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RESUMEN

La“pared celular de los hongos tiene coma funcién principal la de
brindar proteccién a la célula, La resistencia mecdnica de la pared -
estd dada por la presencia de polisacdridos. En el hongo Euascomycete ‘
Newrospora cAaAAa el polisacdrido quitina contribu}c en forma importante
a dar resistencia a la pared. Se ha propuesto que existe regulacién

tanto espacial como temporal sobre la sintesis y degradacién de los

polisaciridos que forman a la pared, regulacién que permita el

o

crecimiento del organismo al permitir que la pared crezca sin que ésta
pierda su resistencia mecfinica; en consecuencia fue de interés el
estudio de la regulacidn de la sintesis de quitina en este hongo:

Con el objeto de examinar el mecanismo por el cual se encuentra
regulada la sintesis de quitina, se investigé la presencia de inhibicién
de 1a quitina sintctasa, en vista de que esta es la cnzima responsable
de la sintesis de cste polimero. Se encontrd presente una actividad
aparentemente inhibitoria para la quitina sintetasa; dicha actividad se
encontré localizada principalmente en el citosol del organismo, y se le
purificé parcialmente por medio de precipitacién con sulfato de amonio y
filtracidén en gel. Se cncontrd que la preparacién de inhibidor
purificado poseia actividad de quitinasa, la cual fue capaz de hidrolizar
tanto a quitina naciente como a quitina preformada. La utilizaci6n del
substrato de la enzima quitina sintetasa (UDP-N-acetil-D-glucosamina) no
se modificé por la presencia de la preparacién purificada de inhibidor,
aunque la quitina formada en el sistema fue degradada hasta N-acetil-D-

glucosamina, N-N-diacetilquitobiosa, y otros oligosacdridos de mayor

—~ XT -



tamafio. La actividédidé quifinasa purificadayexhibié un peso
moleculaf‘apafenfe:de 20;600‘da1tones cuando se analizé por filtraci6bn
en gel. El pH Sptimo de la quitinasa de N, cnassa fue de 6.7.

© Se concluyé que la actividad inhibitdria de quitina sintetasa
observada fue debida a'la presencia de actividad de quitinasa, la cual

exhibié propiedades tanto de endoquitinasa como de exoquitinasa,

= XII -



1, INTRODUCCION

A. * GENERALIDADES SOBRE LA PARED.CELULAR

La pared celular de los hongos ha sido estudiada desde diversos
puntos de vista, por lo cual existen muchas revisiones sobre el tema,
(Aronson, 1965; Ballou, 1976; Bartnicki-Garcia, 1968, 1971, 1973;

Cabib, 197S; Gander, 1974; Gooday, 1977; etc.). En estas revisiones

se citan cientos de trabajos, entre ellos, se nota un creciente interés
e importancia de los estudios acerca de la biosintesis de la pared
celular, El objetivo central de estos estudios ha sido explicar el
mecanismo de biosintesis de los componentes de la parcd celular, y
ademds; intentar aclarar algunos de los fendmenos biolégicos
relacionados con la superficie celular, entre los que destacan:

la interaccién célula-célula, la respuesta inmine del huésped hacia
algunos componentes de hongos patdgenos, la morfogénesis, la
resistencia a las drogas, etc.

La pared celular tiene como caracteristica primordial en los hongos,
brindar proteccién a la célula, ademds de ser responsable de las
diversas morfologias que adopta el organismo durante diversas condiciones
funcionales, ‘como son: la germinacidn, el crecimiento vegetativo, la
invasividad del huésped, etc. En'términos muy simples, Bartnicki-Garcia
k1968), sugiere que el desarrollo morfolégico de los hongos puede ser

visto como un problema de morfogénesis celular,



B: ESTRUCTURA QUIMICA DE LA PARED CELULAR

Las propiedades fundamentales de la pared celular de los hongos,
- como son su resistencia mecédnica y su morfoiogia caracteristica, se
encuentran relacionados a través de su composici6n quimica con la -
morfogénesis y con la taxonomfa de ellos (Bartnicki-Garcia, 1968).

Se ha demostrado que la mayoria de los hongos contienen en su pared
celular polisacdridos; en algunos hongos, estos polisaciridos alcanzan
hasté un 80-90% de su peso seco total. Entre estos polisacdridos
destacan los polimeros de aminohexosas, hexosas, dcidos hexourdnicos,
metil pentosas, etc. la celulosa y otras glucanas son homopolimeros de
glucosa muy frecuentes en la pared celular de los hongos. La quitina y
la quitosana son homopolfmeros de N-acetil-D-glucosamina (Glc NAé) y
glucosamina respectivamente. Otros aziicares se cncuentran en los homo y
heteropolisacédridos, generalmente formando complejos con proteinas. Las
propiedades fisicoquimicas de estos polisacdridos influyen en su funcién
dentro de 1a pared celular, por ejemplo, los polisaciridos cristalinos
como la a-quitina y las B-glucanas son responsables de la resistencia
mecinica de la pared celular, mientras que los homo y los heteropoli-
sacaridos qﬁe son amorfos se asocian a las proteinas funcionando como
determinantes antigénicos de la pared celular {Gander, 1974).

Bartnicki-Garcia (1968, 1970) ha cstablecido una correlacién entre
la composicién quimica de la pared celular y la clasificaci6n taxonémica
de los hongos. En ella divide a los hongos en ocho grupos, en base a la
composicién quimica de la pared; en general, esta clasificacién
concuerda con 1a de otros autores que han clasificado a los hongos en

base a criterios filogenéticos. De acuerdo con la clasificacién que



propone este autor, los polimeros més importanteé que se encuentran
presentes en la pared celular de los hongos Chitridiomycetes,

. Ascomycetes, Basidiomycetes, y Deuteromycctes son la alfa quitina
(polimero de N-acetil-D-glucosamina con enlaces beta 1,4) y 155

glucanas (poiimeros de glucosa con enlaces beta 1,3 y beta 1,6). En

los hongos Acrasiales, los componentes mds importantes de la pared
celular son la celulosa (polimero de glucosa con enlaces beta 1,4) y el
gluctgeno (polimero de glucosa con enlaces alfa 1,4). Los hongos
Oomycetes contienen celulosa y glucanas; los hongos Hyphochitridiomycetes
contienen celulosa y quitina; los hongos Zygomycetes contienen quitosana
(polimero de D-glucosamina con enlaces beta 1,4) y quitina; los
Trichomycetes y Rhodotorylaceac contienen poligalactosamina y galactana
(polimero de galactosa); en las levaduras, los polisacidiridos mds
importantes son las glucanas y las mananas o quitina y mananas.

’ El patrén de construccién de la pared celular determina la forma de
la célula én la mayoria de los hongos. Este se hace aparente en los
hongos dimdrficos, por ejemplo en Mucox nauxii»}a forma micelial del
hongo ¢s el resultado de un patrén polarizado del crecimiento de la
pared. En la forma micelial cxiste un gradiente definido de sintesis de
la pared, el crecimjento es miximo en la punta de la célula tubular,
la cual crece apicalmente, y conforme la hifa tubular se elonga, el
grosor de la pared sc mantiene uniforme. En contraste, la forma de la
levadura es esférica y se expande isodiametralmente mediante el dep6sito
de los componentes de la pared celular uniformemente en toda su
superficie; ademis, existe un aumento gradual en el grosor de la péred
celular conforme la levadura aumenta de tamafio. Es posible que estos

dos patrones de construccién de pared celular en los hongos estén



determinados pdffﬁﬁzésﬁtfpilgsbéciél y temporal sobre la sintesis de
155'micfofiﬁriildéEﬁétpéiisécérido§ de;1a pared. las interrogantes
pfinciﬁélés'éﬂvei'ﬁfdcéééfaé fdtmﬁcién'de la pared celular de los hongos
son: | ‘ '

: .

1. Los mecanismos moleculares de biosintesis de los componentes de la

pared.

2. la participacién de estructuras celulares en los proccsos de

biosintesis de la pared, asi como el sitio donde actiian o participan.
3. la participaci6n de enzimas liticas en los procesos de formaci6n de
la pared.
4. Aspectos regulatorios a diferentes niveles.

5. La formacién de la pared en relacién con el desarrollo morfolégico de

la célula.

Los métodos de investigaci6én utilizados para abordar estos enfoques
van desde métodos puramente quimicos y fisicos hasta métodos bioquimicos

y citolégicos.
A



¢ : .
C. ARQUITECTURA DE LA PARED CELULAR

‘La'ég?eciélizaciSn funcional de cada uno de los componentes de la
pared'ceiUiar:se réfleja en su localizacién dentro de su estructura.

vBstﬁdios de citoquimica, microscopia electrdnica y difracci6n dé rayos-X

combinados con resultados de andlisis quimicos y enzimiticos, indican
que existe cierto grado de'cstratificacidn en la pared celular de los
hongos (Potgicter y Alexander, 1965; Vorisek y Pokorny, 1975; Trinci,
1978). El aspecto general de la superficie externa de la pared es liso
o ligeramente granulado y cstd compuesto de material amorfo, que
generalmente estd constituido por glicoproteinas, mientras que la
superficie intefna tiene un aspecto microfibrilar debido a la presencia
de las fibrillas de polisacdridos que constituyen el esqueleto de la
‘pared. los espacios interfibrilares de la capa interna de la pared estdn
rellenos de material amorfo, éste probablemente de la misma composicién
quimica que el de la capa externa de la pared. [Estc material amorfo
también penetra hasta el espacio peripldsmico, en donde algunos de sus
constituyentes exhiben diferentes actividades enzimdticas. (ﬁunsley y
Kay, 1976; Cassone, 1973; Ballou y col., 1974). La figura 1 muestra en
forma esquemdtica la estructura de la pared celular y del septo de una

hifa de Newrospora crassa.

’



Figura 1

Estructuras de la pared celular y del septo de una hifa de

Neurospona crassa. (Reproducido de Trinci, 1978).
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D. BIOSINTESIS DE QUITINA

La quitina es un polfmero lineal de N-acetil-D-glucosamina (GlcNAZ)
que se encuentra extensamente distribuido en la naturaleza, especialmente

en invertebrados marinos, insectos, hongos y levaduras. La quitina, al
igual que la celulosa, es insoluble en solventes orginicos, es cristalina -
y se encuentra orientada en su estado natﬁrél, lo cual sugiere la
existencia de un potencial formador de fibras intrinseco en el polimero.
Los dcidos fuertes, los fluoroalcoholes y ciertas soluciones salinas
hidrotrdpicas solubilizan a la quitina y en algunos casos también la des-
acetilan e hidrolizan en diversos grados (Austin y col., 1981). Los
residuos de N-acetil-D-glucosamina de la quitina se encuentran unidos
linecalmente por enlaces beta (1,4). las cadenas de quitina se cncuentran
asociadas lateralmente entre si por medio de puentes de hidrdgeno, para

de esta manera formar microfibrillas de quitina. Se conocen tres formas
cristalinas de este polimero: la alfa quitina que tiene una celda

unitaria ortorrémbica, en la cual la disposicién dé las cadenas es
antiparalela, y donde las microfibrillas de quitina ticnen un difmetro

que varia entre 15-150 & ; 1la beta quitina con celda unitaria monoclinica,
en la cual las cadenas de quitina se ordenan en forma paralela; la
tercera forma de quitina es la gamma quitina, la cual no ha sido '
estudiada suficientemente. Se ha demostrado invariablemente que la alfa
quitina es la forma que se encuentra mis ampliamente distribuida en la
naturaleza. La alfa quitina es el componente principal del exoesqueleto
de los insectos, ademis se encuentra presente en hongos y animales, Su

principal funcidén en los hongos es estructural, brindando soporte a la

pared celular del organismo. La biosintesis de quitina in vitro fue



demostrada por primera vez por Glaser § Brown (1957), quienes
encontraron que una preparacién libre de células de micelio de
Newiospora crassa catalizaba la incorporaci6n de unidades de GlcNAc

a partir de uridina 5-difosfato-N-acetil-D-glucosamina (UDP;GicNAc) en
un polimero cuyas caracteristicas correspondién.a la alfa quitina.

La ecuaci6n general para la reaccién de la sintesis de quitina es:
UDP-GlcNAc +[8-(1,4) ~GlcNAc ) ~——>

[B-(1,4) -GlcNAC n+q + upp

~ La reaccién requiere de cationes divalentes (Mg2* o Mn2%) y de

GlcNAc como activadores de la reaccién. La enzima que cataliza esta
reacci6n es la UDP-2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa: quitina 4-beta-
acetamido desoxiglucosiltransferasa (E C.2.4.1.16), conocida bajo el
nombre” trivial de quitina sintctasa. Los resultados obtenidos con
diferentes preparaciones de enzima de diferentes organismos indican que
la quitina sintetasa cs una enzima alostérica, la cual contiene mﬁs_de.
un sitio de unién por molécula. la transferencia de GleNAc desde
UDP-GlcNAc a una molécula aceptora parece suceder en un solo paso.

' Sin embargo, la presencia de un aceptor endégeno no es absolutamente
necesaria para que ocurra la reaccién.

Ha sido investigada la posibilidad de que upa molécula lipidica
participe como intermcdiario de la reaccién de la quitina sintetasa.
En algunos sistemas bioldgicos, la sintesis de polisacdridos complejos
como por ejemplo mananas, ocurre por glicosilacién mediada por 1ipidos
o por glicosilacidn directa. Los azficares ligados a 1ipidos estdn
involucrados en la sfntesis de envolturas celulares, paredes celulares,

complejos glicoproteina-pared celular, y glicoproteinas en una gran



‘10

variedad de procariotes y eucariotés'(Waeéhtgr y Lennérz; 1976; Elbein,
1979). El componente lipfdico que pﬁrticipé‘en estos’sisteﬂas como una
coenzima, actfa como un intermediario y fuﬂciéna en upfproceso ciclico.
Usualmente, la coenzima lipidica es un poiipfenol fosforilado, a menudo
dolicol fosfato (ﬁcmming, 1978).

Por otra parte, se ha sugerido que los 1ipidos no participan
directamente en la sintesis de quitina en los hongos, debido a que
varios intentos para detectar un lipido intermediario en el sistema han
sido infructuosos. Por lo anterior se ha aceptado que en general la
quitina se sintetiza por transferencia directa de unidades de GlcNAc
desde UDP-GlcNAc al polimero en crecimiento. Existe cvidencia de la
estimulacién de sintesis de quitina por fosfolipidos en el hongo
Mucon nouxdd y en Saccharomyces (McMurrough y Bartnicki-Garcfa, 1971,
Durdn y Cabib, 1978). '

En Blastocladiefla emensonii la presencia de un 1ipido juega un
papel necesario durante el depésito de quitina en la superficie de las
esporas en proceso de enquistamiento. Se trata de un glicolfpido, como
lo son los 1ipidos involucrados en la sintesis de otros polisacdridos en
la pared celular de otros organismos. Sin embargo, el glicolipido en
B. emensonid no es un poliprenol fosforilado como sucede cn la sintesis
de mananas, sino que mis afin este 1lipido no funciona como intermediario
en un proceso ciclico, sino que parece actuar como un aceptor lipidico
sobre el cual el polimero de quitina se construye (Mills y Cantino, 1980).

En parrafos anteriores, se mencioné que la quitina sintetasa es una
enzima alostérica, en la cual actfian como efectores alostéricos positivos
tanto la GlcNAc como la N-N'-diacetilquitobiosa y algunas N-acetilquito-

dextrinas (McMurrough y col., 1971; Peberdy y Moore, 1975). E1 UDP que
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Figura 2

“Via metabSlica para la sintesis de quitina. las enzimas involucradas

en el metabolismo de la N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc) y de la sintesis

de quitina son: (I) N-acetil-D-glucosamina kinasa; (IT) N-acetil-D-gluco

samina-6-fosfato desacetilasa; (III) glucosamina-6-fosfato desaminasa;
(IV) glutamina-fructosa-6-fosfato aminotransferasa; (V) glucosamina-

fosfato acetiltransferasa; (VI) glucosamina-fosfato isomerasa; (VII)

UDPacetilglucosamina pirofosforilasa; (VIII) quitina sintetasa.

(Reproducido de Shepherd y col., 1980)
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es ﬁn‘productoide la reaccién de sintesis de quitina actGa como efector
alostéfiéb negativo de la enzima con una Ki aparente de 0.6 mM. la poli-
oxina D'es un antibi6tico pirimidico que actia como inhibidor potente de
.lh qﬁifina sintetasa de los hongos. La inhibicién de la quitina
sintetasa por ﬁolioxina D es del tipo competitivo con respecto al

| substrato UDP-G1cNAc, su Ki (1 uM) es 2-3 drdenes de magnitud menor que
la Km para el substrato. El mecanismo de inhibicién por la polioxina D
se explica por la similitud estructural que tiene con el UDP-GlcNAc, lo
que sugiere que compite por el sitio activo de la enzima (Gooday, 1977;
Hori y col., 1974; Endo y col., 1970; etc.).

La quitina sintetasa muestra cooperatividad positiva con respecto
al UDP-GlcNAc y es posible que esta enzima esté involucrada en la
regulacién de la morfogénesis celular. Las propiedades del sistema de
iﬁcorpo}acién de GlcNAc y de las enzimas responsables de su metabolismo
sugieren que la particién de la GlcNAc entre la sintesis de la pared .
celular (por tanto de quitina) y su catabolismo via fructosa-6-fosfato -
es un hecho crucial en la morfogénesis (Shepherd y col., 1980a). En.la
fipura 2 se mucstra la via metablica para la biosintesis de quitina.

Se ha demostrado en Candida albiéanb que la cnzima responsable de la
particién de GlcNAc es la GlcNAc kinasa, ésta es una enzima inducible
(Sigh y Datta, 1978). Otro posible punto de control en la biosintesis
de la pared celular se encuentra a nivel de la quitina sintetasa, la
cual por ser una enzima de membrana se ve afectada en su actividad por
el contenido de 1ipidos en esta, particularmente de esteroles, los
cuales disminuyen la actividad de quitina sintetasa (Shepherd y col.,
1980b). Cuando se examina bajo el microscopio electrénico al producto de

reaccién de la quitina sintectasa, se observan mallas regulares de
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microfibrillas largas con un difmetro 5proximado de 20 nm muy similares
a las paredes formadas _ig\_lw_b(miz-]lcrrcra ‘y Bartnicki-Garcia, 1974).
El material sintetizado se tifie intensamente con el colorante

' fluc;réscente éspecifico para polisacdridos fibrilares Calcoflﬁor M 2R.
El an;ilisis de difraccidén de rayos-X ha probado de manera concluyente,
que el producto biosintetizado fue alfi quitina. La cristalinidad .
observada para la quitina sintetizada por la quitina sintetasa in vitro
" fue comparable a la de la quitina pura obtenida de Cancer magistenr.

Como se ha mencionado anteriormente, los hongos filamentosos crecen
por extensién de la punta de la hifa. Esta propiedad se considera el
resultado de la fusién de vesiculas que contienen las cnzimas sintetizan
tes de la pared celular con la membrana plasmitica en la zona apical de
la hifa (Bartnicki-CGarcfa y co0l.,1979). Las microfibrillas de quitina
pueden ser sintetizadas in vitro por preparaciones de quitin;x sintctasa

- obtenidas de diversos hongos (Bartnicki-Garcia y col., 1978},

1. Chytridiomycctes: micelio de ALlomyces macrogynus.
2. Zygomycetes: micelio de Mucor rouxii.
3. Hemiacomycetes: levadura de Saccharomyces cerevisdiae.

4. Luascomycetes: micelio de Newwspora crassa.

(2]

. Homobasidiomycetes: basidiospora' de Agardicus bisporus.

En todos los casos se ha encontrado que aparentemente unas vesiculas
de 40-70 nm de difdmetro son las responsables de la biosintesis de las
microfibrillas in vitro (Bracker y col., 1976). A estas estructuras
microvesiculares se les considera los contenedores de la quitina sintetasa
en la célula, donde transportan a la enzima hasta su destino en la

superficie celular,
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Rufz-Herrera y col., (1975) han propuesto que para que se forme una
microfibriila de quitina es necesario que las cadenas moleculares de
quitina sean sintetizadas y eﬁsambladas colectivamente en el interior _
del quitosoma, para due postérionnente,al fpndirse ésge con la membrana .
plasmitica en la zona apical de la hifa, se depositen las microfibrillas ‘;4

de la célula.

. Un mecanismo difer;nte ha sido propuesto para explicar la
localizacién de la sintesis de pared celular alrededor de la zona de
gemacién en la levadura. Cabib y Farkas (1971) han encontrado que en
Saccharomyces la quitina sintetasa estd distribuida uniformemente en la
membrana plasmitica en forma zimogénica, y la activacién local del
zimbgeno por proteasas que llegan a los sitios especificos de sintesis

‘de pared contenidas cn vesiculas, permiten que la sintesis de quitina
ocurra en una localizacién precisa alrededor de la zona de gemacién,
Tanto la quitina sintetasa presente cn los quitosomas como la que
se localiza en la membrana plasmitica, sc encuentran predominantemente
en forma inactiva o zimogénica, la cual puede ser activada por
prote6lisis limitada (Cabib y Farkas, 1971; Rufz-Herrera y Bartnicki-
Garcia, 1976; Ryder y Peberdy, 1977; Isaac y col., 1978; Arroyo-Begovich
y Ruiz-Herrera, 1979). El cardcter zimogénico de la enzima ha sido
confirmado en preparaciones de quitina sintetasa disociada de los
quitosomas mediante el uso del detergente digitonina (Rufz-Herrera y
Bartnicki-Garcfa, 1974). '
Los zimbgenos de quitina sintetasa de varios hongos requieren de

la accién de diferentes tipos de proteasas, La forma zimogénica de

Mucor nouxii se activa mejor con remilasa (preparacidn cruda de proteasas
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I3

dcidas ae Mucor miehied) que con tripsina (proteasa neutra); por el
contrario, la forma zimogénicade Newrospora chassay de Agaricus bisporus
;esponden mejor a la accién de tripsina que a la de renilasa, De acuerdo
con lo anterior, se ha sugerido que la quitina sintetasa se produce en la
c€lula en forma de zim6geno (Bartnicki-Garcfa y ¢ol.,1979; Arroyo-Begovich
y Rufz-Herrera, 1979). La existencia de una fbrma activa y otra inactiva
de quitina sintetasa en la cé'lula,. sugiere que, posiblemente in vivo la
c8lula determine el sitio donde han de sintetizarse las microfibrillas de
quitina mediante un mecanismo de prote6lisis controlada; por cjemplo, en
Saccharomyces se ha reportado la existencia en el citosol de una proteina
termoestable de carficter soluble, Esta proteina es capaz de unirse
selectivamente a una protcasa denominada factor activante (FA), e inhibir
su actividad como consecuencia, Esta proteasa ha sido identificada como
1a proteinasa B, csta es la proteasa que activa a la quitina sintetasa
zimogtnica en l1a levadura, de tal forma que la proteina termoestable de
peso molecular aproximado de 8,500 daltones funciona como un inhibidor
de la sintesis de quitina por interferir directamente con el proceso'de
activaci6n del zimbgeno (Cabib y TFarkas, 197]),‘ Ja figura 3 muestra un
esquema para la activaci6n de la quitina sintetasa de levadura propuesto
por Cabib y col., (1973).

Por otra parte, ISpez-Romero y col, (1978) reporta la presencia de
una proteina soluble en el citosol de la forma de levadura de Mucor nrouxél
que es capaz de inhibir la sintesis de quitina in yitro, 'En contraste con
el inhibidor de Saccharomyces, el inhibidor de Mucor rouxii no interfiere
con la activaci6n proteolitica de la quitina sintetasa zimogénica, por lo
que se ha postulado que esta proteina inhibitoria inhiba directamente a la-

quitina sintetasa en su forma activa (McMurrough y Bartnicki-Garcfa, 1973
Lopez-Romero y Rufz-Herrera, 1976).
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Figura 3

Esquema propuesto para la activacién de la quitina sintetasa de

levadura, (Reproducido de Cabib y col., 1973).
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E. OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO
: Neuaoépaha cwassa es un hongo Euascomyceto que se distingue de

' otfos‘ﬁbﬁgos principalmente por formar ascéspofés, estructuras que son
‘la fonné de reproducci6n sexual del organismo. Este hongo pogec micelio
vegetativo compuesto por hifas septadas que se remifican profusamente y
que cohtienen de uno a varios nicleos por c€lula. Existen poros en la
pared del hongo a nivel de los septos que comunican las c€lulas adya-
centes y que permiten el paso de los nficleos y de material citopldsmico
entre una c€lula y otra, El micelio de N. crassa forma esporas
vegetativas también llamadas conidias, cuando los nutrientes del medio
de cultivo empiezan a agotarse, Estas conidias son la forma de
reproduccién asexual del organismo,

La pared celular de la hifa madura de la cepa silvestre de N, crassa,
contiene 25-35% de beta (1,3) glucanas, 8-10% de alfa quitina, 10-15% de
protefnas y péptidos, 15-20% de otras glucanas, 2-8% de polimeros de
galactosamina y cantidades muy reducidas de otros componentes menores
(Potgicter y Alexander, 1965; Mahadevan y Tatum, 1965, 1967; Manocha y
Colvin, 1967; Schmit y col,, 1975; Cardemil y Pincheira, 1979, etc.),
Aunque se conocen las posiciones relativas de varios de los componentes
mencionados dentro de la estructura de la pared celular (Mahadevan y
Tatum, 1967; lunsley y Burnett, 1970), el mecanismo de ensamblaje de
estos componentes se desconoce totalﬁente.

Como se mencion6 en la seccifn correspondiente a la biosintesis de
quitina de esta Introducci6n, la quitina sintetasa es una enzima
alostérica en la cual actfan como reguladores alostéricos la GlcNAc, la

N-N"-diacetilquitobiosa y las N-acetilquitodextrinas, y el UDP, Por

otra parte, se ha reportado la existencia de inhibidores de la
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actividad de quitina sintetasa ig_giggg, En el caso de M. nouxii se ha
reportééo la existencia de un inhibidor de la forma activa de la quitina,
sintetasa (IL6pez-Romero y col,, 1978), mientras que en Saccharomyces se
ha reﬁortado un inhibidor de la activacién proteolitica de la-quitina
sintetasa (Cabib y Farkas, 1971).,

o N. crassa es un organismo que se encuentra filogenéticamente ﬁés
relacionado al Ascomycete Saccharomycesd que al Zygomycete M. rouxil.

En N, crassa no se ha estudiado la regulacién de la actividad de la
quitina sintetasa por inhibidores como ios que han sido descritos paré
M. nouxii y Saccharomyces, Por lo anterior, resulta de inter@s
investigar la existencia del mecanismo por el cual se encuentra

regulada la actividad de quitina sintetasa en N, crassa, De acuerdo con
lo anterior, el presente trabajo ticne como objetivos centrales los
siguientes:

1. Investigar la presencia de actividad inhibitoria de quitina sintetasa

en Newrospora crassa,

2. Identificar y caracterizar a la molécula responsable de la actividad
inhibitoria.

3. Investigar el mecanismo de accifn por el cual dicha molécula ejerce

la inhibici6én de la sintesis de quitina,

4. Discutir el mecanismo de regulaci6én de la sintesis de quitina

involucrado en este hongo,



I1, WATERIALES Y METODOS

MATERIALES QUIMICOS
. PROTEINAS: Tripsina, albGmina sérica bovina, hemoglobina, citocromo c,

inhibidor de tripsina de frijol de soya y la quitinasa de Streptomycesd

grniseus se obtuvieron de Sigma Chemical (St. louis, Mo.).

. CARECHIDRATOS: N-acetil-D-glucosamina, UDP-N-acetil-D-glucosamina,
N-acetil-D-glucosamina-6-fosfato, N-acetil-D-glucosamina-1-fosfato y
N-N'-diacetilquitobiosa se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis,
Mo.). Quitotriosa y quitotetraosa fucron preparados de acuerdo al
método de Rupley, J.A. (1964). la UDP-[U'C]:-N-acetil-D-glucosamina
(0.029 Ci mmol~1) fue obtenida de New England Nuclear. ’

. GELES PARA FILTRACION: Sephadex-G-25 (fino) y Sephadex G-100 se
obtuvieron de Pharmacia Fine Chemicals. Ultrogel AcA-54 se obtuvo de
LKB. Biogel A-S5my UEAE-ce]uiosa en polvo (Cellex D) se obtuvieron de
Bio-Rad (Richmond, CA.).

. PLACAS DE CROWATOGRAFIA: las placas de cromatografia de capa fina en
DEAE-celulosa fueron preparadas como sigue: se trat6 la resina con HCLIN
por.10 min; luego se lavdé con agua destilada dos veces;.a continuacién
se trat6 con NaOH 1N por 10 min y se lavé con agua destilada tres veces;
se resuspendié la resina en NaCl 0.4 M mds HCl 0.2 M durante 1 hora y se
lavé con agua destilada cinco veces. Finalmente se resuspendi6 enlagua
bidestilada mids NaNj al 0.02% y se guard6 en el refrigerador. Las placas

se prepararon extendiendo 14 ml de la suspensi6n de DEAE-celulosa en agua
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sobre la plaéa de vidrio (2,5 x 20 cm) y secindolas a tcﬁlperatur#'

ambiente por 15 horas.

MEDIO DE CULTIVO

. MEDIO LIQUIDO DE CRECIMIENTO: Se emple el medio mfnimo (N) de Vogel,

H.J. (1956). El medio se prepard concentrado 50 veces como se describe
a continuacién: en 750 ml de agua destilada se le disolvieron sucesiva-

mente bajo agitacién constante y a temperatura ambicente las siguientes

substancias:
54'H,0 g
Naj citrato, 150 gramos
2 Hy0 125 granos
"KH,POy, anhidro 250 gramos
NHyNO3, anhidro 100 gramos
MgSOy, 7H,0 10 gramos
2 H,0 5 gramos
CaCl,, o
aphidro ; 3.77 gramos
Elementos Traza (solucién) 5 ml
Biotina (solucién) 2.5 ml

la solucidn resultante se ajusté a un volumen de 1 litro. Se
agregaron 2 ml de cloroformo como preservativo y el medio resultante
concentrado 50 veces se almacend a temperatura ambiente. Para usarlo se
diluy6 el medio concentrado 50 veces con agua destilada. Al medio

resultante se le denomind medio N. El medio tenia un pH alrededor de
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5.8. El medio N se suplement6 con''sacarosa como"fuen'téi 'gi:e“éarbono o
(20 gramos por 1itro) y's'e'esteri’lyizd en autociave"é 121°C'dﬁraﬁte
15-20 min, ' '

La solucidn de elementos traza se preparﬁ'cor;lo sigue: en 95 nl de
agua destilada, se disolvid sucesivamente bajo agitacién a temperatura
ambiente:

agente
Acido citrico, 1 H,0 (solubilizante) 5.0 granos

ZnS0y, 7 Hp0 ‘ 5.0 gramos
Fe (NHy,),(S04)2, 6 Hy0 1.0 gramos
CuS0y, 5 H0 . 0.25 gramos
MnSoy, 1 Hy0 0.05 gramos
H3B03, ahidro . 0.05 gramos
NayMo0O,, 2 0 . l 0.05 gramos

El volumen final resultante fue alrededor>de 100 ml. Se agregé
1 ml de cloroformo como preservativo, y se almacend a temperatura
- ambiente. la solucién de biotina se preparé disolviendo 5.0 mg de
biotina en 50 ml de agua destilada. La solucidn resultante se repartié

en tubos de ensayo y se almacend congelada.

. MEDIO SOLIDO DE CRECIMIENTO: Medio minimo (N) mds agar al 1.5%. Se
colocé caliente en tubos de ensayo con tapas de rosca y se esterilizé en
autoclave a 121°C durante 15-20 min. Los tubos se dejaron enfriar en

posicién inclinada.




el pH se ajust6-a 6.1 con NaOH,
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SOLUC]ONES AMORTIGUADORAS

AMORTIGUADOR A, TRIS (base} 0.05 M, MgCl, 0.01 M, LDTA 0, 001 M, NaN3
0,03 M el pH se ajustd a 8,6 con HCL, ‘." s ‘1i;];;‘f" j«

AMORTIGUADOR B, K00, 0.05 M, MgCl, 0,01 M, EDTA. 0. 001_1" | NN 0.03 M, -

CRECIMIENTO Y PREPARACION DE Neuhospora chassa

. MANTENIMIENTO DE LA CEPA; En todos los experimentos se empled la cepa

silvestre de Newwspora crassa 74-A; ésta se mantuvo en tubos con medio

minimo sdélido.

. PREPARACION DEL INOCULO: Debido al eclevado niimero de conidias que se

requieren para inocular al medio minimo 1iquido (N), fue necesario
obtenerlas de botellas de R&ux que contenfan 200 ml de medio s6lido.

Una vez inoculadas las botellas se incubaron a 30°C los primeros dos

dias y a continuacién se dejaron a temperatura ambicnte durante cinco
dias mds en presencia de luz. Una vez maduras las conidias se cosecharon
como sigue: se agregS agua destilada esteril (50 ml) dentro de las
botellas de Roux que contenian el cultivo maduro, se cerré con tapén de
hule estéril y se agité la botella vigorosamente para rcsuspender a las
conidias. La suspensidn se transfirié a otro matraz estéril mediante
filtracidén a través de dos capas de gasa estéril colocadas en un embudo
estéril con el propdsito de eliminar los fragmentos de micelio. La
suspensi6én de conidias se lavé una vez por centrifugacién a 3,000 rpm con
agﬁa éstéril, finalmente las conidias se suspendieron en un volumen

conocido de agua destilada estéril. Las conidias se contaron usando una
cdmara de Neubauer. Las conidias se inocularon a razén de 1 x 10°conidias

por ml.
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c. .CRECIMIENTO Y COSECHA: Una vez inoculado el medio (N) 1iquido con las
conidias, se incub6 a 30°C durante dos dias bajo aereaci6n Vigorom por
~ medio de burbujeo continuo de aire estéril, La cosecha se realizé por
filt;'acién a través de dos capas de gasa, El micelio fue fraﬁméntado a
mano y liofilizado, El micelio liofilizado fue molido empleando una

malla nlimero 60 en un molino Wiley y se almacen6 a - 60°C.

d. OBTENCION DE EXTRACTOS: A dos gramos de micelio en polvo sec les resus-
pendi6 en 30 ml de soluci6n amortiguadora A (pll 8.6) y se les mezcld con
20 ml de perlas de vidrio (0.45-0.56 mm didimetro) y se les homogeneizd
durante un minuto en un homogcneiiador de células modelo BI‘ElN;l MSK,
enfriando la mezcla con CO, comprimido. Al homogeneizado resultante se
le centrifugd a 1,000 g por 5 min para eliminar las paredes celulares
y c€lulas no rotas; luego se centrifugb a 68,000 g (rav) durante 60 min.'
El sobrenadante resultante fue la fuente a partir de la cual se
purificaron los quitosomas y 1a actividad inhibi.toria de quitina sinte- .

tasa,

e. PURIFICACION DE QUITOSOMAS: E1 procedimiento de purificacién de -
quitosomas empleado fue una modificacién del método descrito por Ruiz-
Herrera y col., (1977). Se filtraron 18 ml de la fraccidén sobrenadante
de 68,000 g (rav) a través de una columna de Biogel A-5m (2.5 x 35 cm)
previamente equilibrada con amortiguador A. 1la columna se eluy6 con el
mismo amortiguador. Se colectaron fracciones de 3 ml. La actividad de
quitina sintetasa presente en las fracciones colectadas se determind
tomando muestras de 50 wl. la actividad de quitina sintetasa se
encontrd localizada en el volumen de exclusién de la columna. Las 5

fracciones que contenian la mayor actividad de quitina sintetasa se



26

juntaron y se les midi6 la absorbancia a 260 mm y a 280 nm, Se calculé

el contenido de ribosomas por ml de la preparacidn, considerando que

11.U de absorbancia a 260 nm corresponden a 1 mg de ribosomas por ml.

Pafa éliminar los ribosomas de la preparacifén se le agreg6 ribonucleasa

a razbn de 25 ﬁg por mg de proteina ribosomal y se les incub6 durante .
15 min a 22°C en 1a obscuridad; a continuacién se le centrifugé a 10,000 g

(rav) durante 20 min. La fraccién sobrenadante constituyé la preparacién

de quitosomas que fue utilizada en los ensayos de quitina sintetasa.

ENSAYOS

QUITINA SINTETASA: la actividad de quitina sintetasa se ensayé midiendo
la incorporacién de N'-acetil-D-glucosamina (GlcNAc) en quitina ‘siguiendo
una modificacién ael procedimiento descrito por Ruiz-Herrera y Bartnicki-
Garcia, (1976). Las mezclas estindard de incubacién para determinar la
actividad de qpi‘tina sintetasa contenfan en amortiguador A las siguientes
substancias: N-acetil-D-glucosamina 20 mM, UDP—[“'CIrl‘l—ncetil-D—glucogamina
0.5 mM (290.0 mCi por nmol) y ATP 0.2 mM, ademds 10 pl de una solucién de
tripsina (100 pg por ml) y 25 yl de la preparacién de quitosomas (37 ug
de proteina) como fuente de quitina sintetasa, en volumen final de 0.125ml.
Las mezclas estindard de reaccién para quitina sintetasa se incubaron
normalmente durante 60 min a temperatura ambiente (22°C). La reatcién se
detuvo en varias formas: por la adici6n de polioxin}:\ D; por la adicién de
1 ml de NaOH 1 N o por calentamiento a 75°C durante S min. En los casos .
en que se detuvo la reaccibn por calentamiento o por adicitn de polioxina
D, el ensayo de los productos de la reaccién se 1levé a cabo por medio

de cromatografia en capa fina en placas de DEAE-celulosa, como se describe
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més adelaﬁte‘para el ensayo de quitinasg\ la cromé.tpg_raf,ia en capa fina
de DEAE-celuiosa permite separar la quitina ’f:ovnhada ‘del substrato (upp-
GlcNAc) no utilizado por la ﬁuitina siptetasa; ademds se logr6 separar
a los oligosacﬁridos de quitina que fueron producidos durante 1a reaccién,

La radioactividad incorporada en quitina permanece en el origen deb .
la placa cromatogréfica aln después de los dos pasos cromatogrificos A
empleados. Lla zona de la placa que correspondia al origen se desprendid
del vidrio y se suspendié en 5 ml de liquido de centeclleo no acuoso (100
mg de dimetil POPOP y 2 g de PPO en 1 1t de tolueno) cn viales de conteo -
y la radioactividad incorporada en el material insoluble sevdctenniné por
medio de un espectrémetro de centelleo 1iquido Packard Tri-Carb Modelo
2425 con una eficiencia para % de 80.2%. la actividad de quitina
sintetasa seAexprcsé como nanomolas de N-acetil-D-glucosamina incorporada
por mg de proteina por minuto.

Para ensayar la actividad inhibitoria de quitina sintetasa, la
reaccién se detuvo por la adicién de 1 ml de NaOHl 1 N y posteriommente
las mezclas se filtraron a través de filtros de fibra de vidrio (Whatman,
grado 934-AH de 24 mm de difimetro). los filtros se lavaron dos veces con
20 ml de NaOH 1 N y lucgo dos veces mds con 20 ml de una mezcla de lavado
compuesta de dcido acético 0.5 Ny etanol 95% (4:1) v/v. Los filtros se
secaron a 100°C durante 10 min. La radicactividad retenida en los filtros
correspondi6é a la quitina formada por el sistema de ensayo. Esta se
cuantificé en la misma forma que la descrita para medir la radioactividad
en las placas de DEAE-celulosa. Una unidad de actividad inhibitoria
corresponde a la cantidad que caus6 1% de inhibicién de la actividad de

quitina sintetasa,
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b. QUITINASA: E1 ensayo de la actividad de quitinasa en las preparaciones

de inhibidor de quitina sintetasa se llev6 a cabo siguiendo una modifica-
.'cién del método descrito por Molano i_ggl, (1979). los substratos

empleaﬂos.fueron tanto quitina preformada como quitina nacienfe. Para el
ensayo en presencia de quitina preformada, primero se dio oportunidad de .
que se formara quitina en la mezcla de inéubaqién estdndard para quitina
sintetasa durante 1 hora a 22°C y posteriommente la reaccién se detuvo
calentando a 75°C por 5 minutos. Entonces se agreg6 la preparacién de
inhibidor de quitina sintetasa y se continud la incubacidn durante 60
minutos mds. La reacci6n se detuvo por calentamiento a 75°C durante
5 minutos. Para el cnsayo de actividad de quitinasa cn presencia de
quitina naciente, la sintesis de quitina se inici6 en el momento.de
agregar la preparacion de inhibidor de quitina sintctasa en un sistema de
mezcla de reaccién estadndard pura'quitina sintetasa. La incubacién se
continué durante 60 minutos a 22°C y luecgo se detuvo la reaccién por
calentamiento a 75°C por 5 minutos.

El ensayo de los productos de rcacci6n de la quitinasa se llevé a
cabo por medio de cromatografia en capa fina cn placﬁs de DEAE-celulosa.
Lasbplacas se sometieron en primer lugar a cromatografia ascendente
empleando agua como solvente. Los oligosacdridos producidos por la
reaccién de la quitinasa viajan con el frente del solvente mientras que
la quitina y el UDP-GlcNAc que no reaccion§ permanecen en el origen.
Cuando el frente del solvente se acerc6é a 1 cm del final de la placa
se sacaron las placas de la cdmara de cromatografia y se secaron en el
horno a 100°C por 10 min. Entonces se recorts un segmento de 3 cm de
ancho de la pelicula de DEAE-celulosa y se colocd en un vial de centeileo.

y se le agregb6 5 ml de liquido de centelleo no acuoso y se contaron. Las
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placas se ‘sometieron a una segunda cromatografia en la misma direccidn
empieandb‘una solucién 0.4 M de NaCl que contenia 0,2 M de HC1l como
solvente. En esta segunda cromatografia se obtiene la migracién del

UDP-G1lcNAc mientras que la quitina permanece inm6vil en el origen de la

" placa cromatogrdfica., Las placas se secaron como en el paso anterior y

posteriormente se cortaron segmentos de 1 cm de ancho de la pelicula de
DEAE-celulosa y se colocaron en viales de conteo con 5 ml de liquido de
centelleo no acuoso para cuantificar la radioactividad distribuida en
diferentes zonas de la placa y asf poder. determinar la posicidn y/

cantidad de los compuestos producidos por las enzimas presentes en el

sistema de ensayo.

CROMATOGRAFIA EN PAPEL: la cromatografia en papel de los oligosacdridos
liberados de 1a quitina por acci6n de la quitinasa se 1levd a cabo de
acuerdo al método descrito pof Powning Irzykiewics (1965), en tiras de

papel para cromatografia Whatman 3 MM de 4 x 50 cm. Los cromatogramas

" se irrigaron de mancra descendente con alcohol iso-amilico: piridina:

agua '(1:1:0.8 v/v) durante alrededor de 15 h. Ta presencia de azfcares
reductores fue detectada sobre los cromatogramas haciendo uso del reactivo

de nitrato de plata (Trevelyan y col., 1950).

CROMATOGRAFTIA ANALITICA EN GEL: Se utilizaron Ultrogel AcA-54 y una
columna de flujo hacia arriba. La longitud de la cama de gel fue

140 x 1.8 cm, y su volumen fue de 356 ml. El volumen excluido se
determiné con la molécula de Dextrané Azul 2000 (Pharmacia). La curva de
selectividad se prepar6 asumiendo una interrelaci6n similar de forma y

peso molecular para todos los cstdndares usados, asi como para laquitinasa,
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El valor de Kav fue usado’ c}o‘ln_rcs:'péi'ame‘ira_de c}iﬁéi&i' (Aé:kéfsn,'19:64) .

. PROTEINA: La determinacién de ia‘ptote‘:‘ina:. fue hec_ha por el método de
Lowry y col. .(1951). Se utilizé como ést?mdard f)ara‘ ias.détéminaciones .

a la alb@inina sérica bovina, fraccién V,

L’




I11. RESULTADOS

. Con el objéto de investigar la presencia de un inhibidor de la

actividad de quitina sintetasa enN, ciassa, ‘preparaciones enzindticas
de este organismo se ensayaron en presencia o en ausencia de muestras
de citosol obtenidas a partir de este mismo ofganismo. Se utilizé
citosol porque esta fraccidén ha mostrado en el sistema de M. souxid
contener la actividad inhibitoria de la quitina sintetasa (McMurrough y
Bartnicki-Garcia, 1973; Lépez-Romero y col., 1978).

I
A, DEMOSTRACION DE LA EXISTENCIA DE UNA ACTIVIDAD INHIBITORIA

DE LA QUITINA SINTETASA EN N. crassa.

En la Tabla I se muestra que en presencia de citosol la actividad
de quitina sintetasa aparontomente. se inhibié 40%. C(uando se examinb el
efecto de 1a adicién de cantidades crecientes de citosol, se encontr6 que
la actividad de la quitina sintetasa solo pudo ser inhibida hasta up

miximo de 85% (Fig. 4).

B. REVERSIBILIDAD DEL EFECTO INHIBITORIO SOBRE LA ACTIVIDAD
DE LA QUITINA SINTETASA.

En vista del hallazgo de la presencia de actividad inhibitoria de la
quitina sintetasa en el citosol de N. crassa, resultd de interés inves-
tigar si dicha actividad inhibitoria era ejercida de forma reversible o
irreversible. Para ello se incubd la preparacién de quitosomas de
N. crassa con tripsina a una concentracién final y 1 yg por ml durante

1 min con la finalidad de activar a la quitina sintetasa de los quitosomas;

i



TABLA I

EFECTO DE LA ADICION DE CITOSOL SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
QUITINA SINTETASA

Actividad de la *

Adiciones quitina sintetasa Igh;l;éﬁizn
(nmoles min-1) P .
Ninguna 55.0 0

Citosol - 330 ‘40

la fraccién de citosol (10 wl, 60 ng proteiha) fue agregada a la_

mezcla de ensayo de quitina sintetasa cstdndard e incubada por 30 min

a 22°C. la actividad de 1a quitina sintetasa se midi6 como se
describe en 'Materiales y Métodos"'.

* nmoles de MCGlcNAc incorporadas en quitina,

32
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Figura 4

Efecto del citosol sobre la actividad de quitina sintetasa., Se adicio-
naron cantidades crecientes de citosol y se midié la actividad de

quitina sintetasa residual como se describe en la seccién de "Materiales

y Métodos'".
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la mezcla se centrifugé a 160,000 g (rav) durante 60 min a 4°C y se lav6
con amortiguador A dos veces para detener la accién de la tripsina, la
preparacién de quitosomas asf activados se incubd durante 30 min a 22°C
en présencia de citosol y de la mezcla de reacci6n para el cnsayo de la
actividad de quitina sintetasa. Se tomaron ﬁuestras de 100 u1, la
reaccién en ellas se detuvo con NaOH 1 N, las muestras se filtraron a
través de filtros de fibra de vidrio como sé describe en "™™ateriales y
Métodos'. Al resto de la mezcla de incubacién se le centrifugd a
160,000 g (rav) para colectar a los quitosomas. Se lavé cl precipitado
(quitosomas) con amortiguador A dos veces y se resuspendidé en un volumen
igual al que tenia antes de ser centrifugada. Ahora se cnsay$ la -
actividad de quitina sintetasa residual en los quitosomas después de
haber eliminado al citosol. Se tomaron fracciones de 100 ul de la

- suspension de quitosomas lavados y se les agreg6 25 il de la mezcla de
reaccién para quitina sintetasa, se incubd esta mezcla durante 30 min a
22°C, se detuvo la reaccién de quitina sintetasa afladiendo NaOH 1 Ny se
cuantificé la quitina formada midiendo la radioactividad retenida én el
filtro de fibra de vidrio. los resultados de este experimento se
muestran en la Tabla II, en ella se observa que cuando se incub6 la
preparacién de quitina sintetasa previamente activada en presencia de la
preparacién de inhibidor (citosol) se logr6é inhibir en 63.5% la cantidad
de quitina formada por la sintetasa con respecto a una preparacin
control tratada en igual forma pero en ausencia de citosol. Sin embargo,
cuando se retiré al inhibidor por medio de lavados no hubo diferencia
entre la actividad de quitina sintetasa exhibida por las muestras control
no tratadas con citosol y aquellas tratadas con éste. Se observé

también que la quitina sintetasa recuperada después de haber eliminado




TABLA 1T

DEMOSTRACION DE LA REVERSIBILIDAD DEL EFECTO INHIBITORIO SOBRE LA
ACTIVIDAD DE QUITINA SINTETASA

INHIBICION EN PRESENCIA DE CITOSOL INHIBICION REMANENTE DESPUES DE
LAVAR LA MUESTRA

Actividad Total 4 de Actividad Total % de

(unidades) inhibicién (unidades) inhibicién
224° 613) 63.5% 357 (348) 0% .

Los valores entre paréntesis corresponden a la actividad total de quitina sintetasa de la muestra control.
* ¢ de inhibicién de la actividad de quitina sintetasa calculado con respecto a la actividad total de una

muestra control idéntica, tratada en igiial forma pero en ausencia de citosol,

. 9€




la preparac16n de ;nhlbxdor continué siendo suceptlble a 1a acc16n
1nh1b1tor1a del citosol (datos no mostrados),

_ Los anteriores resultados indican que el efecto inhibitorio del
citosol sobre la sintesis de quifina se efectud en forma revefsible, por
tanto, se puede descartar la posibilidad de éue este efecto inhibitorio
fuera debido a destrucci6n de la enzima quitina sintetasa, destruccién
que era posible por la accién de proteasas que estaban presentes en el

citosol que se utilizé.

C. PURIFICACION PARCIAL DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA
QUITINA SINTETASA DE N, crassa.

PASO I. Todas las operaciones se 1levaron a cabo entre 2-4°C. la fraccién

del citosol obtenida a partir de 10 g de micelio molido (peso seco) se

centrifugé a 160,000 g (rav) durante 60 min para eliminar los restos

celulares, particulas subcelulares y material insoluble.

PASO II. Al sobrenadante de 160,000 se le agregb sulfato de amonio s6lido
bajo agitacidn continua hasta alcanzar 45% de saturacién, despu€s de
incubar la mezcla 20 min se le centrifugd a 10,000 g (rav) durante 20 min.
La fraccién precipitada por sulfato de amonio se resuspendi6é en un

volumen de 11 ml de amortiguador A y se dializdé contra varios cambios de
amortiguador B. Al dializado se le centrifugd a 160,000 g (rav) para

remover el material insoluble.

PASO IITI. Cromatografia en Sephadex G-100. Al subrenadante obtenide del
paso II (13.5 ml) se le aplicé a una columna de Sephadex G-100 (99 x 1.9 cm)
previamente equilibrada con el amortiguador B, La elucién se llevé a cabo

empleando el mismo amortiguador, se colectaron fracciones de 5 ml, Como se
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Figura S

Purificacidn de la actividad iphibitoria de quitina sintetasa por
filtracién en Sephadex G-100. El citosol crudo fue precipitado ‘con
sulfato de amonio a 45% de saturaci6n; el precipitado se disolvié en
amortiguador B y se dializé en el mismo amortiguador; se aplicé (11 ml;
143 mg de proteina) a una columna de Sephadex G-100 (99x 1.9 cm) y se
eluyd con amortipuador B, Se colectaron fracciones de 5 ml. Se midié
la absorbancia a 280 nm (@ ) y la actividad inhibitoria se expres6 en

unidades (© ). (Ver '"Materiales y Métodos").
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muestra en la Figura S las fracciones que contenian al principal pico de
actividad inhibitoria de quitina sintetasa (35-62) se juntaron y se
concentraron con un equipo de ultrafiltraci6n Amincon equipado con una

membrana PM-10 bajo presién de N, hasta un volumen de 12 ml,

PASO IV. Cromatografia en Scphadex G-25. A las fracciones concentradas
obtenidas en el paso de cromatografia anterior se les aplic6 a una
colunna de Sephadex G-25 (fino) de 87 x 1.9 cm previamente equilibrada con
amortiguador B. La elucién se 1levs a cabo con el mismo amortiguador v
se colectaron {racciones de 5 ml. En la Figura 6 se muestra el patrén de
elucién de la actividad inhibitoria de quitina sintetasa en Sephadex

G-25 (fino), se puede observar que la actividad inhibitoria se retiene &n
la columna y se eluye de ella con un volumen de amortiguador mayor que el
volunen de exclusion de la columna. las fracciones con actividad
inhibitoria (62-110) sc juntaron y se concentraron por ultrafiltracitn
como se menciond para el paso anterior, hasta un volumen de 5 ml. las
columas de Sephadex separan a la actividad inhibitoria de la quitina
sintetasa de la mayor parte de la proteina que se encuentra en la
fraccién concentrada con sulfato de wonio, posiblemente debido en parte
a las propicdades del gel de scparar por forma y peso, pero también por
una interaccién entre la molécula responsahble de 1a actividad inhibitoria
y la matriz del gel.

En la Figura 7 se muestra la curva de inhibiéién de la actividad de
quitina sintetasa que se obtuvo al adicionar la fracci6n concentrada de
la actividad inhibitoria que se obtuvo en la cromatografia en Sephadex
G-25 (fino). De igual manera que en la curva de inhibicién que se
obtuvo con la fraccifn de citosol crudo, no se logré alcanzar el 1005 de

inhibicién de la actividad de quitina sintetasa, saturdndose el sistema
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Figura 6

Purificacién de la actividad inhibitoria por filtracién en Sephadex G-25.
La actividad inhibitoria separada por filtracidn en Sephadex G-100
{fracciones 35-62; figura 5) se concentraron (12 ml; 31.5 mg de proteina)
y se aplicaron a una columna de Sephadex G-25 (fino) de 87x 1.9 cm; se
eluyd con amortiguador B. Se colectaron fracciones de 5 ml. Se midi6
la absorbancia de 280 nm ( @ ) y la actividad inhibitoria se expres6 en

unidades ( © ). (Ver '"™Materiales v Métodos").
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Figura 7

Efecto de la actividad inhibitoria purificada sobre la quitina sintetasa.
Se adicionaron cantidades crecientes de la actividad inhibitoria purifi-
cada obtenida mediante el procedimiento de purificaci6n descrito y se

midié la actividad de quitina sintetasa. (Ver 'Materiales y Métodos').
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TABLA 111

RESUMEN DE LA PURIFICACION DE A ACITVIDAD INHIBITORIA DE QUITINA SINTETASA DE Newtospora crassa

o Proteina Actividad Actividad Purificacién Recuperacién
Paso No. Fraceibn total. (mg) total (unidades) especifica (veces)
(unidades/mg)
1 Lxtracto 586 131,859 225 1 100
crudo
2 Precipi tado 143 58,500 a10 1.8 44,3
(Nii ) SO
3 Sephadex 31.5 46,600 1,481 6.6 35.3
G-100 (pool)
4 Sephadex 0.9 10,885 12,004 53.7 8.2

G-25 (pool)

la actividad inhibitoria fue medida empleando quitina naciente como sustrato, como se describe en 'Materiales y
Métodos'".

Una unidad de actividad inhibitoria fue la cantidad que caus6 1% de inhibici6n de la actividad de quitina sintetasa. -
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en un valor cercano al 80% de inhibicién, La Tabla IIT muestra los
resultados obtenidos durante la purificacién parcial de la actividad
inhibitoria de quitina sintetasa presente en el citosol. La recuperacion
obtenida fue de 8.2% y se logré purificar 54 veces a partir del citosol
crudo. la actividad inhibitoria se expresdé en unidades, una wnidad de
actividad inhibitoria fue la cantidad que causé 1% de inhibicién de la

actividad de quitina sintectasa,

D, MECANISMO DE ACCION DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA
QUITINA SINTETASA,

Con la finalidad de probar si la actividad del inhibidor de la
quitina sintetasa purificado era en rcalidad la consecuiencia de hidrolisis
de 1a quitina que se producia por la accidén de la quitina sintetasa, y no
a un efecto inhibitorio directo sobre la proteina enzimitica misma, se
ensayé la presencia de actividad hidrolitica de quitina (quitinasa) en las
preparaciones de inhibidor parcinlmente purificado. Se utilizaron como
substratos de la reaccidén tanto quitina previamente formada en un sistema
estiindard de sintesis de quitina (descrito en 'Materiales y Métodos"),
asi como quitina formada en presencia del inhibidor parcialmente purificado
(quitina naciente). Para lograr esto se mezclé la preparacién de quitina
sintetasa previamente activada por tripsina, mezcla de reaccién de la
quitina sintetasa (substrato para generar quitina maciente) y el inhibidor
purificado.

la Figura 8 muestra el resultado del anfilisis cromatogrdfico en placa
fina de DEAE-celulosa de los compuestos producidos por el sistema de
ensayo que emplea quitina naciente como substrato. Alrededor de 87% de la

quitina producida por el sistema de quitina naciente durante el tiempo de
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Figura 8

Cromatograffa en placa fina de DEAE-celulosa de los productos obtenidos
por la acci6n de 1a preparacidon de inhibidor sobre la quitina naciente.
El ensayo fue 1llevado a cabo agregando la preparacién de inhibidor

(20 ul; 1.1 ug de protefna) a una mezcla de reaccidn estindard de quitina
sintetasa (barras abiertas). los experimentos control se llevaron a cabo
sin la adicién de la preparacidn de inhibidor (barras punteadas). Después
de 1 hora de incubacién a 22°C, la totalidad de la mezcla de reaccién fue
desecada en una drea pequefia cerca del extremo de una placa de DEAE-
celulosa. las placas se corrieron como se describe en '"Materiales y
Métodos". la radioactividad que permanecié en el origen después de
cromatograffa, primero con agua destilada, y después con NaCl 0.4 M mis
0.2 M HC1, correspondi6é a la quitina sin degradar, (a); el material
radioactivo que permanecié inmévil después de la elucién de la placa con
agua destilada pero que se desplazd con el frente de la solucién de NaCl
0.4 Mmds HC1 0.2 M, correspondié al UDP-GlcNAc, Cb)} el material radio-
activo que migré con el frente del agua destilada correspondi6 a los

oligosacidridos, (c).
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incubacién, result6 transformada en oligosacdridos de quitina. En un
experimento control, en ausencia de la preparacién de inhibidor, solo se
encontr6 que 2-3% de la quitina formada por la quitina sintetasa presente
en los quitosomas fue transformada en oligosacdridos. Esto sugiere que
los quitosomas poscen una actividad de quitinasa muy baja. Fn este misma
figura se muestra que en presencia de la preparacién de inhibidor no se
modificé la cantidad remanente del substrato (UDP-GIcNAc) que se utilizé
para la sintesis de quitina por la enzima quitina sintetasa. FEn conse-
cuencia, la actividad inhibitoria de la preparacién parcce depender de
1a destruccién de la quitina formada y no de la destruccidn del
UDP-G1cNAc. FEn vista de lo anterior se midié directamente la actividad
de quitinasa de la preparacion de inhibidor utilizando como substrato
quitina radicactiva, sintetizada como se describe en "Materiales y
Métodos™. la Figura 9 muestra los resultados de andlisis cromatogrifico
en placas de DEAE-cehilosa de este experimento. En €1 se puede ver que
la quitina fue susceptible a la accién quitinolitica del inhibidor, siendo
ésta convertida a oligosacdridos. El 20% fue degradada, en contraste con
el 2% de degradacidén obtenido para el control en ausencia de la preparacidn
de inhibidor,

los resultados ohtenidos del ensayo de actividad de quitinasa con
quitina naciente o con quitina preformada como substratos, llevan a
establecer la conclusidén de que la actividad aparentemente inhibitoria de
la quitina sintetasa que se purificé, no correspondia realmente a una
actividad inhibitoria sino mds bien a una actividad quitinolitica.

En 1a Tabla IV se muestra que ambos tipos de substrato fueron
hidrolizados por la actividad de quitinasa presente en N. crasdsa, aundque

la quitina naciente fue aparentemente mis susceptible a la degradacién
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Figura 9

Cromatografia en placa fina de DEAE-celulosa de los productos obtenidos

por la acci6n de la preparacidn de inhibidor sobre quitina. El ensayo
fue 1levado a cabo agregando la preparacién de inhibidor (20 wl; 1.1 ug
de proteina) a una mezcla de reaccién estiindard de quitina sintetasa, la
cual habia sintetizado quitina durante 1 hora y en la que se detuvo la
reaccién por adicién de polioxina D' (barras abiertas). Los experimentos
control se llevaron a cabo sin la adicién de la preparacién de inhibidor
(barras rayadas). Después de 1 hora de incubacidn a 22°C, la totalidad
de la mezcla de reacci6n fue desecada en un drea pequeia en un extremo

de una placa de DEAE-celulosa. las placas se corrieron como se describe
cn '"Materiales y Métodos''. La radioactividad que pemmanecié en el

origen después de la cromatografia, primero con agua destilada, v después
con NaCl 0,4 M mis 0.2 M HCl correspondié a la quitina sin degradar, (a);
el material que permanecié inmbvil después de la elucidén de la placa con
agua destilada pero que se desplazé con el frente de la solucién de NaCl
0,4 Mmis HC1 0.2 M correspondi6é al UDP-GINAc, (b); el material radio-
activo que migr6 con el frente del agua destilada correspondi6 a los

oligosaciridos, (c),
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TABLA 1V

EFECTO DE LA ACTIVIDAD DE QUITINASA PRESENTE EN LAS PREPARACIONES DE
INHIBIDOR DE Newrospora chassa SOBRE QUITINA NACIENTE O PREFORMADA

Adiciones Radioactividad liberada por hidrélisis de
quitina substrato
(cpm)
Quitina Preformada Quitina Naciente
Ninguna 513 (2.49)* 684 (3.2%)*
Preparacion 4,340 (20.6%) 18,436 (87.5%)
de inhibidor
Quitinasa . 14,380 (63.5%) 20,884 {99.1%)

de Streptomvces

la radioactividad total incorporada en quitina preformada (21.060 cpm)
corresponde a 47.5 nmoles GlcNAc; este valor fue tomado como control
también para la quitina naciente.

* Actividad quitinolftica end6gena presente en la preparacién de quitosomas
de N. crassa empleada para la sintesis de la quitina.
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quitinolitica que la quitina preformada (_aproxhnadamente 4 veces) ;
mientras que la quitinasa comercial obtenida de Streplomyced griseus
usada como control s6lo fue 1,5 veces mis activa sobre la quitina naciente

que con la quitina preformada,

E., ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LOS PRODUCTOS DE REACCION
OBTENIDOS POR LA ACCION DE LA QUITINASA SOBRE QUITINA
NACIENTE Y SOBRE QUITINA PREFORMADA,

En vista del hallazgo de actividad de quitinasa en las preparaciones
de inhibidor, se procedid a caracterizar los oligosaciridos producidos

por la reaccién de la quitinasa, para ello se extrajeron con agua

destilada los oligosaciiridos de la zona de la placa de DEAE-celulosa donde

migraron después de realizar el primer paso cromatogrifico. La solucién
acuosa resultante contenia los oligosaciridos, se procedié a concentrarlos
por medio de liofilizacidén. La muestra concentrada se desecté cerca del
extremo de wna tira de papel cromatogrdfico para ser analizada por cromato
grafia descendente como sc describe en 'Materiales y Métodos'". los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 10, cuando el substrato de
la quitinasa fue quitina naciente, el principal producto formado en 60 min
de incubacién fue N-N'-diacetilquitobiosa (67%). También se detectd la
presencia de quitotriosa y quitotetraosa. los productos de la accién de
la quitinasa se identificaron mediante el uso de estﬁﬁdarcs apropiados.

la suma de la radioactividad presente en esta zona de la tira de papel

cromatogrdfico (quitotriosa y quitotetraosa) fue de 32%.

En la Figura 11 se muestran los resultados del ensayo de la actividad
de quitinasa en el que se us6 como substrato para la recaccién quitina

previamente formada. La mezcla de reaccifn se incub durante 60 min a
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Figura 10

Cromatografia en papel de los oligosaciridos liberados por accién de la
quitinasa a partir de quitina naciente. la mezcla de reaccibn esténdard
para el ensayo de quitina sintetasa se agregf a la preparacién de
Quitinasa (ensayo de quitina naciente), ¥ se incubd durante 1 hora a
22°C. la reaccién se detuvo calentando a 75°C por 3 min. Los oligo-
saciridos se desplazaron con el frente del solvente en el paso cromato-
grifico en placa fina de DEAE-cclulosa donde se usé agua como solvente,
Los oligosacdridos fueron eluidos de las placas de DEAE-celulosa,
aplicados a tiras de papel cromatogrifico e irrigados en cromatografia
descendente como se¢ describe en 'Materiales y Métodos'. la posici6n de
los estidndares quitotetraosa, quitotriosa, quitobiosa y GlcNAc se indica

con una barra.
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Figura 11

Cromatografia en papel de los oligosacdridos liberados por accién de la
quitinasa a partir de quitina preformada. la mezcla de reaccién
estfndard para quitina sintetasa fue incubada por 1 hora a 22°C, :a
reaccién se detuvo agregando polioxina D a una concentracién final de .
100 uM, se agregé la preparaci6én de quitinasa (ensavo de quitina

preformada) y la incubacién se continué por 1 hora a 22°C. la rea:ci6n

se detuvo por calentamiento a 75°C por 3 min. Los oligosacdridos se

desplazaron con el frente del solvente en la placa fina de DEAE-celulosa

cuando se usé agua destilada para cluir la muestra. Los oligosacfr:dos

fueron eluidos de las placas de DEAE-celulosa concentrados y aplicacos

a tiras de papel cromatogrdfico e irrigados en cromatografia descendznte

como se describe en 'Materiales y Métodos''.

La posicidn de los esténdares quitotetraosa, quitotriosa, quitobiosa y

GlcNAc se indican con una barra. -
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22°C, y se detuyo por calentamiento a.75°C durante 3 min, los oligo-
sacridos de quitina producidos por el sistema de ensayo se sebararon,
extrajeron y concentraron de igual forma que para el cnséyo de quitinasa
con quitina naciente como substrato, Se observ que el principal producto
de la reaccién de la quitinasa sobre la quitina preformada fue la
N-N'-diacetilquitobiosa (54%). Se detect también 1a produccidn de
quitotriosa y quitotetraosa, la suma de ambos productos fue aproximada-
mente 30% de la radioactividad total liberada. Ademis, se detectd la
presencia de N-acetil-D-glucosamina.

los resultados mostrados cn las Figuras 10 y 11 sugieren que la
quitinasa presente en N. crassa ticne dos actjvidades: actividad de exo-
quitinasa, va que sc produce N-N'-diacetrilquitobiosa a partir de quitina
naciente y quitina preformada, v actividad de endo-quitinasa ya que se
producen quitotriosa v quitotetraosa por la accién de la cnzima sobre los
substratos quitina naciente v quitina preformada. La aparicién de
N-acetil-D-glucosamina indica que posiblemente la preparacién de inhibidor
purificado posce ademis actividad de quitobiosa, la cual se hizo mis
aparente cuando se utilizé como substrato para la quitinasa a la quitina

preformada.

F.  ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE QUITINASA EMPLEANDO OLIGO-
SACARIDOS DE QUITINA COMO SUBSTRATO ’

Con el objeto de probar la susceptibilidad de los oligosacfridos de
quitina a la accidn de quitinasa, se aislaron los oligosacdridos de
quitina radioactiva, y se les probS como substrato de la actividad de

quitinasa. La mezcla de oligosaciiridos y quitinasa de N. cnassa se

incub§ durante 3 horas a 22°C v los productos de reaccién se analizaron
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Figura 12

Cromatografia en papel de los productos liberados por accién de la
quitinasa a partir de oligosacdridos de quitina. los oligosaciiridos
producidos por el sistema de ensayo de quitina naciente fueron separados
en placas de DFAE-celulosa, cluidos, concentrados y analizados por
cromatografia en tiras de papel cromatogrifico, (A); una muestra de los
oligosuciiridos obtenidos como se describe arriba fue tratada con la
preparacién de quitinasa de N. exassa. Se incubé por 3 horas a 22°C,
la reacci6n se detuvo por calentamiento a 75°C por 3 min y se aplicé a
tiras de papel cromatogrifico, (B). En amhos casos las tiras de papel
cromatogrdfico fueron irrigadas en cromatografia descendente, como se
describe en "Materiales y Métodos'. la identificaci6n de los productos
se hizo por medio de estdndares apropiados, la posicién de €stos se
indica con barras; quitotetraosa, (a); quitotriosa (b); N-N-diacetil-

quitobiosa, (c); N-acetil-D-glucosamina, (d)
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por cromatografia descedente como se describe en "Materiales y Métodos".
La Figura 12 muestra que tanto la quitotriosa como la quitotetraosa fueron
degradados casi totalmente hasta N-N'-diacetilquitobiosa y N-acetil-D-
glucosamina. Estos resultados indican que 1a quitinasa de N. crassa puede

utilizar los oligosaciridos de quitina como substrato.

G+ DISTRIBUCION DE LA ACTIVIDAD DE QUITINASA EN N. crassa

Con el objeto de investigar la localizacién de la actividad de
quitinasa en N. crassa, se homopencizéd él micelio y fracciond por medio de
centrifugacién diferencial. El homogenado se centrifugé a 1,000 g (rav)
durante 5 min, el material que precipité (fraccidn, paredes celulares;

FPC) se lavdé ocho veces con 10 volifmenes de amortiguador A y se resuspendid
en un volumen final de 11 ml. El sobrenadante se centrifug6é durante 30 min
a 13,500 g (rav) y al precipitadé {fraccién, membranas pesadas; FMP) se le
lavé dos veces con amortiguador A v se resuspendié en 4 ml del mismo
amortiguador. E1 sobrenadunte se centrifugd a 160,000 g (rav) durante

60 min y al precipitado (fraccidén, membranas ligeras; FML) se lavé dos
veces ¥ se resuspendié en 4 ml de amortiguador A, El sobrenadante
resultante (fraccién, citosol; FC) se le colecté (17 m1). La distribucién
de la actividad de quitinasa en las fracciones celulares obtenidas se
muestra en la Tabla V. Se puede observar que la fraccién citosol contenia
55¢ de la actividad total de quitinasa, la fracciénvde paredes celulares
contenfa 32.6% de 1a actividad total, mientras que el 12¢ restante se

distribuyd entre las dos {racciones membranales.
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TABLA V

DISTRIBUCION DE LA ACTIVIDAD DE LA QUITINASA EN FRACCIONES
SUBCELULARES DE Newtwspora crassa

Proteina Actividad de la quitinasa
Fraccién Total ) Especifica Total ;)
(mg) (unidades mg)  (unidades)
FPC 8.8 7.7 1.67 14.77 32.6
FMP 15.0 13.1 0.17 2.6 5.7
ML 18.0 15.9 0.16 3.0 6.7
FC 72.4 63.4 0.34 24.9 55.0

A las fracciones se les ensay6 la actividad de quitinasa sobre quitina
preformada, como se describe en 'Materiales y Métodos', en presencia de
polioxina D 100 uM, a un pH final de §8.3. las actividades totales se
expresan en unidades. 1 Unidad de actividad de quitinasa es la cantidad
de enzima que produce la formacién de 1 umola de N-N"-diacetilquitobiosa

por hora.



63

H,  ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE QUITINAéA EN EL MEDIO DE CULTIVO

Con el objeto de investigar si la quitinasa de N, eaassa es una enzima
qué se secreta al medio extracelular, se buscé la actividad de quitinasa
en el medio de cultivo durante el crecimiento del organismo, El medio de
crecimiento de un cultivo de 48 h de edad se le separ6 por centrifugacidn
a 5,000 g (rav) durante 15 min. Se le concentré 10 veces por ultra-
filtracién a través de una membrana PM-10. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 13, la cantidad de quitina convertida en oligo-
sacdridos fue inferior al 10% con respecto al control, aun cuando se
emplearon cantidades clevadas de medio de cultivo (100 wl; 500 pg de
proteina). La actividad enzimitica especifica para la quitinass encon-
trada en el medio de cultivo (1.58 wmoles de N-N'-diacetilquitobiosa/hora/
mg de proteina) fue muy baja comparada con la actividad especifica de la
quitinasa que se localiza en el citosol del organismo (0.34 pmoles de
N,N'-diacetilquitobiosa/hora/mg de proteina). Estos resultados sugieren

que la quitinasa de N. crassa no tienc una funcién extracelular en el

'
f
i
{
i

medio de cultivo.

1. ESTABILIDAD A LA TEMPERATURA

La actividad de quitinasa parcialmente purificada mostr6 ser muy

estable cuando se mantuvo a 0°C en bafio de hielo. En estas condiciones

se recuperd el 80% de la actividad después de 8 dfas de incubacién.

Sin embargo, cuando se incubd a 92°C durante 1 hora se observ$ una pérdida

de actividad superior al 755%.
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Figura 13

Efecto de la adicién del medio de cultivo sobre la actividad de quitina
sintetasa. Al medio de cultivo en el que crecié el micelio de

Newrospora crassa durante 48 horas se le separd por filtraci6n y se le
concentrd 10 veces. E1 medio concentrado se agregd a mezclas de reaccion
estdndard para el ensayo de quitina sintetasa, se incubaron 3 horas a
22°C, entonces se detuvo la reaccién a 75°C por 3 min. Se midieron los
oligosacdridos que se movieron con el frente del paso cromatogrifico en
placas de DEAE-celulosa donde se usé agua destilada como solvente. Se
calculd el $ de radioactividad liberada como oligosacdridos a partir de

quitina.
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J. DIGESTION PROTEOLITICA

Se incub6 la preparacién de quitinasa obtenida del paso cromatogré-
fico en Sephadex G-100 en presencia de tripsina a una concentracién final
de 800 ﬁg/ml a 25°C en amortiguador A, a pH de 7,5, Se tomaron muestras
alicuotas de 100 @ cada 30 min y se les agregd inhibidor de tripsina
{de frijol de soya) en una relacién estequiométrica con la tripsina de 1:1
(p/p); se ensay6 la actividad de quitinasa en las muestras utilizando a la
quitina preformada como substrato de la reaccién. El ticmpo de incubacidn
fue de 60 min, el pHde 7.0 y la temperatura de 25°C. Después de 120 min
de incubacién con tripsina, la actividad quitinasa se destruy$ por completo.
Este experimento indica que la molécula responsable de la actividad

quitinolitica es de naturaleza proteica.

K+ DETERMINACION DE pH OPTIMO

Para los ensayos de pH Optimo se incub6 a la preparacidén de quitinasa
en presencia de amortiguadores de diferentes valores de pH, utilizando
quitina preformada come substrato. En la Figura 14, se observa que el pH
Optimo para la quitinasa de N, crassa fue de 6.6 (100%), a valores de pH
de 5.0 y de 8.6 se obtuvieron valores de 23% y 31.5% de 1a actividad maxima,
respectivamente,

El ensayo de pH Optimo usando quitina naciente-como substrato para
la quitinasa no fue factible de realizar, debido a que la enzima quitina
sintetasa es muy inestable a valores de pH por abajo de 7.0 (Arroyo-

Begovich y Ruiz-Herrera, 1979),
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Figura 14

Perfil de actividad de la quitinasa de N. crassa a diferentes valores

de pH. Para la sintesis de quitina substrato las mezclas de reaccién
estindard para quitina sintetasa fueron incubadas por 1 hora a 22°C.

La reaccién se detuvo agregando polioxina D a una concentracién final

de 100 M, después se agregd la preparacidn de quitinasa. los valores
de pH empleados se obtuvieron afiadiende TRIS-base 50 mM (pH 7.2-9.0; @ ),
o bien KH,PO, 50 mM (pH 5.0-7.5; ©). las mezclas se incubaron durante

1 hora a 22°C. la cantidad de oligosacfiridos liberados se midi6 como

se describe en 'Materiales y Métodos".
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L. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LA QUITINASA DE N,crassa

La estimaci6n del peso molecular de 1a quitinasa parcialmente purifica
da a partir del citosol de Newrospora crassa se realizé por cromatografia
analitica en gel, para ello se utilizé una columna de flujo hacia arriba
que contenia Ultrogel AcA-54. las dimensiones dela columna y condiciones
de elucién se describen en '"Materiales y Métodos'. EI procedimiento de
calibracién de la columna que se eligi6 fue el descrito por Ackers (1964)
el cual establece una interrelacibn lineal entre el radio molecular y el
peso molecular. La posicidn de elucién de una substancia puede ser
caracterizada por su valor de Kav:

Koy = -ve-Vo
T Vt-Vo

donde Ve es el volumen de elucién del pico mdximo de concentracién del
soluto a investigar, Vo es el volumen excluido de la columa (volumen de
elucién de una substancia que no penetra en el espacio de solvente dentro
de las particulas del gel, p.e., la molécula de DNextrano azul 2000); Vt es
el volumen total del gel, que para esta columna de Ultrogel AcA-54 fue
Vt=356ml. La Figura 15 muestra ¢l perfil de elucién del Dextrano azul
2000, el cual eluy6 de la colwmna en un volumen (Vo=107 ml) que correspondié
al volumen excluido de la columna. lE] registro continuo a 280 nm detectS
un pico homogéneo Gnico de proteina, cuyo punto miximo fue Ve=245 ml.

A partir de estos valores se calculé el valor de Ka{rto.ssaz. la actividad
inhibitoria de quitina sintetasa (quitinasa) en la preparacién parcialmente
purificada eluy6 de la colwmna analftica en un pico Gnico. La Figura 16
relaciona el volumen de elucién del pico miximo obtenido para los
esténdares Hemoglobina (Hb), AlbGmina sérica bovina (Alb), Tripsina (Trip),

Citocromo ¢ (Cit c) con el logy de su peso molecular expresado en daltones.
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Ai intémqlar el valor del volumen de eluci6n del pico méximo de la
actividad de quitinasa se encontrd el valor de 20,600 daltones para esta

enzima,
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Figura 15

Cromatografia analitica en Ultrogel AcA-54 de la quitinasa purificada.
La preparaci6n de inhibidor que se obtuvo del paso de purificacién en
Sephadex G-25 se aplicé (5 ml: 0.9 mg de proteina) a una columna
(140x 1,8 cm) de Ultrogel AcA-54. la columa se eluy6 con flujo hacia
arriba con el amortiguador de sulfato de amonio 50 mM, pH 7.0. Se
colectaron fraccicmes de 5 ml. Se registr6 continuamente ( —) a

280 nm, y se midi6 la actividad inhibitoria ( @ ), la cual refleja

directamente la actividad de quitinasa.
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) Figura 16

Determinacidn del peso molecular de la quitinasa parcialmente purificada
de N. crassa. Se midi6 el volwmen de elucién de los picos miximos de
los estdndares y se graficd vs. el logy de su peso molecular (daltones).
Se interpold el volumen de elucidn del pico miximo de la proteina

purificada.
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IV, DISCUSION

Debido a que la quitina es considerada el polisacdrido mis
importante que sirve de esqueleto a la pared celular de diversos grupos
de hongos, el proceso de biosintesis de la quitina y su regulacién han
recibido considerable atencién en los Gltimos 15 afos.

En varios de los hongos que tienen quitina en su pared se ha
estudiado la actividad de quitina sintetasa y se ha encontrado en la
mayoria de ellos, que esta enzima es susceptible a la activacion
proteolitica; por tanto, se ha 1legado a postular que la quitina sintetasa
es sintetizada cn forma inactiva como zimbgeno por la célula (Arnold,
1972, Balint y col., 1976).

En Neurospora crassa se ha encontrado que los eoxtractos celulares
contienen a la quitina sintetasa predominantemente en forma inactiva o
zimogénica. Esta enzima es activada por la accidn de protecasas; de las
proteasas estudiadas la tripsina es la mis eficaz, habiéndose logrado
un incremento de la actividad de esta enzima en mds de 10 veces (Arroyo-
Begovich y Ruiz-Herrera, 1979). Cabib y col. (1973,1976) han propuesto
un modelo hipotético para el mecanismo de regulacién de la actividad de
la quitina sintetasa. FEn este modelo, la quitina sintetasa zimogénica se
activa por proteolisis mediante un factor al que se ha llamado Factor
Activante, y al cual se ha identificado como la Proteinasa B. Este factor
puede ser bloqueado por un inhibidor proteico especifico.

Por otra parte, los estudios de Lopez-Romero v col. (1978), indican
que en los extractos celulares de Mucor roux{{ existe una proteina capaz
de inhibir la actividad de la quitina sintetasa previamente activada, sin

interferir con el proceso de activacién proteolitica de la enzima,

75
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En consecuencia, se han postulado dos posihles mecanismos de regulaci6n

de la quitina sintetasat uno es la inhibicién del proceso de conversidn
de la quitina sintetasa a partir de su forma inactiva o zimogénica a la
forma activa por un inhibidor de la protcasa activante; y el otro consiste
en la inhibicién directa de 1a actividad de quitina sintetasa en su forma
activada, por medio de un inhibidor de naturaleza proteica.

En vista del papel morfogenético crucial que juega la quitina en la
pared celular de los hongos, 1a interconversién entre las dos formas de
la quitina sintetasa, posiblemente represente un mecanismo clave para la
regulacidén de la sintesis de quitina y por consecuencia de la morfogénesis
de la pared celular.

Otros mecanismos pueden estar involucrados en la regulacién de la
actividad de 1a quitina sintetasa. FEntre estos mecanismos se podrian
citar aquellos que modifican directamente a la proteina enzimitica, como
por ejemplo, fosforilacién-defosforilacidn, transferencia de grupo, etc.,
o bien, modificaciones alostéricas de 1a enzima por nuclebtidos ciclicos,
los substratos y los productos de la enzima.

los resultados que sc reportan en este trabajo, indican que en la
fraccién soluble del citosol obtenido de extractos celulares de N. crassa
existe wtna actividad inhibitoria de la quitina sintetasa en su forma
aétivada. Al investigar el mecanismo de esta inhibici6n, se encontr6 que
€sta era reversible, por lo que se elimind la posibilidad de que la
inhibicién observada fuera debida a destruccién proteolitica de la enzima.
Ademfis, se encontr6 que csta actuvudad inhibitoria no interferia con la
activacién proteolitica de la enzima. Estos resultados han permitido

proponer que el mecanismo de 1a inhibicién de 1a sintesis de quitina por

la adicién del citosol de N. crassa podria deberse a una interaccién
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directa del inhibidor sobre la quitina sintetasa,

El andlisis de la cinética de inhihicién de la actiyidad de esta
enzima por la fraccin del citosol, mostré que el efecto inhibitorio fue
proporcional a la cantidad de citosol empleado, cuando &ste se adicioné
a bajas concentraciones. Sin embargo, aun empleando altas concentraciones
de citosol no se logré una inhibicidn mavor al 85%. Con la intencién de
caracterizar de manera mds profunda esta actividad inhibitoria, el citosol
se someti6 a varios pasos de purificacién: primero se le fraccioné con
sulfato de amonio y posteriormente se sometid a filtracidn en gel a través
de columnas de Sephadex G-100 y G-25. la actividad inhibitoria parcial-
mente purificada fue de nuevo examinada respecto a su cinética de
inhibicidn sobre la quitina sintetasa activada. Se repitié la observacién
de que aun empleando altas concentraciones del inhibidor purificado no fue
posible inhibir el 1007 de 1a actividad de la quitina sintetasa. Sc
consideraron dos alternativas para explicar este fendmeno. Una de ellas
pudiera ser que la preparacidn de quitosomas utilizada para los ensayos
estuviera constituida por dos poblaciones: una susceptible a la inhibici6n
v otra que no lo fuera. la otra alternativa consiste en que la inhibcién
de la actividad de la quitina sintetasa observada pudiera ser el resultado
de la hidrélisis de la quitina producida a causa de actividad quitinolitica
del inhibidor. Para determinar si existia hidrélisis de la quitina formada
en el sistema de ensayo, se determinG la actividad de quitinasa en las
preparaciones que contenjan "actividad inhibitoria", cuantificando la
liberacién de oligosaciiridos de quitina.

Los resultados obtenidos de los ensavos de actividad de quitinasa en
las preparaciones de inhibidor, indican que la actividad aparentemente

inhibitoria de quitina sintetasa de N, crassa fue debida en realidad a
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una éctividad de quitinasa presente en el citosol. Lla evidencia directa
que apoya esta conclusi6n se deriva de los ensayos empleando como
substrato quitina naciente, en donde la cantidad de UDP-GlcNAc utilizada
no resultd modificada por la adicién de la preparacién de inhibidor;

en cambio, la quitina formada en el sistema fue hidrolizada por la
actividad de quitinasa presente en las preparaciones de inhibidor, lo cual
puso de manifiesto por la aparici6én de N-N'-diacetilquitobiosa y otros
oligosacdridos de quitina.

Como se mencioné anteriormente, la adicién de cantidades crecientes
de inhibidor, ya fuera el citosol crudo o el inhibidor purificado no
lograron inhibir 100% la actividad de quitina sintetasa. Esta observacién
podria explicarse porque la accién de la quitinasa responsable del
aparente efecto inhibitorio no logré hidrolizar inmediatamente la quitina
sintetizada por los quitosomas, hacicendose posible que los polimeros de
quitina sintetizados pudieran cristalizar entre sI para formar micro-
fibrillas. las microfibrillas asi formadas, son mucho mis resistentes a
la hidr6lisis por la quitinasa, por ofrecer un mayor impedimento estérico
a la accién de esta enzima. En los ensayos de actividad de quitinasa
en los que se utilizé como substrato quitina previamente formada se
encontrd que ésta es menos susceptible a la accién de la quitinasa en
compraracién con la susceptibilidad a la hidrélisis de la quitina
naciente. Fn el caso de la quitina preformada se ‘encontré que en el mismo
periodo de incubacién, que generalmente fue de una hora, aparecieron
aproximadamente cuatro veces menos cantidad de oligosacdridos que en el
caso de quitina naciente. la diferencia de la cantidad de oligosacdridos
producidos cuando se utilizaron como substratos de 1la quitinasa a la

quitina naciente o a la preformada, estd de acuerdo con que la quitina



BT WSS N0 B
sum BE LA BISLGTECK

preformada es menos susceptible a la hidr6lisis por esta enzima, por
haber cristalizado y haber formado puentes de hidrdgeno intercatenarios,
los cuales son caracteristicos de las microfibrillas de este'po]isacﬁrido.
Esta posibilidad ha sido reportada anteriormente para el imecanismo de
accesibilidad al substrato por la quitinasa de Strepfomyces y para la
quitinasa de Germen de Trigo, estudiadas por Molano y col. (1977,1979).

El andlisis de los productos de dregracidn-de la quitina que se
obtuvieron por adici6n de la quitinasa purificada de N. crassa, indica
que el principal producto obtenido fue N-N'-diacetilquitobiosa; aunque
ademdls se obtuvieron otros oligosacéridos de mayor tamafio, como la
quitotriosa y la quitotetraosa principalmente. Esto sugiere que la
actividad de quitinasa presente en esta preparacién exhibe tanto actividad
de exoquitinasa (por la aparicién de N-N'-diacetilquitobiosa) como de
endoquitinasa (por la aparicién de oligosaciridos de mayor tamafio). Con
respecto a 1a afinidad de esta quitinasa por los oligosacdridos de tres y
cuatro wnidades de GlcNAc se encontrd que éstos fueron susceptibles a
hidr6lisis por la preparacién de quitinasa, produciéndose N-Ndiacetil-
quitobiosa y GlcNAc. llallazgos rccientes de 1dpez-Romero y col.
(comunicacién personal) indican que el inhibidor de quitina sintetasa de
la forma de levadura de M. rouxid presenta actividad quitinolitica. Este
resultado descarta por el momento que exista upa inhibicién real de la
actividad de quitina sintetasa en ese hongo. g

La distribucidén de la actividad de quitinasa en el micelio de
N. crassa indica que aunque se detect6 cierta cantidad de actividad en
las membranas celulares (10%), la mayor parte de dicha actividad se
encontré localizada en la fraccién soluble del citosol (55%) o asociada a

la pared celular del organismo (30%). F1 hecho de que la quitinasa que
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se encontré asociada a las paredes celulares tuviera una actividad

- especifica cinco veces mayor que la encontrada en el citosol, se explica
por el hecho de que la pared celular posee poca protefna. Es probable,

que en gran parte, la quitinasa que se detect6 en la pared celular sea el
resultado de la unién especifica por afinidad de csta enzima a la quitina
de la pared. Dicha unién podria haberse 1llevado a cabo durante el proceso
de homogeneizaci6én del organismo. Sin cmbargo, cxiste la posibilidad de
que in vivo la quitinasa se encuentre localizada en el espacio periplédsmico,
es decir, entre la membrana plasmitica y la pared celular; esta Gltima
posibilidad tiene implicaciones fisiolégicas. Un posible papel fisioldgico
de la quitinasa es el de participar en el fendmeno de recambio de la pared
celular. Otro posiﬁ]e mecanismo fisioldgico de la quitinasa seria su
participacidén en el 'ablandamiento™ de la pared ceclular, en accién
concertada con otras hidrolasas de los polisacdridos de la pared, como

por ejemplo con las beta-glucanasas, en un paso previo a la sintesis de
nuevos polisacdridos. En apovo a los posibles papeles fisioldgicos de la
quitinasa se encuentra el hecho de que se hayan detectado cantidades
minimas en el medio de cultivo donde se creci6 N. crassa. Esto sugiere
que su principal papel no es el de hidrolizar quitina extracelular para
proveer de fuente de carbono al organisno.

Ha sido propuesta por varios autores la hip6tesis referente a que la
hifa de los hongos crece por extensi6n de su punta (Bartnicki-Garcia,
1973; Robertson, 1965; Trinci, 1978). Ellos han propuesto que este
crecimiento se logra por medio de la formaci6én de nueva pared celular,
precisamente en la punta de la hifa. Los datos experimentales que apoyan
esta hipGtesis de formaci6n de la pared celular en los hongos, provienen

de estudios basados en técnica de microscopia electrénica, autorradiografia,

marcaje fluorescente, etc.
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Suponiendo que en principio los mecanismos moleculares - involucrados

en los procesos de formacidén de la pared celular de los diferentes hongos
sean los mismos o muy similares, el problema bdsico radica en saber c6mo
se regulan estos procesos de tal forma que se pueda generar una morfologia
caracteristica para cada hongo. Varios autores han postulado hiptesis
para explicar el posible mecanismo para la formaci6én de la pared celular
y la morfogénesis en los hongos. Al respecto, Johnson(1968) ha sugerido
que la pared celular se elabora con la participacién tanto de procesos
liticos como sintéticos. De acuerdo con esta hipbtesis, la estructura
rigida de la pared celular pre-existente resulta atacada por enzimas
hidroliticas para los polisacdridos de la pared, los que generan de esta
manera un mayor nimero de extremos reductores cn los polisaciridos
presentes en la zona de la pured donde @stas actuaron; como resultado de
la generacién de mavor nimnero de extremos reductores, se hace posible que
los polisacdridos de pared recién sintetizados pucdan unirse a estos
extremos reductores. Lla repeticién continua de este proceso garantiza

el crecimiento de la pured celular sin alterar la integridad global de
ésta.

Ha sido demostrado por varios laboratorios que existe un balance muy
delicado entre los procesos 1iticos y sintéticos de la pared celular de
los hongos (Bartnicki-Garcia y Lippman, 1972a). Se ha observado que
cuando este balance se altera ocurren aberraciones norfoldgicas en el
hongo e incluso, la lisis de la pared celular en éstos. Por ejemplo,
la inhibicién de 1a sintesis de quitina por la polioxina D es causa de
la lisis de la pared de las células de hifa de M. zouxi{ (Bartnicki-Garcia
y Lippman, 1972b). Tumbién se ha observado que la inhibicién de la

sintesis de quitina, o bien la estimulacién de 1a actividad de las enzimas
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hidroliticas de la pared mediante el aumento de la temperatura del medio
en el cual crece la hifa de A, nidufans es causa de la aparicién de
distorsiones en el hongo y en algunos casos 1lisis en la pared celular

de éste (Katz y Rosenberger, 1971 a,b). Los efectos que resultan de la
inhibicién de la sintesis de quitina por la plioxina D en los hongos, son
en consecuencia de tipo morfogenético, y por lo tanto, recuerdan a la
accién de la penicilina, el antibidtico que interficre con la formacién
de la pared celular en algunas bacterias.

Se ha propuesto un modelo para la formacidn de la regidn primaria
de crecimiento en la pared celular pre-existente en los hongos (Farkas,
1979). En este modelo se propone que el primer paso es la disolucién
localizada de la pared celular mediante enzimas hidroliticas especificas
para los polisacdridos presentes; esta disolucidén de la pared causa una
pérdida de contacto entre la pared celular y la membrana plasmitica del
hongo. Se ha propuesto que la pérdida de contacto entre la pared y 1a
membrana sea ese mecanismo que dispare la activacién localizada de las
enzimas sintética para los polisacdridos de la pared. E1 modelo mencio-
nado indica cémo una secuencia de eventos puede crear una regién de
crecimiento activo en la pared celular de los hongos.

Los mecanismos regulatorios que se han revisado en los pirrafos
anteriores, representan intentos para explicar el desarrollo morfol6gico
de los hongos en términos de sus interacciones moleculares. Sin embargo,
los mecanismos moleculares precisos que intervicnen en el problema de la
morfogénesis de los hongos es bastante complejo, y en muchos aspectos
carece de suficiente apoyo experimental. De todas formas debe tenerse
presente que la formacién de la pared celular no es un proceso aislado,

y que mds bien, es el resultado de la actividad metabdlica de toda la

célula.
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