelio = 90£8 U.E.I/mg, levadura = 43+£3 U.E./mg. La
actividad se midi6 segun lo detallado en Métodos. Diferencia
significativa con respecto al control: (%) p<0,05y (**) p<0,01

Tanto para la enzima de micelio como para la de levadura este grupo de
reactivos tuvo efecto inhibitorio sobre la actividad enzimatica sé6lo a la concentracién
mas alta ensayada. El grado de inhibicion observado es variable para los distintos
reactivos y mayor sobre la enzima de levadura, excepto para el NaS. Esta inhibicién
puso de manifiesto que la presencia de puentes disulfuros intactos seria también
esencial en la catdlisis del ALA-D de Mucor rouxii.
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11.4.2.3. Efecto de diferentes aniones y de cationes monovalentes

Considerando que iones monovalentes como amonio y potasio pueden ejercer,
dependiendo de la fuente y concentracién, un efecto activante (Nandi et al, 1968),
inhibitorio (Tigier et al., 1970; Yamasaki & Moriyama, 1971) o ninguno (Nandi &
Waygood, 1967; Shetty & Miller, 1969; Tigier et al., 1970; Yamasaki & Moriyama,
1971) sobre la actividad del ALA-D, se midi6 la actividad de esta enzima en Mucor
rouxii en presencia de diferentes cationes monovalentes, en el rango de
concentraciones 10°-10" M. Teniendo en cuenta que con el agregado de estos
iones se adiciona al sistema un contraidn, se estudio también el efecto de diferentes
aniones (acetato, sulfato y cloruro).

Los resultados de estas experiencias se detallan en la Tabla 11.6.

Del analisis de la Tabla 1.6 se concluyé que en la enzima procedente de
ambas formas celulares, en las condiciones de ensayo, la presencia de los aniones
y cationes agregados no tiene efecto significativo sobre la actividad enzimatica. Sélo
se observé un 25% de inhibicién con el del potasio a una concentracién de 107" M,
comparable al descripto en otras fuentes (Tigier et al, 1970; Yamasaki & Moriyama,
1971).

11.4.3. Agentes Quelantes

Los agentes quelantes juegan un rol importante en el reconocimiento del catién
divalente constituyente de las metaloenzimas. Estos compuestos actuan inhibiendo
la actividad catalitica de estas enzimas, ya sea por liberacion del cation o por unién
al metal in situ. La eficiencia de este proceso depende tanto del quelante como del
cofactor metalico.

Se ensayé el efecto de diversos reactivos quelantes de cationes con el objeto
de seleccionar el adecuado para la posterior obtencién de la apoenzima.

En ambas fuentes enzimaticas se llevo a cabo la determinacion de la actividad
en presencia de varios agentes quelantes, a diferentes concentraciones. Los
quelantes utilizados fueron a-a’dipiridilo (DP), o-fenantrolina (o-Fe), 8-
hidroxiquinolina (8-HQ), azida sédica (AS) y acido etilendiaminotetraacético (EDTA)

en concentraciones que variaron, segun los casos, entre 1 y 50 mM.
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Tabla 11.6: Efecto de diferentes cationes (a) y aniones (b) sobre la actividad del ALA-D
de micelio y levadura de Mucor rouxii.

a)
A.E. (%) A.E (%)
Ef(el\;;” 10° [ 10° [ 10° [10% [10" | 10° | 10° [ 10° [ 107 | 10’
Sin B-Me Con B-Me
MICELIO
Sodio 10418 9746 | 100£5 | 101+7 | 96+4 | 103+5 | 9746 | 96+7 [ 99+9 | 1008

Amonio 1007 | 97+7 | 9849 | 103+9 | 94+7 | 10348 | 104+7 [ 107+8 | 9916 | 9516
Potasio 107+£8 | 10749 | 103£7 | 99%7 | 90+3 | 1015 [ 10216 | 104+5 | 9815 | 75+3*
LEVADURA
Sodio 1015 | 9846 | 100+6 | 99+3 | 97+7 | 10116 | 99+3 | 95+4 [ 100+5 | 99+4
Amonio 10246 | 9944 | 9745 | 101+4 | 9615 | 10215 | 10044 | 104+4 | 97+4 | 99+3
Potasio 10345 | 1057 | 101+4 | 97+4 | 9344 | 104+6 | 101+5 | 100+5 | 9943 | 7544~

b)
AE. (%) AE (%)
Efg\fl;“ 10° | 10° | 10° 10° | 10° | 107
Sin §-Me Con B-Me
MICELIO
Acetato 98+7 | 9916 | 1007 | 10026 | 9627 | 9527
Sulfato 10728 | 9845 | 99:4 | 99:5 | 94:5 | 975
Cloruro 103:8 [107£7 | 103£6 | 101£5 [ 102£6 | 104%5
LEVADURA
Acetato 95:5 | 10027 | 99:6 | 10026 | 98:5 | 96%6
Sulfato 10026 | 99+4 | 9745 | 98+4 | 9646 | 9547
Cloruro 10126 | 1025 | 10528 | 1005 |104£7 | 106%8

Los resultados representan el promedio + D.E. del porcentaje de la actividad
especifica obtenidos de tres experimentos independientes. El 100% corresponde a la
actividad especifica de la fraccion Fs dializada medida sin agregado de efector.
Valores A.E control promedio: micelio = 8849 U.E./mg, levadura = 40+4 U.E./mg, La
determinacion de la actividad se realizé segun lo descripto en Métodos. Diferencia
significativa con respecto al control: () p<0,05

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla II.7, de ellos se infiere que
la actividad del ALA-D, tanto en micelio como en levadura, no fue afectada en forma
significativa por el tratamiento con EDTA en ninguna de las concentraciones
empleadas, en concordancia con lo descripto para la enzima de Rp. spheroides
(Nandi et al, 1968) y Rp. capsulata (Nandi & Shemin, 1973), y a diferencia de la
enzima proveniente de Sacharomyces cerevisiae (De Barreiro, 1967), eritrocitos de
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ave y conejo (Granick & Mauzerall, 1958), eritrocitos humanos (Gibbs et al, 1985),
higado de rata y bovino (Batlle et al, 1967; Gurba et al, 1972), entre otros.

Tabla Il.7: Efecto de Agentes Quelantes sobre la actividad de ALA-D

MICELIO LEVADURA

Quelante A.E. (%) A.E. (%)

TmM | 5mM |[1OmMM(50mM| 1TmM | 5mM |10 mM |50 mM
DP 33+3** | 26+2** nd nd 31+£3** | 20+1** nd nd
AS nd 79+5* | 73+6™* nd nd 6915** | 59+4** nd
o-Fe 30+2** | 25+3** nd nd 24+1** | 20+£2** nd nd
EDTA nd 10017 90+8 nd nd 96+7 94+6 nd
8-HQ 134+9 (124410 | 10719 7845 |[110+10 | 9748 9017 65+6**

La incubacion se llevd a cabo segun lo detallado en Métodos. No se preincubd
con los agentes quelantes ni se agregé protector tidlico. Los resultados
representan el promedio + D.E. del porcentaje de la actividad especifica
obtenidos de tres experimentos independientes. El 100% corresponde a la
actividad de la enzima de la fraccion Fs dializada. Valores A.E control promedio:
micelio = 947 U.E./mg, levadura = 433 U.E./mg. La actividad se determind
segun se detalla en Métodos. (nd): no determinado. Diferencia significativa con
respecto al control: () p<0,05y (**) p<0,01.

La actividad fue inhibida fuertemente en presencia de DP, o-Fe y en menor
grado por AS. La 8-HQ redujo la actividad sélo un 35% a una concentracién de 50
mM, muy superior a la utilizada para los otros agentes quelantes, mientras que a
concentraciones menores, entre 1 y 5 mM, mostrd un efecto ligeramente estimulador

en micelio.

En base a estos resultados ambas enzimas se trataron con concentraciones
apropiadas de aquellos reactivos que inhibian su actividad modificando, ademas, las
condiciones de incubacion en cuanto al agregado o no del protector tidlico f-Me 10
mM) y con o sin preincubacion durante 30 minutos a 37 °C con el objeto de
seleccionar el quelante que produjera la mejor preparacién de la apoenzima. Los
resultados se muestran en la Figura |l.8.
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Figura II.11 Tratamiento del ALA-D de micelio (ay c) y levadura (b y d) con
agentes quelantes. Los distintos quelantes se agregaron durante la
incubacién (a y b) o durante 30 minutos previos a la incubacién (c y d). Las
concentraciones ensayadas fueron DP 1 mM, AS 5 mM y o-Fe 1 mM. La
actividad enzimatica se midié en presencia ([Z1]) o ausencia ( ll) de B-Me
10 mM, segun lo detallado en Métodos. Los resultados representan el
promedio = D.E. del porcentaje de la actividad especifica obtenidos de tres
experimentos independientes. El 100% corresponde a la actividad de la
enzima de la fraccién Fs dializada. Valores A.E control promedio: micelio =
8618 U.E./mg, levadura = 415 U.E./mg. Diferencia significativa: sin 3-Me
10 mM respecto con B-Me 10 mM :(*) p<0,05 y (**) p<0,01; con B-Me 10
mM respecto al control con B-Me 10 mM; :(#) p<0,05 y (##) p<0,01; sin B-
Me 10 mM respecto al control sin B-Me 10 mM :(+) p<0,05 y (++) p<0,01

De la observacion de los valores de actividad remanente se concluyé:

La AS 5 mM produjo el mismo grado de inhibicion en micelio y levadura

independientemente de que se agregue durante

la

incubaciéon o con
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preincubacion y que la actividad se mida en presencia o ausencia de 3-Me 10
mM.

- ElI DP 1 mM mostr6 mayor efecto inhibitorio cuando el quelante se agregd
durante la preincubacién y se incubé en ausencia de -Me 10 mM. Al igual que

con AS el comportamiento hallado fue andlogo en micelio y levadura.

- La o-Fe 1 mM resulté ser el quelante que produjo el mayor efecto inhibitorio,
produciendo una inhibicion de casi el 100% cuando se agregd durante la
preincubacién de la enzima. En presencia de este potente efecto inhibitorio el
agregado de B-Me 10 mM no produjo cambios significativos en la actividad ni en

micelio ni en levadura.

Del andlisis de estos resultados se puede concluir que la preincubacién con o-
Fe seria el tratamiento mas efectivo para atrapar el catién divalente. Lo que resta
establecer es si luego de este tratamiento la enzima puede ser reconstituida por el
agregado de cationes divalentes. Los datos de estas experiencias se muestran en el

Capitulo 11l de Resultados.

1.4.4 Determinacion de la masa molecular relativa del ALA-D
I1.4.4.1 Cromatografia en tamices moleculares

Utilizando cromatografia por tamices moleculares en la columna de Sephacryl
S-300 (Figura 11.2) se determind la masa molecular relativa (Mr) para el ALA-D de
micelio y levadura, a partir de la curva de calibracidén correspondiente (Figura 11.12).

Los resultados obtenidos permitieron estimar para el ALA-D de Mucor rouxii

una Mr de 280 + 20 KDa y 260 + 20 KDa para micelio y levadura respectivamente.

11.4.4.2 Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida

Utilizando la fraccion proveniente de la ultima etapa de purificacion por
cromatografia de intercambio aniénico, se realiz6 la electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (Figuras 11.13a y Il.14a) segun lo indicado en Materiales y

Métodos. Se sembraron marcadores de Mr y se construyeron las curvas de
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calibracién correspondientes para poder determinar el Mr de la subunidad del ALA-D
de micelio y levadura (Figuras 11.13b y 11.14Db).

10

tij_”

log PM

1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2.0
Ve/Vo

Figura 11.12: Curva de calibracion con marcadores de PM:
Tiroglobulina (664 KDa), Tiroglobulina + SDS (332 KDa),
Lactico deshidrogenasa (140 KDa), Seroalbumina bovina (66
KDa). Las flechas indican el valor de Ve/Vo correspondiente a
micelio (a) y levadura (b)

Segun nuestros resultados la enzima de Mucor rouxii estaria constituida por 8
subunidades de un Mr de 35,5 + 4,0 KDa y 32,8 £ 4,0 KDa para micelio y levadura
respectivamente.

1.4.4.2 Electroforesis nativa en gel de poliacrilamida.

En la Figura 11.15. se muestran los geles nativos de la fracciébn Q-Sepharose
tanto de micelio como de levadura de Mucor rouxii. Como fue descripto en
Materiales y Métodos los geles se revelaron por tincidn con reactivo de plata y en
otra calle sembrada en forma paralela, se determin6 que banda correspondia a la
actividad del ALA-D. La relacién de frente (Rf) calculada para la banda con actividad
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en cada uno de los geles indic6 la misma posicion de migracién relativa. En ambos

casos se encontrd un patrén de bandas de otras proteinas que copurificaron con el
ALA-D.

KDa

200,0

log PM

116,2

97,4

0,0 0,2 0,4 0,6 0.8 1,0
Rf

66,2

31,0

Figura 11.13: SDS-PAGE del ALA-D de micelio parcialmente purificada.

a) Patrén de bandas obtenido. La banda recuadrada corresponde al ALA-D.

b) Curva de calibracion realizada a partir de los datos obtenidos al sembrar los
marcadores de Mr (M): Mioglobina (200,0 KDa), B-galactosidasa (116,2 KDa),
Fosforilasa (97,4 KDa), Albumina bovina (66,2 KDa), Ovoalbdamina (45,0 KDa).
Anhidrasa carbdnica (31,0 KDa)

La electroforesis se realizé sobre la fraccion activa proveniente del pasaje por
Q-Sepharosa (F.E.).
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F.E. M KDa

200,0
116,2
97,4 b)
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log PM

45

31,0 | | o

Figura 11.14: SDS-PAGE del ALA-D de levadura parcialmente purificada.

a) Patrén de bandas obtenido. La banda recuadrada corresponde al ALA-D.

b) Curva de calibracién realizada a partir de los datos obtenidos al sembrar los
marcadores de Mr (M): Mioglobina (200,0 KDa), p-galactosidasa (116,2 KDa),
Fosforilasa (97,4 KDa), Albumina bovina (66,2 KDa), Ovoalbumina (45,0 KDa).
Anhidrasa carbénica (31,0 KDa)

La electroforesis se realizd sobre la fraccion activa proveniente del pasaje por Q-
Sepharosa (F.E.).

N
al
e

Figura 11.15: Electroforesis
nativa del ALA-D de micelio
(a) y levadura (b).

La electroforesis se realiz6
sobre la fracciébn activa

o proveniente del pasaje por

o Q-Sepharosa. La banda
recuadrada corresponde al
ALA-D.

——— e
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1.5 CONCLUSIONES

e El ALA-D, tanto de micelio como levadura de Mucor rouxii es una enzima
termoestable.

e Luego de la combinacion de diferentes técnicas separativas se determind el
siguiente esquema como el més eficiente para la purificacion del ALA-D tanto de

micelio como de levadura:

[ MICELIO - LEVADURA ]

Jl > 1:3p/v en Buffer Tris-HCI 20 mM pH 7,4; B-Me 10 mM;
PMSF 1 mM; Acetato de zinc 0,01 mM

( HomoGENATO |

§ 30 min a 10.000 xg

7N ( SOBRENADANTE |

ﬂ > Calentamiento a 60 °C 10 min
§ 20 min a 10.000 xg

7
( CALENTAMIENTO |
(NH.)250;4 (0-40%)

ﬂ > Agitacion 30 min
§ 20 min a 10.000 xg

Z
[ Sobrenadante 0-40% ]
(NH,)>S0, (40-65%)

Jl > Agitacion 30 min
§ 20 min a 10.000 xg

Z

Resusp. Buffer Tris-HCI 50 mM
ﬂ > pH74;B-Me 10mM;

[ Fraccionamiento salino ]

ﬂ > Sephacryl S-300

ﬂ >  Phenyl-Sepharosa

ﬂ > Q-Sepharosa

e El resultado final alcanzado luego de los diferentes pasos de purificaciéon arrojo
un rendimiento del mismo orden para las dos enzimas y un grado de purificacién

levemente mayor para la enzima de micelio.

110



Resultados y Discusion

En ambas fuentes se determin6 que el ALA-D posee un pl inferior a 7,4, una Mr
de 27146 kDa para la enzima nativa conformada por subunidades idénticas de
un Mr 33,5+4,5 kDa, gran cantidad de grupos hidrofébicos que pueden ser
expuestos en presencia de alta fuerza idnica.

La fuerte interaccidon encontrada con la resina de afinidad Tiopropil-Sepharosa
confirmé la naturaleza sulfhidrilica del ALA-D de Mucor rouxii. La reactividad
observada para la enzima inmovilizada puso de manifiesto que parte de los
grupos -SH involucrados en la interaccién intervienen directamente en la
catalisis.

La cinética de tipo michaeliana y los valores de Km encontrados para esta
enzima son del mismo orden que los descriptos para preparaciones de ALA-D
obtenidas de otras fuentes. El acido levulinico, analogo estructural del ALA
mostré como era de esperar una inhibicion de tipo competitivo.

Los estudios realizados con inhibidores tidlicos, aportaron una clara evidencia
acerca de la presencia de grupos sulfhidrilos reducidos esenciales para
manifestar la actividad maxima en esta enzima, ya sea por intervencién directa
en la catalisis, por ser ligandos del cofactor catibnico o por mantener una
determinada conformacion dentro o en las inmediaciones del sitio activo. El
efecto de estos agentes es dependiente de la concentracién y ejercen en
general una inhibicion mayor en la enzima de levadura.

El efecto inhibitorio producido por los quelantes de cationes divalentes
ensayados indicé que el ALA-D de Mucor rouxii podria ser una metaloenzima,
como en la mayoria de las fuentes estudiadas.

De los quelantes estudiados la o-Fe result6 ser la de mayor poder inhibitorio. Su
efecto es independiente de la presencia de un agente que asegure la
permanencia de los grupos SH en estado reducido. Su accion podria deberse a
la liberacion y/o bloqueo del metal in situ.
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CAPITULO III
Caracterizacion del sitio activo del ALA-D de micelio y

levadura de Mucor rouxii

En la mayoria de las fuentes estudiadas, se ha establecido claramente que el
ALA-D es una metaloenzima, y que en general requiere un metal divalente para
manifestar su maxima actividad. Los cationes involucrados han sido identificados
como Zn**, Mg*™* y Mn**, algunas utilizan Zn™*, otras Mg*™* o Mn*" y existe un tercer
tipo que une ambos metales. Debe mencionarse también que en la enzima aislada
de Rp spheroides los cationes monovalentes potasio y amonio, bajo determinadas
condiciones experimentales, actian como activadores alostéricos (Jaffe, 2000). En
las metaloenzimas una forma de comprender el rol de los cationes que intervienen
en el proceso catalitico es a través de la caracterizacion de los grupos funcionales
de los aminoacidos involucrados en los sitios de union al metal.

Las enzimas que contienen Zn** son cataliticamente sensibles a la presencia
de O, mientras que las Mg™* metaloenzimas no lo son. El Zn™*, ademas, tiene un rol
estructural que les confiere resistencia térmica (Chauhan et al, 1997). La
selectividad por el i6n y la sensibilidad al O, estaria relacionada con el tipo de
ligando para el catién. EI Zn™ se une a ligandos oxidables como la cisteina,
mientras que el Mg interactia con grupos asparticos, insensibles a la presencia de
O.. En el sitio activo de muchas metaloenzimas participan aminoacidos con
propiedades nucledfilas, cuya principal caracteristica es tener una fuerte tendencia a
ser donores de un par de electrones. Entre ellos podemos mencionar el hidroxilo de
la serina, el sulfhidrilo de la cisteina, el imidazol de la histidina y el carboxilo del los
acidos aspartico y glutamico.

lll.1 GRUPOS SULFHIDRILOS

La titulacion de los grupos sulfhidrilos mediante el uso del reactivo de Ellmann
permite evaluar tanto aquellos residuos sulfhidrilicos expuestos como los que se
revelan por tratamiento con SDS. La correlacién entre la oxidacién de estos grupos
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con los cambios en la actividad enzimatica permite inferir la influencia de ellos en la
catdlisis, ya sea porque intervengan directamente en el proceso catalitico o lo hagan
manteniendo una conformacion estructural adecuada de la enzima para que
manifieste su maxima actividad.

Para estudiar la naturaleza sulfhidrilica del ALA-D se determind el contenido
de grupos SH tanto en la proteina nativa como en la tratada con SDS. Se utilizé la
fraccibn Q-Sepharosa inmediatamente luego de su obtencién, concentracion y
reduccion por tratamiento con DTT y posterior eliminaciéon del exceso de este
compuesto por cromatografia en Sephadex G-25. Para evaluar la oxidacion de los
grupos expuestos se utilizaron extractos que se mantuvieron en aerobiosis durante 3

y 24 horas a 4°C. Los resultados se muestran en la Tabla Ill.1.

Tabla 11l.1: Titulacion de los grupos SH en la proteina nativa y desnaturalizada

Nro de Grupos SH/subunidad
Forma Tratamiento
dimofica Proteina Proteina Nro de Grupos
Nativa Desnaturalizada Totales
Micelio Anaerobiosis 4 1 5
Levadura | (ambiente reducido) 4 1 5
Micelio Aerobiosis 2 1 3
Levadura (3 horas) 2 1 3
Micelio Aerobiosis 2 1 3
Levadura (24 horas) 2 1 3

Se titularon en total 5 grupos SH en la enzima proveniente de ambas formas
mérficas, 4 de los cuales corresponden a la enzima nativa. El quinto SH se titulé
luego del tratamiento con SDS.

Tanto en micelio como en levadura la reaccion de los primeros 2 grupos SH
con el DTNB se produjo dentro del primer minuto, lo que indica una alta reactividad
de los mismos frente al bloqueante de grupos tidlicos. Luego se titularon 2 residuos
SH adicionales de mediana reactividad en la enzima nativa y finalmente se detecté
un ultimo grupo SH post tratamiento con SDS, de reactividad baja. De acuerdo a la
clasificacion de Tsukamoto y col (1979) los grupos SH serian de 3 tipos: altamente
reactivos que se modifican en el término de 1 minuto: grupos tipo I, aquellos en que
la modificacion se completa en el término de 1 hora: tipo Il y los que se detectan
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sélo si existe tratamiento previo con SDS: tipo Ill. Con esta clasificacion, el ALA-D
de Mucor rouxii posee 2 grupos tipo |, 2 tipo Il y 1 tipo Ill.

La exposicion a atmosfera oxidante durante 3 y 24 horas, reduce la cantidad
de grupos titulables expuestos tanto en micelio como en levadura. Se pierden 2
residuos -SH, 1 tipo | y otro tipo Il. No se encontraron cambios en el contenido de los
grupos -SH no expuestos.

Considerando que la actividad enzimatica no varié significativamente (20 %) en
las condiciones descriptas en la Tabla Ill.1 se concluyé que los grupos -SH que se
oxidan, que corresponden a residuos expuestos de alta y mediana reactividad, no
serian esenciales para la catélisis, aunque deben mantenerse reducidos de forma

de mantener la estructura que permita manifestar la actividad maxima.

1.2 GRUPOS HISTIDINA

La histidina es uno de los aminoacidos que ha sido propuesto como
involucrado directamente en la catalisis del ALA-D a través de la transferencia de
protones.

El dietilpirocarbamato (DEP), un agente acilante muy selectivo para residuos
histidina accesibles, es utilizado como herramienta para determinar la presencia de
este aminoacido en el sitio activo de una enzima merced a la reaccion de
etoxiformilaciéon sobre el grupo funcional. La formacion de la unién
carbetoxihistidina, que produce una concomitante inhibicibn de la actividad
enzimatica, es la responsable de la observacion de un incremento en la absorbancia
a 240 nm en funcion del tiempo. Por otro lado la reversién de este efecto inhibitorio
por tratamiento con hidroxilamina a pH neutro, la proteccién ejercida por el sustrato
y el catién divalente, asi como también la dependencia de esta inhibiciéon con el pH,
son claros indicadores de la participacién de grupos histidina en la catélisis de una
enzima.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto resulté de interés determinar el
rol de la histidina como posible ligando del cofactor catidnico, en la catélisis del ALA-
D de Mucor rouxii.

Se utilizaron como fuente de enzima las fracciones correspondientes a la
cromatografia de intercambio iénico, con un grado de purificacién de alrededor de
700 veces para micelio y de 450 veces para levadura.
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ll.2.1 Determinacion de las condiciones oOptimas para estudiar el efecto del
DEP sobre el ALA-D.

La fraccion Q-Sepharosa de micelio y levadura se tratdé con concentraciones
variables de DEP (0,1-0,35 mM) durante 5 minutos a 0°C. La reaccion de
etoxiformilacién se detuvo por agregado de una solucion de imidazol 10 mM en
buffer Tris-HCI pH 7,4 segun se detalla en Materiales y Métodos.

Se observd, frente al DEP, mayor reactividad para la enzima de levadura
(Figura 1ll.1 a) que la de micelio (Figura 1ll.1 b). Una concentracién de DEP 0,1 mM

produjo una inhibicién del 50% en levadura mientras que en micelio fue del 25%.
La Figura 1ll.2 representa la cinética de la inhibicion causada por distintas

concentraciones de DEP sobre la actividad de ALA-D en micelio (Figura Ill.2 a) y

levadura (Figura I11.2 b).

100 80
a b
80 |-
60 |-
;\;; 60 |- g §
uj w 401
< 40} <
20 |-
20 |- 2 Q
0 0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0 0,1 0,2 0,3 0,4
DEP (mM) DEP (mM)

Figura 1ll.1: Cinética de inactivacion del ALA-D de micelio (a) y levadura (b) de
Mucor rouxii por DEP.

El tratamiento se realiz6 a 0 °C durante 5 minutos a pH 7,4. Los resultados
representan el promedio + D.E. del porcentaje de la actividad especifica obtenidos
de tres experimentos independientes. EI 100% corresponde a la actividad de la
enzima de la fraccion Q-Seph. Valor A.E control promedio: micelio = 8.970 £ 110
U.E./mg, levadura = 2.361 = 130 U.E./mg. Otros detalles en Métodos.
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Figura 111.2: Modificacién de la actividad de ALA-D de micelio (a) y levadura
(b) de Mucor rouxii por DEP en funcién del tiempo.

El tratamiento se realiz6 con concentraciones de DEP variables (mM): 0,10
(@); 0,20 (O)y 0,35 (A) apH 7,4 a0 °C. Valor A.E.control promedio:
micelio = 8.970+110 U.E./mg, levadura = 2.361+130 U.E./mg. Otros
detalles experimentales en Métodos y en la Figura Ill.1

Los resultados encontrados muestran que el agregado de DEP a esta enzima
produce una inactivaciéon dependiente del tiempo y la concentracion.

Se seleccion6 una concentracion de DEP 0,2 mM como la apropiada para
proseguir con la caracterizacion de la interaccién de este reactivo con los grupos
histidina.

En la Figura IIl.3 se puede ver el efecto de la temperatura de incubacién sobre
la inhibicion de la actividad de ALA-D por tratamiento con DEP, a lo largo de 5
minutos de tratamiento.

Si bien se observa una relacion directa entre la inhibicién y la temperatura de
incubacion, se encuentran diferencias significativas Unicamente entre los
tratamientos realizados a 0 °C y 37 °C.

Se eligid para continuar con las experiencias una concentracion de DEP 0,2
mM a una temperatura de 0 °C para minimizar la catalisis cuando se agregue ALA

durante el tratamiento con DEP.
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Figura 111.3: Inactivacion del ALA-D de micelio (a) y levadura (b) de Mucor
rouxii por DEP en funcién del tiempo y a diferentes temperaturas.

El tratamiento se realizé con DEP 0,2 mMapH7,4a0° (@®); 18 °C (O)
y 37 °C (A ). Valor A.E.control promedio: micelio = 8.970+110 U.E./mg,
levadura = 2.361+130 U.E./mg. Otros detalles experimentales en
Métodos y en la Figura Ill.1

lll.2.2 Caracterizacion de los grupos histidina del ALA-D

Con el objeto de poder dilucidar cuales y cuantos residuos estan involucrados
en esta inactivacion por DEP se estudio el incremento de la absorbancia a 240 nm
correspondiente a la formacién del etoxiformilderivado concomitantemente con la
variacion de la actividad enzimatica. Los resultados se muestran en la Figura |l1.4.

En la enzima de ambas formas del hongo Mucor rouxii se encontraron 2
residuos modificados con diferentes velocidades de formacién del derivado
etoxiformilado. Se observd que la pérdida de actividad, asociada al tratamiento con
DEP, corresponde a la inactivacion del primer residuo. La inactivacion de los 2
residuos se alcanzé transcurridos 40 minutos.

Para continuar estudiando el tipo de interaccibn que causa la pérdida de
actividad de la enzima por efecto del DEP, se llevd a cabo el tratamiento con
hidroxilamina 0,7 M. Los extractos de Mucor rouxii con actividad de ALA-D, con y sin
tratamiento con DEP 0,2 mM, se incubaron con hidroxilamina a temperatura
ambiente durante 30 y 60 minutos. Las muestras se dializaron posteriormente para
eliminar la hidroxilamina. Los resultados se muestran en la Tabla Ill.2.
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Figura l11.4: Modificacion de los grupos histidina e inactivacion del ALA-D de
micelio (a) y levadura (b) de Mucor rouxii en funcién del tiempo.

La enzima se traté con DEP 0,2 mM a pH 7,4 y a 0 °C. En los tiempos indicados
se tomaron alicuotas para medir la actividad enzimatica. Una variacion de
absorbancia de 0,082 corresponde a un residuo de histidina/subunidad. Valor
A.E.control promedio micelio = 8.883 £ 120 U.E./mg , levadura = 2.375 115
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U.E./mg. Otros detalles experimentales en Métodos y en la Figura Ill.1.

70
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Se observdé que el tratamiento con hidroxilamina produce una reversion

significativa a los 30 minutos y casi completa a los 60 minutos de la inhibicion

causada por DEP, lo cual confirmé la participacion de grupos histidina en el sitio

activo del ALA-D.

Tabla Ill.2: Reversién por hidroxilamina de la inhibicion producida por
DEP sobre la actividad del ALA-D en micelio y levadura de Mucor rouxii

Actividad Especifica (%)

Tratamiento Micelio Levadura
30 min 60 min 30 min 60 min
Control 100+6 100+5 100+5 1007
DEP 0,2 mM 55+4** 55+3** 26+2** 26+2**
Hidroxilamina 20 mM 974 95+3 9545 92+4
DEP 02 mM + - -
hidroxilamina 20 mM 7315 9416 605 95+7

Valor control promedio A.E: micelio = 8883+120 U.E./mg, levadura =
2.375+115 U.E./mg. Diferencia significativa respecto al control (x%)

p<0,01. Los detalles experimentales estan descriptos en Métodos vy

Figura I11.1
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Las fracciones enzimaticas conteniendo el ALA-D se preincubaron con ALA (5
y 10 mM) y Zn** 10* M durante 10 min a 0°C para minimizar la progresién de la

reaccion enzimatica. Los resultados obtenidos s se muestran en la Figura I11.5.
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A.E. (%)

120

100

80

60

40

20 |-

0
0

10 20 30 40 50 60 70

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 111.5: Inactivacion del ALA-D de micelio (a) y levadura (b) de Mucor rouxii
por DEP y proteccion por sustrato. Efecto del agregado de Zn

La enzima se traté con DEP 0,2 mM a pH 7,4y a 0 °C, en presencia de ALA 5 mM
(A,A)y10mM( I, M ),sin (A ,[J)ocon (A, )agregado de Zn 10 M.
En los tiempos indicados se tomaron alicuotas para medir la actividad enzimatica.
Se consider6 contrOl () al tratamiento con DEP sin preincubacion con el sustrato
y/o Zn 10" M. Valor A.E.control promedio: micelio = 8.992+130 U.E./mg, levadura
= 2.465+125 U.E./mg. Detalles experimentales en Métodos y Figura lll.1

Se observé que la preincubacion con ALA previno la accion del DEP. Este
resultado indicaria un efecto de proteccion mediada por el sustrato, lo que indicaria
qgue un residuo histidina se encuentra involucrado en el sitio activo préximo al sitio
de unién del sustrato.

Se estudi6 el tratamiento de la enzima con DEP con o sin preincubacion con
Zn 10* My a tres valores de pH diferentes: 6,0; 7,4 y 8,0. Los resultados de estas

experiencias se muestran en la Figura |II.6.
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Figura 111.6: Inactivacion del ALA-D de micelio (a) y levadura (b) de Mucor rouxii por
DEP a diferentes valores de pH. Efecto del agregado de Zn.

La enzima se traté con DEP 0,2 mMapH6,0( O, ®);74(A ,A)y80(1,H)
a0°C, enausencia ( O, A, d)opresencia( ® , A, )deZn 10 M. En los
tiempos indicados se tomaron alicuotas para medir la actividad enzimatica, segun
Métodos. Valor A.E. control promedio: micelio = 9.113+x130 U.E./mg, levadura =
2.506+115 U.E./mg. Otros detalles experimentales en Métodos y Figura Ill.1.

Este resultado confirma la dependencia de esta reaccion con el pH, en tal
sentido si el residuo histidina estd comprometido en la reaccién, la inhibicion
depende del estado de ionizacion del mismo. Por otro lado cabe mencionar que el
hecho de que la inhibicion sea maxima a pH 6 corroboraria la participacién
especifica del residuo histidina en el sitio activo, ya que a este pH el DEP reacciona
en forma selectiva con este aminoacido.

El hecho de que el Zn™ no ejerza un efecto protector durante este tratamiento,
podria deberse a que el catiébn no esté involucrado en esta reaccion del DEP con el

ALA-D, aunque participe del sitio activo y tenga un rol en la catalisis.

I11.3 CATIONES DIVALENTES

En esta secciébn se muestran los resultados de las experiencias que han
permitido poner en evidencia que el Zn™" es el cation divalente presente en el sitio
activo de la enzima ALA-D de Mucor rouxi.
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Los estudios se llevaron a cabo en extractos enzimdticos parcialmente

purificados (Fs dializado) a partir de levadura y micelio de este microorganismo.

111.3.1 Efecto de cationes divalentes sobre la actividad del ALA-D

Se estudidé el efecto sobre la actividad enzimatica de los siguientes cationes
divalentes: Mn™"; Hg*™"; Fe™, Cu™, Co™, Zn™", Mg** y Pb™ en las concentraciones
de 10° M; 10* My 10° M en presencia del reactivo protector de grupos sulfhidrilos,
B-Me 10 mM, de acuerdo al sistema éptimo de incubacion, determinado en el

Capitulo | de esta seccidn. Los resultados se representan en la Figura l1l.7.
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Figura 111.7: Efecto de cationes divalentes sobre la actividad del ALA-D de micelio (a) y de
levadura (b).

La actividad enzimatica se determind en presencia de B-Me 10 mM y de 3
concentraciones de cationes divalentes: 10°M ( mm), 10*M ( =) y 10°M ( B ). Los
resultados representan el promedio + D.E. del porcentaje de la actividad especifica
obtenidos de tres experimentos independientes. El 100% corresponde a la actividad de la
enzima de la fraccion Fs dializada. (----) A.E control promedio: micelio = 87+10 U.E./mg,
levadura = 43+7 U.E./mg. Diferencia significativa: respecto al control:(*) p<0,05 y (*%)
p<0,01.

La incubacion con los diferentes cationes mostré6 que ninguno de los metales
ensayados es capaz de producir un aumento de actividad significativo respecto del
control. A concentraciones de 10 M aparece una inhibicién de alrededor de 30-
35% para micelio (Figura lll.7 a) y de 20-25% para levadura (Figura Ill.7 b) para

Zn**, Hg™*, Cu™ y Co™. En cambio el Mg*™" y Mn™" no inhibieron a ninguna de las

concentraciones ensayadas. Un comportamiento completamente diferente se
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encontr6 para el Pb™ que mostré un importante efecto inhibitorio en todas las
concentraciones utilizadas, siendo esta inhibicién del 70-75%, tanto para micelio
como para levadura a la menor concentracién (10° M). EI Fe™ en una
concentracion 10° M produjo una inhibicién significativamente mayor a la
observada para los otros metales, a excepcion del Pb™.

Se estudié el efecto de estos cationes en concentracion 10° M con y sin
agregado de B-Me 10 mM. En la Figura IIl.8 se muestran los resultados de estas
experiencias. La ausencia del protector tidlico es responsable de la pérdida de tan
sblo un 20% de actividad que se recuperd Unicamente con el agregado de Zn™".

Este comportamiento fue analogo tanto para micelio (Figura 1l1l.8 a) como para

levadura (Figura 111.8 b). Para Fe™, Hg™ y Cu*™ se encontré6 una pérdida de

actividad significativamente mayor que la observada por la ausencia de 3-Me 10

mM, el resto de los cationes no produjo ninguna alteracion.
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Figura II.8: Efecto de cationes divalentes sobre la actividad del ALA-D en micelio (a) y
levadura (b). Efecto del 3-Me.

La actividad enzimatica se midi6é en presencia ( Il ) o ausencia ( ) de B-Me 10 mM
y se expresa como % de la actividad control (C) medida en ausencia de metales. Los
cationes se agregaron en una concentracion 10° M. Valores A.E control promedio
determinados con B-Me 10 mM: micelio = 87+10 U.E./mg , levadura = 43+7 U.E./mg.
Diferencia significativa respecto al control con B-Me 10 mM: (%) p<0,05 y (*x*)
p<0,01.0tros detalles experimentales se describen en Métodos y en la Figura I11.7.

En la Figura 111.9 se muestra el efecto de la preincubaciéon con el cation,
durante 30 min a 37 °C sobre la actividad enzimatica medida en presencia y
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ausencia de B-met 10 mM, en los dos tipos celulares. La preincubacion con el
metal no alterd los resultados observados en la Figura 1Il.2, a excepcién del Cu™,
el cual en ausencia de B-Me 10 mM manifest6 una inhibicion de casi el 100%. Este
efecto inhibitorio no se manifesté al incubar en presencia de protector tidlico.
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Figura I11.9: Efecto de cationes divalentes sobre la actividad del ALA-D en micelio (a) y
levadura (b). Efecto de la preincubacién con el metal y del B-Me.

La preincubacién con los cationes se llevé a cabo por 30 min a 37 °C. Luego la enzima
se incubd en las condiciones estandar (60 min a 37 °C) en presencia ( I ) 0 ausencia
() de B-Me 10 mM. Valores de A.E control promedio determinados con 3-Me 10 mM:
micelio = 8710 U.E./mg , levadura = 43x7 U.E./mg. Diferencia significativa respecto al
control con B-Me 10 mM: (*) p<0,05 y (**) p<0,01. Otros detalles experimentales se
describen en Métodos y en la Figura I11.7.

Considerando los resultados de las experiencias con cationes divalentes, se
decidi6 analizar el efecto de concentraciones variables de Zn** (10'7—10'2 M)
agregadas al sistema de incubacién (Figura 111.10) o en una preincubacion de 30
minutos previa a la determinacién de actividad (Figura 11l.11). Los ensayos se
llevaron a cabo en presencia y ausencia de 3-Me 10 mM.

Los resultados de la Figura Ill.10 concuerdan con los obtenidos en las Figuras
1.7 y 111.8 donde se observé que a una concentracion de Zn** 10”° M la enzima tiene
su actividad éptima, que en ausencia de Zn se logra con el agregado de -Me 10
mM. A esta concentracion, el Zn™ podria estar favoreciendo el mantenimiento en
estado reducido de grupos -SH esenciales para expresar el 100% de actividad. Este

efecto no se observd a concentraciones menores de Zn*".
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Figura 111.10: Efecto de concentraciones variables de Zn"" sobre la actividad del ALA-D
en micelio (a) y levadura (b). Efecto del B-Me.

La actividad enzimatica se mididé en presencia ( Il ) o ausencia ([ ) de B-Me 10 mM y
se expresa como % de la actividad control medida en ausencia de Zn. Valores de A.E
control promedio determinados con (3-Me 10 mM: micelio = 8919 U.E./mg , levadura =
4118 U.E./mg. Diferencia significativa respecto al control con B-Me 10 mM: (*) p<0,05 y
(**) p<0,01.0tros detalles experimentales se describen en Métodos y en la Figura IIl.7.
nd: no detectada.

Para concentraciones de 10° y 10 M el catién produjo una significativa
inhibicidn, observada tanto en ausencia como en presencia del protector tidlico. A
una concentracion 10* M de Zn*™*, tuvo lugar un efecto intermedio, no hubo
inhibicién pero tampoco se logré restaurar al 100% de actividad.

También se encontrd inhibicidbn en ausencia de reductor para otros cationes

divalentes (Hg*™, Fe*" y Cu™) a partir de una concentracién 10°M (Figura 111.8 vy
11.9).

Se obtuvieron resultados similares al preincubar con los metales durante 30
minutos previos a la medicién de actividad (Figura 111.11), lo cual indica que el efecto
del Zn™" es independiente de la presencia del sustrato.
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Figura lIl.11: Efecto de concentraciones variables de Zn*" sobre la actividad del ALA-D en
micelio (a) y levadura (b). Efecto de la preincubacion con el metal y de 3-Me.

La preincubacién con el Zn** se llevd a cabo por 30 min a 37 °C. Luego la enzima se
incub6 en las condiciones estandar (60 min a 37 °C) en presencia ( llll) o ausencia ( ()
de B-Me 10 mM. C: Actividad control, sin agregado del metal. Valores de A.E control
promedio determinados con B-Me 10 mM: micelio = 89+9 U.E./mg, levadura = 4118
U.E./mg. Diferencia significativa respecto al control con $-Me 10 mM: (*) p<0,05 y (*%*)
p<0,01.0tros detalles experimentales se describen en Métodos y en la Figura IIl.7. nd: no
detectada.

111.3.2 Tratamiento con agentes quelantes: Efecto del agregado de Zn**

Teniendo en cuenta los resultados de las incubaciones con diferentes
agentes quelantes (Figura 11.11, Capitulo Il de esta seccién) y considerando que el
Zn™" es el Unico catidén capaz de revertir la disminucion de actividad producida por la
falta de un agente reductor, se estudié el efecto del agregado de este metal
divalente en las concentraciones 10°-10° M a la enzima tratada con diferentes
agentes quelantes: a-a’dipiridilo (DP, 1 mM), azida sédica (AS ,1 mM) y

ortofenantrolina (o-Fe, 1 mM).

11.3.2.1 Tratamiento con a-a’dipiridilo

En las Figuras I1.12 y 11.13 se muestra el efecto del agente quelante DP en

una concentracion 1 mM agregado antes (30 min a 37 °C) o durante la medicion de
la actividad del ALA-D de micelio (Figura 11.12) y levadura (Figura 11l.13) y en
presencia y ausencia del agente reductor B-Me 10 mM.
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En micelio, el tratamiento con el quelante sin preincubar (Figura Ill.12 a) y en
presencia de protector tidlico produjo una disminucién en la actividad del 20% que
no se pudo revertir por el agregado de Zn**. En ausencia de B-Me la disminucién de
actividad producida por DP fue 3 veces mayor y solo la concentracién mas alta del
metal pudo revertir en un 50% dicho efecto. Cuando se preincub6 con DP (EFigura
Il.12 b), la inhibicion fue significativamente mayor. En presencia de B-Me se observé
una pérdida de actividad del 40%, que solo se revierte un 25-30% cuando se
adiciona Zn™* 10*-10° M respectivamente. En ausencia del B-Me el quelante inhibié

totalmente la actividad de la enzima.

120 120

a a
100 100 #
#
80 80
2 g oy
ui 60 = 60
< ui
<
40 40
20 20
+ -+
++ ++
0 0
C 0 107° 104 1073
++
DP 1mM+[Zn""] (M) DP 1 mM + Zn**] (M)

Figura 111.12: Efecto de la incubacién (a) o preincubacién (b) con DP sobre la
actividad del ALA-D de micelio. Reversion por Zn™".

El DP (1 mM) se agregd6 al sistema de incubacién o se preincubd 30 min a 37
°C. La actividad se midi6 en presencia (Il ) o ausencia (0 ) de 3-Me 10 mM.
Los resultados representan el promedio + D.E. del porcentaje de la actividad
especifica obtenidos de tres experimentos independientes. ElI 100%
corresponde a la actividad de la enzima de la fraccidén Fs dializada. Valor A.E
control promedio = 92+7 U.E./mg. Diferencia significativa respecto al control
entre: con B-Me 10 mM :(#) p<0,05 y (##) p<0,01 y sin B-Me 10 mM: (++)
p<0,01. Los detalles experimentales se describen en Métodos.

Un comportamiento andlogo, aunque con una respuesta mayor frente al
agregado de Zn*", se encontré en levadura (Figura 111.13). El pretratamiento con el
quelante en ausencia de protector tidlico inhibe completamente la enzima y no se

logré recuperacién alguna de la actividad.
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Figura 111.13: Efecto de la incubacion (a) o preincubacion (b) con DP sobre la
actividad del ALA-D de levadura. Reversién por Zn*".

El DP (1 mM) se agregé al sistema de incubacion o se preincub6 30 min a 37 °C.
La actividad se midié en presencia ( ) o ausencia ( ) de B-Me 10 mM. Los
resultados representan el promedio = D.E. del porcentaje de la actividad
especifica obtenidos de tres experimentos independientes. El 100% corresponde
a la actividad de la enzima de la fraccion Fs dializada. Valor A.E control promedio
= 4218 U.E./mg, Diferencia significativa respecto al control entre: con -Me 10
mM: (##) p<0,01 y sin B-Me 10 mM: (++) p<0,01. Los detalles experimentales se
describen en Métodos.

En conclusién, el DP agregado durante la preincubacion en condiciones no

reductoras inhibié irreversiblemente la enzima de ambas formas morficas.

ll1.3.2.2 Tratamiento con Azida

Este quelante inhibié 20-30% la actividad del ALA-D tanto de micelio (Figura
llI.14) como de levadura (Figura 111.15) y dicho efecto fue independiente de la
presencia o no del agente reductor.

El agregado de Zn*™ no produjo cambios significativos en los valores de
actividad hallados excepto cuando se determiné actividad de la enzima en ausencia
de protector tidlico con Zn** 10 M, en tales condiciones la enzima se inhibié 90%.
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Figura lll.14: Efecto de la incubacion (a) o preincubacién (b) con AS sobre la
actividad del ALA-D de micelio. Reversién por Zn™.

La AS (1 mM) se agrego al sistema de incubacién o se preincub6 30 min a 37
°C. La actividad se midié en presencia ( lll) o ausencia ( [ ) de -Me 10
mM. Los resultados representan el promedio = D.E. del porcentaje de la
actividad especifica obtenidos de tres experimentos independientes. EI 100%
corresponde a la actividad de la enzima de la fraccién Fs dializada. Valor A.E
control promedio = 89+7 U.E./mg, Diferencia significativa respecto al control
entre: con B-Me 10 mM: (#) p<0,05 y (##) p<0,01 y sin B-Me 10 mM: (+)
p<0,05y (++) p<0,01. Los detalles experimentales se describen en Métodos.
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Figura 111.15: Efecto de la incubacién (a) o preincubacion (b) con AS sobre la
actividad del ALA-D de levadura. Reversion por Zn™".

La AS (1 mM) se agregd al sistema de incubacién o se preincub6 30 min a
37 °C. La actividad se midi6 en presencia ( lll ) o ausencia (@) de 3-Me
10 mM.. Los resultados representan el promedio + D.E. del porcentaje de la
actividad especifica obtenidos de tres experimentos independientes. El
100% corresponde a la actividad de la enzima de la fraccién Fs dializada.
Valor A.E control promedio = 3948 U.E./mg, Diferencia significativa respecto
al control entre: con 3-Me 10 mM: (#) p<0,05 y (##) p<0,01 y sin B-Me 10
mM: (+) p<0,05 y (++) p<0,01. Los detal les experimentales se describen en

Métodos.
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Aparentemente la AS no fue un complejante tan eficiente para el Zn™ como
el DP, quedando disponibles mayores concentraciones del metal para manifestar su
efecto inhibitorio en condiciones no reductoras. No se podria descartar una accién
directa de la AS sobre la proteina.

lll.3.2.3 Tratamiento con o-Fenantrolina

Cuando en las mismas condiciones descriptas anteriormente se empleé como
agente quelante la o-Fe, se encontrd un efecto inhibidor del 70 y 75% en micelio
(Figura 11.16) y levadura (Figura 1ll.17) respectivamente, independientemente del
agregado de p-Me 10 mM, como ya se describié en el Capitulo Il. La preincubacion

con o-Fe aumentd ese efecto al 90-95% de inhibicidn (Figura l1l.16 b y 111.17 b).

El tratamiento con Zn** 10° M en condiciones reductoras, sin preincubar con

quelante, produjo la recuperacion el 100 % de actividad tanto en micelio como en

levadura (Figura Ill.16 a y 1Il.17 a). En las otras condiciones experimentales no hubo
respuesta al agregado de Zn™".

En este caso pudo observarse que la inhibicion causada por la o-Fe es
independiente del agregado B-Me. El efecto causado se pudo revertir totalmente
adicionando Zn** 10° M a la enzima en condiciones reductoras. La preincubacién
con quelante acentué su efecto y permiti6 en presencia de B-Me tan sélo una
recuperacion del 60 y 40% para micelio y levadura respectivamente luego del
agregado de Zn** 10° M. Este resultado hace evidente el efecto protector que
podria ejercer el reductor y la presencia del sustrato durante la incubacién.

111.3.2.3.1 Efecto de cationes divalentes sobre la accion de o-Fenantrolina

Los resultados encontrados en las experiencias de tratamiento con los
diferentes quelantes y Zn™" indicaron que la o-Fe 1 mM causa una importante
pérdida de actividad catalitica en la enzima de micelio y levadura, en todas las
condiciones experimentales ensayadas. El agregado de Zn*™ 10° M
simultaneamente con o-Fe 1 mM, sin preincubar y con el protector tidlico B-Me 10
mM fue la unica condicién experimental en la cual se logré la recuperacion total de

la actividad enzimatica.
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Figura Ill.16: Efecto de la incubacién (a) o preincubacién (b) con o-Fe sobre la actividad
del ALA-D de micelio. Reversién por Zn*".

La o-Fe (1 mM) se agregé al sistema de incubacién o se preincub6 30 min a 37 °C. La
actividad se midié en presencia ( Il ) o ausencia (@ ) de 3-Me 10 mM. Los resultados
representan el promedio £ D.E. del porcentaje de la actividad especifica obtenidos de
tres experimentos independientes. El 100% corresponde a la actividad de la enzima de la
fraccion Fs dializada. Valor A.E control promedio = 91+10 U.E./mg. Diferencia
significativa respecto al control entre: con 3-Me 10 mM: (##) p<0,01 y sin 3-Me 10 mM:
(++) p<0,01. Los detalles experimentales se describen en Métodos.
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Figura Ill.17: Efecto de la incubacién (a) o preincubacién (b) con o-Fe sobre la actividad
del ALA-D de levadura. Reversion por Zn*".

La o-Fe (1 mM) se agregé al sistema de incubacion o se preincub6 30 min a 37 °C. La
actividad se midio en presencia ( Il ) o ausencia (3 ) de B-Me 10 mM. Los resultados
representan el promedio + D.E. del porcentaje de la actividad especifica obtenidos de
tres experimentos independientes. El 100% corresponde a la actividad de la enzima de la
fraccion Fs dializada. Valor A.E control promedio = 4218 U.E./mg Diferencia significativa
respecto al control entre: con -Me 10 mM: (##) p<0,01. y sin B-Me 10 mM: (++) p<0,01.
Los detalles experimentales se describen en Métodos.
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Considerando estos resultados se ensay0 la respuesta de la enzima tratada
con o-Fe 1 mM frente a diferentes cationes divalentes a una concentracién 10° M,
en condiciones reductoras y sin preincubacion con el quelante. De esta manera se
evalud si algin otro catiéon era capaz de ejercer el efecto del Zn™, en relacion a la
recuperacion total de la actividad catalitica.

En la Figura Il.18 se demuestra que el Zn™" es el Unico catién capaz de revertir
completamente la inhibicién del 70% causada por el tratamiento con o-Fe. Con el
Mn*" y el Co™ se alcanzé una recuperacion de un 60-65% de la actividad catalitica,
mientras que el resto de los cationes estudiados tuvieron un efecto inhibitorio aun

mayor al encontrado con la o-Fe sola, en estas condiciones experimentales.
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Figura 111.18: Efecto de la o-Fe sobre la actividad del ALA-D de micelio y
levadura. Reversion por metales.

La o-Fe (1 mM) se agregé al sistema de incubacion en micelio (HE) y en
levadura (). La actividad se midi6 en presencia de 3-Me 10 mM. Los
resultados representan el promedio + D.E. del porcentaje de la actividad
especifica obtenidos de tres experimentos independientes. EI 100%
corresponde a la actividad de la enzima de la fraccion Fs dializada sin
agregado de quelante ni cationes. Valor A.E control promedio micelio = 87+9
U.E./mg, levadura = 4448. Diferencia significativa respecto al control micelio:
(##) p<0,01.y respecto al control levadura: (++) p<0,01. Los detalles
experimentales se describen en Métodos.
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111.3.2.3.2 Efecto de la dialisis sobre la enzima tratada con o-Fenantrolina

Para continuar con la caracterizacién del efecto de la o-Fe, se tratd la enzima
con el quelante durante 30 minutos y posteriormente se procediéo a eliminarlo
mediante una didlisis durante 20 hs. Los valores de actividad remanente para la
enzima de ambas fuentes se muestran en la Tabla lll.1.

Luego de la dialisis, la enzima de ambas fuentes en condiciones estandar de

incubacion recuperd un 75 — 78 % de su actividad inicial.

Tabla Ill.1: Actividad del ALA-D en micelio vy
levadura tratados con o-Fe 1 mM y dializadas.

FUENTE ENZIMATICA A.E. (%)
post-dialisis
Micelio 75+6
Levadura 785

Los valores de actividad control promedio fueron:
A.E. micelio = 94+7 U.E./mg, levadura = 40+9
U.E./mg. Los resultados representan el promedio *
D.E. del porcentaje de la actividad especifica
obtenidos de tres experimentos independientes. El
100% corresponde a la actividad de la enzima de la
fraccibn Fs dializada sin agregado de quelante.
Diferencia  significativa respecto al control
correspondiente: p<0,05. Detalles experimentales
en Métodos

Estos resultados estarian demostrando la interaccién de o-Fe con cationes
involucrados en por lo menos dos poblaciones de sitios de union diferentes: sitio Ay
sitio B. El sitio A tendria el catién fuertemente asociado a la proteina, el mismo
podria ser bloqueado por el quelante (interaccion in situ), y permanecer unido a la
enzima durante la dialisis. La permanencia del catidén en este sitio seria responsable
de la recuperacion de hasta un 75-78% de la actividad. El sitio B seria aquel en el
cual el catién estaria débilmente unido y podria eliminarse asociado al quelante
durante la dialisis. Estos resultados son consistentes con los postulados para el
ALA-D de humanos, levaduras y bacterias donde se ha demostrado la existencia de

dos tipos de sitios diferentes para la union del Zn*" (Jaffe, 2000).
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11.3.2.3.3 Efecto de cationes divalentes sobre la enzima tratada con o-Fe y

dializada.

El extracto enzimatico obtenido de micelio y levadura luego del tratamiento con

quelante y su posterior eliminacién por dialisis, se

incubd con diferentes

concentraciones de cationes divalentes 102, 10*y 10° M en presencia de p-Me 10

mM.

Los resultados obtenidos se encuentran graficados en las Figuras [11.19 y 11.20

para micelio y levadura respectivamente.
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Figura 111.19: Efecto de cationes divalentes sobre la enzima de
micelio tratada con o-Fe y dializada.

Los metales se agregaron al sistema de incubacién. La actividad
se midi6 en presencia de B-Me 10 mM. Los resultados
representan el promedio + D.E. del porcentaje de la actividad
especifica obtenidos de tres experimentos independientes. El
100% corresponde a la actividad de la enzima de la fraccion Fs
dializada sin agregado de o-Fe y dializada. (---): % A.E. de la
enzima tratada con o-Fe y dializada. Valor A.E control promedio
= 9447 U.E./mg. [cationes]: ( mm) 10° M, ( 3) 10* M, (B3 )
10°® M. Diferencia significativa respecto a la enzima tratada y
dializada (*) p<0,05.

Se encontré que la inhibicion remanente luego de la didlisis puede revertirse

completamente solo con el agregado de Zn** 10y 10 M.
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Para Fe™, Cu™ y Co™ no sélo no se observd reversion, sino que en altas
concentraciones mostraron diferentes grados de inhibicién. EI Mn™*, Hg"" y Mg™
produjo un incremento de la actividad basal post didlisis que, aunque fue

significativo, no revirti6 completamente la inhibicion.
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Figura 111.20: Efecto de cationes divalentes sobre la enzima de
levadura tratada con o-Fe y dializada.

Los metales se agregaron al sistema de incubacion. La actividad se
midié en presencia de B-Me 10 mM. Los resultados representan el
promedio + D.E. del porcentaje de la actividad especifica obtenidos
de tres experimentos independientes. EI 100% corresponde a la
actividad de la enzima de la fraccion Fs dializada sin agregado de
o-fe. (---): % A.E. de la enzima tratada con o-Fe y dializada. Valor
A.E control promedio = 40+9 U.E./mg. [cationes]: (mm) 10° M, (C)
10" M, (E= ) 10° M. Diferencia significativa respecto a la enzima
tratada y dializada (%) p<0,05.

Una explicacién a este comportamiento seria considerar que el Zn™" restituiria
al catién del sitio B, recuperandose asi el 100% de actividad. Sin embargo la
especificidad por Zn™ de este sitio no seria del 100% ya que, aunque en menor
grado, puede ser sustituido parcialmente por otros cationes tales como Mg™*, Hg™" y
Mn**.
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111.3.2.3.4 Efecto del Zn en condiciones no reductoras sobre la enzima tratada
con o-Fe y dializada

Se estudié el efecto del protector tidlico durante la incubacién de la enzima
tratada con o-Fe y dializada. Los resultados se muestran en la Figura 111.21.

En ausencia del reductor, de forma similar a lo observado previamente (Figuras
111.8 y 111.9), se manifestd la pérdida de actividad de alrededor del 20%, tanto para la
enzima control como para la tratada con el quelante y dializada, lo cual
indirectamente indica que los sitios A y B no estarian involucrados en esta
disminucion. Este efecto, que persiste desde que se aisla la enzima, podria deberse
tanto a la pérdida del entorno reductor como a la pérdida de Zn** que interacciona
muy débilmente con la proteina. Si esta ultima opcion es la correcta cabria postular
un tercer tipo de sitio (sitios C) donde el Zn*" puede interactuar causando el mismo

efecto que un reductor.
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Figura 111.21: Efecto del Zn™" sobre la enzima de micelio (a) y levadura (b)
tratada con o-Fe y dializada.

Los metales se agregaron al sistema de incubacion. La actividad se midié en
presencia ( HE ) o ausencia ( (@ ) de p-Me 10 mM. Los resultados
representan el promedio + D.E. del porcentaje de la actividad especifica
obtenidos de tres experimentos independientes. EI 100% corresponde a la
actividad de la enzima de la fraccion Fs con B-Me 10 mM vy dializada .A.E
control promedio: micelio = 90+7 U.E./mg, levadura = 397 U.E./mg.
Diferencia significativa respecto al control entre: con y sin f-Me 10 mM (x %)
p<0,01; con B-Me 10 mM (##) p<0,01 y sin B-Me 10 mM: (++) p<0,01. Los
detalles experimentales se describen en Métodos.
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Post-dialisis y sin agregado de protector tidlico, se observé una inhibicion de
casi 50% que revirti6 a concentraciones de Zn** 10 y 10° M. En este caso la
pérdida de actividad se debe a las condiciones no reductoras o pérdida del Zn*" del
sitio C sumada a la pérdida de catién del sitio B. El Zn*™" agregado ejerceria su
efecto de recuperacion de 100% de actividad inicial actuando a estos dos niveles.

Con estas caracteristicas se podria asignar al Zn*" presente en el sitio A un rol
constitutivo y al Zn™ del sitio B otro rol, que no seria esencial para la actividad
catalitica, ya que la enzima conserva entre un 75-78% de actividad luego de su
eliminacién (Tabla Ill.1), pero que es necesario para medir de la actividad maxima.

En base a los resultados obtenidos podriamos postular para los sitios C que el
Zn™" en ellos podria interactuar con ligandos que contienen azufre, los cuales en
ambiente no reductor estarian oxidados causando una pérdida de actividad que se
recupera tanto en condiciones reductoras (agregado de B-Me 10 mM) como en
presencia sélo del catibn en el sistema de incubacion (Figura I11.8 y 111.9). Los

ligandos con azufre en ambiente no reductor podrian dar lugar a la formacién de
puentes disulfuro (-S-S-) que en presencia de un reductor se convierten en —SH. La
presencia de Zn™" en esos sitios (C) produciria el mismo efecto que el reductor al
impedir la formacion de los puentes -S-S-, probablemente a través de
modificaciones en la estructura que no permitan que la oxidacion de los grupos —SH
se lleve a cabo.

El rol del Zn™ en dicho dominio seria favorecer que la estructura de la proteina
adopte la configuracion mas favorable para la catalisis.

I11.3.3 Reversion de la inhibicion por Pb mediada por cationes divalentes

El Pb es un potente inhibidor de enzimas con grupos sulfhidrilos en el sitio
activo. En el caso de metaloenzimas, su mecanismo de accién implica el
desplazamiento del cation divalente del sitio activo, ocasionando la pérdida parcial o
total de actividad catalitica. Este efecto puede ser reversible dependiendo de la
afinidad especifica de la enzima por los cationes divalentes y de las concentraciones
de los mismos (Chauhan et al., 1997; Jaffe et al., 2001).

De acuerdo con los resultados encontrados en las experiencias con cationes
divalentes (Figura I11.7) donde la inhibicién causada por incubacién con Pb*™ 10 M
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fue del orden del 90-95%, se estudio el efecto del agregado de cationes divalentes
con la misma concentracion 10* M, en presencia de B-Me 10 mM.

Los resultados se muestran en la Figura I11.22, donde se puede observar que el
Unico catién capaz de prevenir el fuerte efecto inhibitorio causado por el Pb™ es el
Zn™, recuperandose entre 70-80% de la actividad inicial, tanto para micelio como
para levadura.

Estos resultados estarian indicando que ambos cationes, a las concentraciones

ensayadas, estarian interactuando por el o los mismos sitios de interaccion.
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Figura 111.22: Efecto del Pb™" sobre la enzima de micelio (a) y levadura (b). Reversién por
metales.

Los metales se agregaron al sistema de incubacién en una concentracién 10* M. La
actividad se midio en presencia de 3-Me 10 mM. Los resultados representan el promedio *
D.E. del porcentaje de la actividad especifica obtenidos de tres experimentos
independientes. El 100% corresponde a la actividad de la enzima de la fraccién Fs sin
agregado de Pb*" o metales. Valor A.E. control promedio micelio = 91+7 U.E./mg, levadura
= 4546 U.E./mg. Diferencia significativa respecto al control (x*) p<0,01.

Teniendo en cuenta la capacidad de recuperacion de la actividad enzimatica
del ALA-D por el Zn™, se realizaron experiencias con Zn** y Pb™ solos o
combinados en diferentes concentraciones, 10 M y 10°M, con y sin agregado de
reactivo tidlico. Los resultados obtenidos (Figura 11.23) mostraron el efecto protector
que el Zn**, en determinadas condiciones experimentales, ejercié frente a la

inhibicién por Pb*™".
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Figura 111.23: Efecto del Pb™" sélo y combinado con Zn™" sobre la enzima de micelio (a) y
levadura (b).

Los metales se agregaron al sistema de incubacién en una concentracién 10* My 10° M.
La actividad se midié en presencia ( ll ) o ausencia ( 3 ) de B-Me 10 mM. Los
resultados representan el promedio + D.E. del porcentaje de la actividad especifica
obtenidos de tres experimentos independientes. EI 100% corresponde a la actividad de la
enzima de la fracciéon Fs con B-Me 10 mM sin agregado de Pb™ o Zn™". A.E control
promedio: micelio = 91£7 U.E./mg, levadura = 45+6 U.E./mg. Diferencia significativa
respecto al control entre: con y sin B-Me 10 mM (x%*) p<0,01; con B-Me 10 mM (##)
p<0,01 y sin B-Me 10 mM: (++) p<0,01. Los detalles experimentales se describen en
Métodos.

Cuando se incubd la enzima en presencia de Pb™ 10° My Zn** 10* M, la
proteccion por Zn** fue superior al 90 %, sin embargo cuando la concentracién de
Pb*" fue superior a la del Zn™" este Gltimo no manifesté ningln efecto.

En ausencia de B-Me a una concentracién de Pb™ 10° M el Zn** aln a una
concentracion 10 veces mayor, no fue capaz de revertir la pérdida de actividad
causada por el Pb™. El Pb™ seria capaz entonces de bloguear los sitios C para la
unién del Zn™* impidiendo que se manifieste el 100% de actividad.

El alto grado de inhibicién (70-90%) causado por el Pb™ indicaria que este
cation compite con todos los sitios de interaccién del Zn. en el ALA-D de micelio y

levadura de Mucor rouxii

I11.4 CONCLUSIONES

Los resultados encontrados a partir de la caracterizacién del sitio activo del
ALA-D de micelio y levadura de Mucor rouxii son los siguientes:
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Se hallaron 4 residuos sulfhidrilicos por subunidad de ALA-D durante la primera
fase de reaccién con DTNB, que corresponden a grupos expuestos, 2 tipo | y 2
tipo Il. Un quinto residuo tipo Il se manifiestd luego del tratamiento con SDS
Cuando la enzima se estacion6 por espacio de 3 y 24 horas, se produjo la pérdida
de 2 grupos —SH, tanto en micelio como en levadura, 1 tipo | y 1 tipo Il. El residuo
que se titulaba post agregado de SDS no mostr6 cambios, lo que resulté
consistente con su calidad de grupo —SH no expuesto.

La determinacion de la actividad de la enzima realizada paralelamente con la
titulacion mostrd una pérdida de la actividad del 20%, lo que indica que esos
grupos oxidados no son esenciales para la catalisis pero son necesarios para la
manifestacion optima de la actividad.

El tratamiento con DEP 0,2 mM durante 60 minutos a 0°C inhibié rapidamente la
reaccion catalitica del ALA-D de levadura y micelio.

El sustrato demostr6 ejercer una importante proteccion sobre esta interaccién.

La reversidn de la inactivacién de la enzima modificada por la hidroxilamina, asi
como la dependencia de ésta con el pH, avalaron la existencia de una histidina
esencial en la actividad enzimética. Estos resultados sugieren que otros
aminoacidos con residuos nucleofilicos, tales como tirosina, serina, lisina y grupos
sulfhidrilos no estarian involucrados en la reaccién con el DEP.

La rdpida inactivacién producida por el DEP se debié a la modificacién de un
residuo histidina por subunidad, situado en el sitio catalitico de la enzima o en su
cercania.

En estas condiciones experimentales el Zn** no ejerce un rol protector sobre la
actividad de la enzima, indicando que no estaria interactuando con la histidina
critica en la reaccion catalitica.

El agregado de los cationes divalentes Mn**; Hg**; Fe**, Cu™, Co*™", Zn**, Mg** y
Pb*™ en las concentraciones de 10° M; 10* My 10° M en presencia del reactivo
B-Me 10 mM no aumentd la actividad de la enzima. Sin embargo se observé una
pérdida en la actividad a la concentraciéon mas alta de Zn**, Hg™* Cu, Fe™ y Co™".
El Pb™, como se esperaba tuvo un fuerte efecto inhibidor en todas las

concentraciones ensayadas.
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Es importante notar que el Zn™* 10 y 10° M fue capaz de restablecer por
completo la actividad enzimatica, tanto en condiciones reductoras como no
reductoras, donde se incorporaria a los sitios anteriormente mencionados como B
yC

La actividad de la enzima llevada a cabo con los cationes en una concentracion
de 10° M y en ausencia de B-Me, causé una pérdida de actividad del 20%. El
Zn™ fue capaz de recuperar el 100% de la actividad, mientras que otros cationes
causaron una inhibicién adicional, que para el caso del Cu™ alcanzé el 90% por
preincubacion con el cation.

El tratamiento del ALA-D en micelio y levadura con concentraciones variables de
Zn™ entre 102 - 107 M con y sin agregado de B-Me 10 mM y efectuando o no
preincubaciéon con el catién, demostré que el Zn™ sélo a 10° M restaura por
completo la actividad de la enzima en ausencia del protector. Para las
concentraciones menores no se encontrd efecto alguno y para 10°y 102 M se
observo por el contrario una inhibicion, que se incrementa en ausencia de (-Me
10 mM.

Estas experiencias muestran que, en condiciones reductoras, la enzima no
necesita del agregado de cationes para manifestar su actividad maxima. Cuando
el reactivo tidlico no estd en el medio de incubacién, hay una pérdida del 20 %
que si es recuperada por el agregado de Zn™". Otros cationes, incluido el Zn*",
en esas mismas condiciones y a concentraciones mayores inhiben el ALA-D.

Se determin6é que la o-Fe actué como un importante inhibidor de la actividad
enzimatica, tanto en condiciones reductoras como no reductoras, que pudo
revertirse completamente por tratamiento con Zn™ 10° M en presencia de B-Me
10 mM y sin pretratamiento con el quelante. El resto de los cationes divalentes no
previnieron ni revirtieron el efecto inactivante del quelante, excepto el Co™".

Luego de haber eliminado la o-Fe por dialisis, la enzima recuperd un 75% de su
actividad inicial, indicando que la accién del quelante habia ocurrido in situ. Esa
pérdida del 25% se recuperd totalmente por tratamiento con Zn** 10*y 10° M.
Otros cationes tales como el Mn*™, Hg"" y Mg"™ recuperaron parcialmente la
actividad.
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e El tratamiento de las enzimas dializadas, con concentraciones variables de Zn™*
10 - 107 M, en condiciones reductoras y no reductoras, demostré que el efecto
de la ausencia de protector de grupos -SH es independiente de la pérdida de
actividad post didlisis y que indica la necesidad de un ambiente reductor para que
la actividad sea optima. El Zn""puede suplir la ausencia del reductor
resguardando una conformacion favorable para la catalisis.

e La inhibicién causada por Pb™ en la actividad de ALA-D, indicé que este catién
puede unirse a todos los sitios en que lo hace el Zn*".

e Los resultados sugieren la existencia de distintos sitios de unién para Zn*", en
concordancia con lo que postulan otros autores: un sitio A, donde el metal se
encuentra fuertemente unido, un sitio B, que no es esencial, del cual el catién
puede eliminarse por dialisis y ser parcialmente reemplazado por otros cationes y
sitios C, donde el Zn™ intervendria cuando la enzima se encuentra en medio no

reductor.
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CAPITULO IV
DIMORFISMO DE Mucor rouxii ¥ BIOSINTESIS DEL HEMO

Como se indica en el Capitulo Ill de la Introduccién, varias rutas metabdlicas
han sido evaluadas durante el cambio dimérfico de micelio a levadura y viceversa en
diferentes especies del género Mucor. El esclarecimiento de los procesos
bioquimicos involucrados podria hacerse extensivo y generalizado a todos los
microorganismos en los que tiene lugar la transicidn dimorfica. En el pasaje de
levadura a micelio, inducido por la aireacién de los cultivos, la mitocondriogénesis
adquiere importancia, no sélo por estar asociada a los procesos aerdbicos sino a
través de otras funciones mitocondriales. Es de esperar que la sintesis de porfirinas
se vea afectada ya que las hemoproteinas, en particular los citocromos, deberian
asumir un papel relevante.

En otros microorganismos, que no presentan dimorfismo celular, tales como las
levaduras, la sintesis de citocromos depende de las condiciones de crecimiento y la
actividad ALA-D se incrementa junto con la mayor formacién de mitocondrias
(Jarayaman et al, 1971). Se ha demostrado ademas que la biosintesis del hemo
esta en relacion directa con la biogénesis de esta organela (Sanders et al, 1973). En
la mayoria de los tejidos donde se ha estudiado la regulacion de la sintesis de
porfirinas, la enzima ALA-S es la que controla la velocidad de formacién del hemo,
esta presente en bajas concentraciones y tiene una vida media corta consecuencia
del alto “turnover” que le permite adaptarse rapidamente a las necesidades
celulares. Estos requisitos no los cumple la enzima ALA-D ya que generalmente se
encuentra en exceso y su actividad es alta, comparada con las otras enzimas del
camino metabdlico del hemo.

Si ALA-S es la enzima regulatoria y ALA-D la enzima mayoritaria, la relacién de
actividades ALA-D/ALA-S deberia ser alta. En Saccharomyces cerevisiae (Correa
Garcia et al., 1993; Araujo et al, 1998) y Neurospora crassa (Chandrika &
Padmanaban, 1980) esta relacion esta invertida y se observa una menor actividad
de ALA-D comparada con otros organismos, postulandose entonces que la enzima

podria desempenar un rol fundamental en la regulacién de la biosintesis de
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tetrapirroles. Una serie de trabajos (Carvajal et al., 1990; Correa Garcia et al., 1993)
postulan que en levadura tanto ALA-S como ALA-D tendrian un rol regulatorio
siendo ambas actividades controladas por hemo, oxigeno y glucosa, indicando que

son sensibles a represion por catabolito e inhibicidon por producto final (hemo).

Tabla IV.1: Actividad especifica del ALA-D de diferentes fuentes

ACTIVIDAD
FUENTE ENZIMATICA ESPECIFICA REFERENCIAS
(U.E./mg)
Higado bovino 37,00 Fukuda 1988
Higado Porcino 27,00 Fukuda 1988
Eritrocitos humanos 84,00 Bustos et al. 1980
Higado de ratén 23,00 Buzaleh et al. 1990
Euglena gracilis 33,00 Stella et al. 1977
Mucor rouxii
micelio 16,50 Paveto et al. 1989
levadura 2,60 Paveto et al. 1989
Sacharomyces
cerevisiae
Cepa S288-C 4,80 Borralho et al. 1983
Cepa GS1-36 4,50 Borralho et al. 1983
Cepa D27 1,70 Correa Garcia et al. 1993
Cepa D27/C6 1,50 Correa Garcia et al. 1993
Cepa D273-10B 1,09 Araujo et al. 1998
Cepa B231 2,72 Araujo et al. 1998

En Mucor rouxii se ha estudiado la variacion de la actividad de ALA-D durante
la morfogénesis de levadura a micelio por aireacioén del cultivo, encontrdndose un
incremento significativo de la actividad catalitica alrededor de 2 horas antes de la
emision de los tubos germinativos que se mantuvo constante hasta la total
transformacién a micelio (Paveto et al, 1989). Al estudiar el efecto del cAMPc,
inhibidor del desarrollo de hifas, sobre la actividad del ALA-D a las 4 horas de
haberlo agregado al medio de cultivo, se encontré6 que la aparicion de las hifas
estaba parcialmente arrestada y era acompanada por una concomitante pérdida de
la actividad de ALA-D. En el trabajo mencionado se establecid, teniendo en cuenta
la relacién de actividades ALA-D/ALA-S, un rol regulatorio para el ALA-D
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Con el objetivo de evaluar el camino biosintético del hemo de Mucor rouxii, se
estudiaron algunos parametros relacionados con dicha via metabdlica. Para ello se
midié el contenido de precursores ALA y PBG, porfirinas y actividad de ALA-D en
micelio y levadura. Estos parametros también fueron estudiados durante el cambio
dimérfico de manera de aportar mayores evidencias a cerca del rol regulatorio del

ALA-D en Mucor rouxii.

IV.1 BIOSINTESIS DEL HEMO EN MICELIO Y LEVADURA DE Mucor rouxii.
EFECTO DEL AGREGADO DE ALA

Se midi6 el contenido de ALA, PBG, porfirinas y actividad de ALA-D en micelio

y levadura, en presencia de distintas cantidades de ALA (10'5-10'3 M) adicionado al
medio de cultivo.

La captacion de ALA fue proporcional a la concentracién del metabolito en el

medio de cultivo y sensiblemente mayor en micelio que en levadura (Figura IV.1).
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Figura 1V.1: Captacion de ALA por micelio y levadura de Mucor
rouxii .

(M) micelio, (0) levadura. Se agregaron cantidades variables
de ALA al medio de cultivo. ALA incorporado (nmoles) =
nmoles ALA + 2 (nmoles PBG) + 8 (nmoles P). Los resultados
representan el promedio + D.E. de tres experimentos
independientes. Diferencia significativa respecto a las células
que contienen 10° M ALA en el medio de crecimiento (##)
p<0,01 y (++) p<0,01. Otros detalles experimentales en
Métodos.

145



Resultados y Discusion

En micelio para concentraciones de ALA 10“* My 10° M, hubo una captacién
7,3 y 13,0 veces mayor respectivamente a la observada para ALA 10° M. Para la
levadura los aumentos fueron significativamente menores, obteniéndose
incrementos de tan sélo 2,2 y 3,1 veces. Dicha captacion a favor del gradiente, se
sabe que es una difusion facilitada, que en nuestro caso no habria alcanzado la
saturacion con las concentraciones de ALA ensayadas.

Conjuntamente con la captacion de ALA se observa que sélo entre un 12,7—
17,3% de este compuesto se acumula como tal (Figura IV.2), el resto se metaboliza
a PBG y porfirinas. En micelio, para una concentraciéon de ALA 10° M, todo el ALA
captado se convirti6 en porfirinas, sin acumulacion de precursores. Para mayores
concentraciones de ALA, se acumularon no sélo porfirinas sino también cantidades
significativas de ALA y PBG. Para la levadura, el comportamiento fue diferente ya
que a concentraciones de ALA entre 10° My 10* M, se observé una acumulacion
significativa de PBG, de porfirinas sélo a 10° M mientras que no se evidencio
acumulacion de ALA. En este caso podriamos pensar que el ALA-D estaria
funcionando de forma tal de regular la concentracion de ALA intracelular, evitando
los efectos citotoxicos derivados de su acumulacion. Cuando la concentracion de
ALA fue de 10 M, se encontré acumulacion significativa de ALA, PBG y porfirinas.

Para las mismas condiciones experimentales se evalué también la actividad
de ALA-D (Figura 1V.3). Los valores de actividad enzimatica obtenidos in vitro

(Figura 1V.3 a) en los extractos crudos y medida a concentraciones saturantes de

sustrato, nos permiten concluir que el agregado de ALA al medio de cultivo no altera
la cantidad de enzima presente en el tejido, ya sea micelio o levadura. Los niveles

de actividad hallados intracelularmente (Figura IV.3 b) muestran una enzima no

saturada, con variaciones significativamente mayores de la actividad en funcién de

las concentraciones de ALA agregado al medio para el micelio que para la levadura.
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Figura 1V.2: Acumulacién de ALA (a), PBG (b) y porfirinas (c) por
micelio y levadura de Mucor rouxii. ( ) micelio, ( ) levadura.

Se agregaron cantidades variables de ALA al medio de cultivo.
Los resultados representan el promedio + D.E. de tres
experimentos independientes. Diferencia significativa respecto al
control correspondiente (##) p<0,01 y (++) p<0,01. Otros detalles
experimentales en Métodos.
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Figura IV.3: Actividad de ALA-D:(a) en extractos libres de células (b) intracelular en
micelio y levadura de Mucor rouxii. ( ll) micelio, ( () levadura.

Se agregaron cantidades variables de ALA al medio de cultivo. La A.E. se calculé: a) a
partir de los extractos libres de células; b) utilizando la ecuacion U.E= 2 (nmoles PBG)
+ 8 (nmoles P), donde los nmoles de PBG y de porfirinas se cuantificaron
intracelularmente para cada cultivo. Los resultados representan el promedio + D.E. de
tres experimentos independientes. Diferencia significativa respecto al control
correspondiente (##) p<0,01 y (++) p<0,01. Otros detalles experimentales en Métodos.

IV.2 BIOSINTESIS DEL HEMO DURANTE LA TRANSICION DE LEVADURA A
MICELIO EN Mucor rouxii. EFECTO DEL AGREGADO DE ALA

Caracterizada la respuesta del micelio y la levadura frente a cambios en el
metabolismo de las porfirinas, inducidos por el agregado de ALA, se investigaron los
mismos parametros evaluados antes, al inducirse la transformacion de levadura a

micelio por aireaciéon. Se analizaron tres situaciones experimentales diferentes:

a) Cultivo control: se repican esporas para que se desarrollen como levadura

durante 30 horas en anaerobiosis, luego por aireacion de los cultivos (tiempo 0)
se indujo la morfogénesis durante 24 horas

b) Cultivo 1: desde el momento en que se repican las esporas se agreg6 al medio
ALA 5x10™ M; luego se procedio igual que lo descripto para el control

c) Cultivo 2: el ALA fue agregado cuando empieza la aireacion (tiempo 0) y se
extiende el crecimiento igual que en los casos anteriores por 24 horas.

Cabe aclarar que en los tres cultivos, al finalizar la incubaciéon en aerobiosis se
observaba una transformacion total de levadura a micelio. Esta transicion,
manifestada como la aparicién de los primeros tubos germinativos en las células
levaduriformes, ocurrié en forma sincronizada a partir de las 4 horas de aireacion.

148



Resultados y Discusion

La observacién al microscopio a tiempo 0 mostré un 100% de células en forma
de levadura, redondeadas y algunas en division; a las 2 horas dichas células se
vieron alargadas y formando cadenas mientras que a las 4 horas comenzaron a
emerger los tubos germinativos. A las 6 horas habia una gran proporcién de hifas
mientras que a las 24 hs el tejido era unicamente micelio.

En la Figura IV.4 se observa como varié en cada cultivo, la acumulacién de
ALA, PBG vy porfirinas durante la transicién. La Figura IV.5 completa el estudio
mostrando como variaron los niveles de actividad de ALA-D.

El cultivo control puso de manifiesto un camino biosintético del hemo
eficientemente regulado. Si bien no se acumularon ni precursores ni porfirinas, el
incremento en la actividad del ALA-D, desde la aireacién, indicé una correlacién
entre la biosintesis de porfirinas y la morfogénesis inducida por aireacion.

En el caso del cultivo 1, el agregado de ALA desde la siembra de las esporas
produjo una gran acumulacién de este metabolito que permanecié constante a partir
de las 2 horas de la aireacién, mientras que la disminucién en la acumulacién de
PBG se correlacion6 con el aumento en el contenido de porfirinas a partir de la
cuarta hora de transferencia a la atmédsfera aerdbica. En respuesta al agregado de
ALA, la actividad de la enzima se encontré elevada desde el tiempo 0 metabolizando
el ALA a PBG, que fue eficientemente convertido a porfirinas.

En el cultivo 2 se observé una acumulacion de ALA significativa a las 2 horas
posteriores de haberlo agregado al medio conjuntamente con la transferencia de las
células a condiciones de crecimiento aerdbico. Nuevamente se observdé que en
respuesta a la aireacion se produjo un aumento en la actividad de la enzima. Luego
del aumento hallado por incorporacion del ALA exbégeno, el precursor se mantuvo
sin cambios significativos. Después del incremento inicial ni el PBG ni las porfirinas
variaron sus niveles. El ALA acumulado fue metabolizado eficientemente a PBG
merced a la mayor actividad de la enzima que se produce paralelamente con la
aireacion, mientras que el PBG siguié el camino hasta porfirinas manteniéndose en
niveles comparables hasta las 24 horas. El contenido de porfirinas en este cultivo
fue del mismo érden, hasta las 4 horas de aireacion, que el observado en el cultivo 1
y, a diferencia de éste ultimo, se mantuvo sin cambios hasta las 24 horas de

crecimiento.
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Figura IV.4: Acumulacion de ALA (a),

de levadura a micelio.

(E3) Cultivo 2: ALA 5x10* M

desde la transferencia a aerobiosis. Los resultados representan el promedio + D.E. de

Ez3) Cultivo 1:
tres experimentos independientes. Diferencia significativa respecto al cultivo control a

tiempo cero: (%) p<0,05 y (**) p<0,01; diferencia significativa del cultivo 1 respecto al
cultivo 1 a tiempo cero: (#) p<0,05 (##) p<0,01 y diferencia significativa del cultivo 2
respecto al cultivo 2 a tiempo cero: (+) p<0,05 (++) p<0,01. Otros detalles experimentales

() Cultivo control: sin agregado de ALA. (
en Métodos.
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Figura IV.5: Actividad de ALA-D durante la transformacién de
levadura a micelio.

(®) Cultivo control: sin agregado de ALA: (O) cultivo 1:ALA 5 x10™
M desde la siembra de esporas. (V) cultivo 2: ALA 5x10™* M desde
la transferencia a aerobiosis. Los resultados representan el
promedio + D.E. de tres experimentos independientes Diferencia
significativa respecto al cultivo control a tiempo cero: (*) p<0,05 y
(**) p<0,01. Otros detalles experimentales en Métodos.

La actividad de ALA-D mostré una variacion de entre 1,7-1,9 veces de
incremento a lo largo de la transicion de levadura a hifas, tanto en el cultivo control
como en el cultivo 2. Para el cultivo 1 este aumento fue sélo de hasta 1,2 veces,
mostrando una menor variacién en los valores de actividad a lo largo de toda la
transformacién. En los 3 cultivos el cambio en la actividad de la enzima comenzé a
manifestarse luego de la segunda hora de exposicién al oxigeno y alcanz6 su valor
maximo cuando comenzaron a emerger los tubos germinativos, manteniéndose
dentro de los mismos valores hasta las 24 hs en atmésfera aerdbica, donde el tejido
estaba compuesto Unicamente por hifas.

En concordancia a lo observado al comparar micelio y levadura, la actividad
de esta enzima durante la morfogénesis pareceria estar regulando los niveles de
ALA, convirtiend6lo a PBG que mayoritariamente se metabolizé6 a porfirinas. Este
comportamiento estaria indirectamente poniendo de manifiesto las propiedades
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regulatorias del ALA-D, que responde a las variaciones en las condiciones de

crecimiento mediante cambios en su actividad.
IV.3 CONCLUSIONES

e En ambas formas, micelio y levadura, Mucor rouxii presenta un camino
metabdlico del hemo funcional, que puede ser inducido por concentraciones de
ALA 10®° — 10" M presentes en el medio de cultivo.

e La captacion de ALA, acumulacién de precursores y porfirinas y la actividad de
ALA-D resulté ser significativamente mayor para micelio que para levadura. En el
caso del micelio, el crecimiento en condiciones aerdbicas requeriria de mayor
contenido de hemoproteinas, fundamentalmente citocromos, y de esta forma se
justificaria la presencia de un camino biosintético para las porfirinas mas activo en
micelio que en levadura.

e Los valores mas bajos de actividad de ALA-D en levadura que en micelio, incluso
ambos muy inferiores a los de esta enzima en otros tejidos (Tabla 1V.1), sumado
a su capacidad de regular la concentracion de ALA acumulado intracelularmente,

sugieren un rol regulatorio para esta enzima en levadura.

e Durante la transicién de levadura a micelio, que ocurre como respuesta a la
transferencia a una atmésfera aerdbica, se observdé un camino del hemo

eficientemente regulado.

e Para el cultivo 1, que en el momento de transferir las células a la atmésfera
aerdbica tuvo una actividad de ALA-D 30% superior al valor inicial de los cultivos
control y 2, mostré menor variacién de su actividad durante el cambio dimérfico y
metabolizd el ALA exdgeno incorporado muy eficientemente; el PBG sintetizado
durante el crecimiento levaduriforme fue convertido de manera sincronizada a
porfirinas. En el caso del cultivo 2 tuvo una menor acumulacién de precursores y
porfirinas en relaciéon al cultivo 1, y una variacién en la actividad de ALA-D del
mismo érden que en el cultivo control. Este cambio en la actividad de la enzima
fue consistente con que los niveles de ALA, PBG y porfirinas acumulados in vivo
se mantuvieron sin cambios a través de toda la transformacién dimorfica, de
manera analoga a lo encontrado en el cultivo control, pero en valores absolutos
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superiores debido a la incorporacion inicial de ALA, que se metaboliza y, luego

del incremento inicial, se mantiene regulado.

e El aumento en la actividad de ALA-D a partir de la aireacién de levaduras, indicé
una correlacién entre la biosintesis de porfirinas y la morfogénesis. Su capacidad
de regular los niveles de ALA, que se convierte a PBG y luego éste en su mayoria
a porfirinas en respuesta a variaciones en las condiciones de crecimiento, es
consistente con un rol regulatorio del metabolismo del hemo en este

microorganismo.
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Se aislé y purificé por primera vez el ALA-D en un organismo dimorfico,
caracterizando la enzima de micelio y levadura.

Se establecié el sistema estandar de incubacién para la enzima de las dos formas
de Mucor rouxii: micelio y levadura.

En ambas formas moérficas, ALA-D manifiesta propiedades similares a las
encontradas en otras fuentes, tales como:

Es termoestable, caracteristica para el ALA-D que posee Zn*" en su estructura.
Presenta in vitro una maxima actividad en presencia de reactivos protectores de
grupos -SH, perdiendo aproximadamente un 20% de su actividad en ausencia de
los mismos. Este hecho da cuenta de la naturaleza sulfhidrilica del ALA-D en este
organismo.

La cinética respecto del sustrato ALA es michaeliana. Los valores de Km fueron
0,143 mM en micelio y 0,230 mM en levadura y estan dentro del érden del hallado
en otras fuentes.

La inhibicion competitiva producida por el acido levulinico es consistente por
tratarse de una molécula estructuralmente similar al sustrato de esta enzima
Mediante cromatografia por tamices moleculares en Sephacryl S-300, se
determin6 un peso molecular de 282+25 kDa para micelio y 260+20 kDa, en
levadura, en concordancia con el encontrado para esta enzima en otros
organismos

De la fuerte interaccién hallada con la columna de Phenyl-Sepharose, se puede
inferir que la enzima de Mucor rouxii presenta una gran cantidad de grupos
hidrofébicos.

De acuerdo a su comportamiento frente a la columna de intercambio i6nico Q-
Sepharosa, se infiere que su pl es inferior a 7,4

Utilizando el mismo esquema de purificacion, el rendimiento fue similar para la
enzima de micelio y levadura, pero con un grado de purificacién levemente menor

para la enzima de levadura.
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Los inhibidores tidlicos afectaron en forma similar a la enzima de ambas fuentes,
en una manera concentracién dependiente, pero en general fue mas sensible la
enzima de levadura. La pérdida de actividad encontrada se relaciona con el
bloqueo de grupos sulfhidrilos indispensables para la catalisis.

Los bloqueantes de puentes disulfuros NaCN y TU produjeron una fuerte
inhibicidn, concentracion dependiente, de mayor grado en la enzima proveniente
de levadura. La presencia de estas uniones disulfuro demuestra ser esencial para
que el proceso catalitico sea 6ptimo.

La interaccion de esta enzima con el soporte de Tiopropyl-Sepharose 6B, tiene
lugar a través de los residuos sulfhidrilcos reducidos y suficientemente expuestos
La determinacién de sélo el 50% de actividad catalitica en la enzima inmovilizada,
esta indicando que parte de los grupos que intervienen en la interaccién con la
matriz son necesarios para la catalisis y que hay residuos no expuestos, que no
interactian, pero son necesarios para la reaccion catalitica.

Los agentes quelantes de cationes divalentes: AS, DP, o-Fe, tuvieron efectos
inhibitorios, los cuales, en algunos casos, se pudieronfueron prevenir o revertir
manteniendo los grupos sulfhidrilos en su forma reducida.

La titulacibn de los grupos sulfhidrilos permiti6 detectar 4 residuos
sulfhidrilicos/subunidad altamente reactivos. El tratamiento con SDS permiti6
detectar un quinto grupo tidlico. Por exposicion de las preparaciones enzimaticas
al oxigeno, se pierden dos grupos sulfhidrilos en la proteina proveniente de
micelio y levadura, que corresponden a residuos altamente reactivos. El grupo
sulfhidrilo que no esta expuesto permanece inalterado. La determinaciéon de la
actividad de la enzima, realizada paralelamente a la titulacién, mostré6 que no
hubo cambios significativos en sus niveles, lo que indica que esos residuos
oxidados no son esenciales para la catalisis.

La pérdida de actividad por el tratamiento con DEP, la reversién de la misma por
hidroxilamina, asi como la dependencia de ésta con el pH avalan la existencia de

una histidina esencial para la actividad enzimatica
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Otros aminoacidos con residuos nucleofilicos, tales como tirosina, serina, lisina y
grupos sulfhidrilos no estadn involucrados en la reaccibn con DEP en las
condiciones experimentales del ensayo.

El Zn™ no presenta, en estas condiciones experimentales, un rol protector de la
accion del DEP sobre la actividad de la enzima, lo que sugiere que no estaria
interactuando con la histidina critica en la reaccion catalitica.

Los resultados de los estudios de cationes divalentes sobre la actividad del ALA-
D de Mucor rouxii indican que el metal involucrado en la estructura de esta
enzima es el Zn™". Se demostrd la existencia de por lo menos 3 tipos distintos de
sitios de interaccién, en concordancia con lo que postulan otros autores a este
respecto: un sitio A, donde el metal se encuentra fuertemente unido, un sitio B,
del que el catién puede eliminarse por dialisis y ser parcialmente reemplazado por
otros cationes y sitios C, donde el Zn'™" intervendria cuando la enzima se
encuentra en un medio no reductor.

La notable inhibicion causada por Pb*™ en la actividad de ALA-D pone en
evidencia, aun en este microorganismo, la conocida sensibilidad de la enzima a
este téxico ambiental. Los resultados indican que este catibn puede unirse a
todos los sitios en que lo hace el Zn™", coincidiendo con lo hallado por otros
autores para la enzima en humanos

En los estudios realizados modificando las condiciones de crecimiento en ambas
formas de Mucor rouxii, levadura y micelio, se observé que el camino metabdlico
del hemo es funcional y se puede inducir por concentraciones de ALA 10°-10"M
adicionadas al medio de cultivo.

La captacion de ALA, acumulacién de precursores y porfirinas y la actividad de
ALA-D fue significativamente mayor para micelio. Este hallazgo se asocia al
crecimiento en condiciones aerdbicas donde se requiere de un mayor contenido
de hemoproteinas, fundamentalmente citocromos. De esta forma se encuentra un
camino biosintético para las porfirinas mas activo en micelio que en levadura.

Los niveles de actividad de ALA-D en levadura fueron inferiores que en micelio,
demostrandose asi su capacidad de regular la concentracion de ALA acumulado

intracelularmente.
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e Durante la transformacién dimorfica, inducida mediante aireacion del cultivo de
levadura, el camino biosintético del hemo esta eficientemente regulado. Asi el
aumento en la actividad de ALA-D en respuesta a la mayor demanda de
compuestos tetrapirrélicos y concomitante con el desarrollo de las hifas, no causa
una acumulacion significativa. ni de precursores ni de porfirinas.

e Se comprobd que el ALA-D en Mucor rouxii manifiesta cambios en su actividad
que dependen de la morfologia del microorganismo y de variaciones en las
condiciones de crecimiento. De esta forma esta enzima constituye un parametro
bioquimico valido para correlacionar la transicion dimérfica.

e Los resultados hallados en este trabajo permiten asignarle un rol regulatorio al

ALA-D de la forma levaduriforme de Mucor rouxii.
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