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ABREVIATURAS
Ala Alanina
Arg Arginina
Asx Acido aspartico o asparagind
Cys Cisteina
di Diametro interno
Da Dalton
DO Densidad optica
EC Electroforesis capilar
Gix Actdo glutamico o glutamina
Gly Glicocola
His Histidina

HPL.C  High performance liquid chromatography (Cromatografia liquida de alta resolucion)
lle Isoleucing

Km Constante de Michaelis-Menten

Km(ap) Constante de Michaelis-Menten aparente

[E] Concentracion de ligando libre en equilibrio

Leu Leucina

[L]; Concentracion imcial del ligando en su compartimento

Lp Moles de ligando unido a la proteina

Ly Moles totales de ligando en su compartimento

Lys Lisina

M, Masa molecular

Met Metionina

Phe Fenilalanina

pl Punto 1soeléctrico

Pro Prolina

Py Moles totales de proteina

r Moles de ligando unido por molécula de proteina

[Spl Concentracion de sustrato

Sus Concentracion de sustrato que produce el 50% de la velocidad maxima de
reaccion

SDS Dodecil sulfato sodico

Ser Serina

Thr Treonina

Tris Tri-hidroximetil-aminometano

Trp ‘Triptofano

Tyr Tirosina

UAFE  Umnidades de absorbancia a fondo de escala

Uy Luz ultravioleta

Vo Velocidad inicial de reaccion

Val Valina

Vimax Velocidad méaxima de reaccion

vmax(ap) Velocidad maxima de reaccion aparente

Vi Volumen total de la subcamara

VilLl  Moles totales de ligando libre en ambas subcamaras
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I.1.- CONCEPTO DE ISOFORMA E ISOENZIMA.

Las isoenzimas fueron definidas hace mas de 30 afios como sucesos interesanles, pero
raros, en los procesos de purificacion de proteinas. El término isoenzima fue acufiado por
Markert y Moller (1959) como una definicion operacional que agrupaba multiples formas
enzimaticas con la misma especificidad de sustrato. Desde entonces, cientos de enzimas han sido
resueltas en formas moleculares varias, provocando controversias en el campo de la Genética y la
Evolucion. Por otro lado, el estudio de las isoenzimas ha permitido ampliar el conocimiento de
mecanismos sofisticados de regulacion metabolica en bacterias, plantas y animales.

Se definen como isoenzimas diversas formas de una proteina que catalizan la misma
reaccion, pero que difieren ligeramente en su composicion de aminoacidos o en su estructura. Por
ello, pueden separarse mediante electroforesis o cromatografia y pueden distinguirse al estudiar la
variacion en la secuencia de sus aminoacidos o las diferencias en el segmento de los DNAs que las
codifican (Scandalios, 1974). Secundariamente, pueden encontrarse isoenzimas en el mismo o
diferente compartimento celular, en diferentes células o tejidos de un organismo, o bien pueden
ser producidas durante estados diferentes del desarrollo de un Gnico individuo (Weeden, 1983).

Dos formas de una unica enzima pueden ser originadas por mecanismos geneticos
(maltiples Joci o multiples genes) o por mecanismos post-traduccionales, siendo este ultimo
procedimiento el mas sencillo. Algunas de estas modificaciones post-traduccionales incluyen
glicosilaciones, proteolisis limitada, agregaciones, modificaciones covalentes de la cadena
polipeptidica (Cerff, 1978; Gockel y Lebherz, 1981, Motojima y Sakaguchi, 1982; Sticher y
Jones, 1992), etc. En el caso concreto de enzimas de origen vegetal, estas modificaciones
representan una importante fuente de variabilidad isoenzimatica. Asi, las isoenzimas de
aminopeptidasas, endopeptidasas y peroxidasas han sido estudiadas en profundidad muy
especialmente (Beevers, 1982).

El término isoenzima es, a menudo, utilizado libremente en un sentido operativo y se
tiende a aplicar a cualquier tipo de multiplicidad enzimatica observada. Normalmente, desde la

primera sospecha de existencia de una isoenzima, es necesario realizar numerosas pruebas



experimentales para establecer claramente su naturaleza y origen. En  este sentido, la
nomenclatura establecida por la IUPAC-IUB (1971) recomienda el uso restringido del término
isoenzima a productos de multiplicidad debidos a causas genéticas. Esto, por tanto, excluye todas
fas maltiptes formas originadas por modificaciones post-traduccionales, aunque muchas enzimas,
con un importante papel fisiologico v regulador, sufran estas ultimas modificaciones (Newton y
Schwartz, 1980). De acuerdo con estas recomendaciones, las multiples formas detectadas para
una enzima no pueden ser denominadas isoenzimas hasta haber demostrado que su origen se debe
a diversidad genética Griffiths y Black (1987), tras estudiar las diferentes formas de fostatasa
alcalina en suero humano, proponen el término isoforma para todas aquellas formas de una misma
enzima cuyo origen no esta totalmente establecido o es claramente post-traduccional.

Antes del descubrimiento de ias isoformas, las diferencias metabolicas entre diferentes
tejidos eran explicadas en términos de variacion de la cantidad relativa de cada enzima, aunque
también se consideraban importantes, en este contexto, sucesos de permeabilidad,
compartimentacion o concentracion y modulacion por diferentes metabolitos. La amplia
distribucion de isoformas y el hecho de que aquellas difieran, no solo en su distribucion tisular,
sino también en sus propiedades cinéticas, permiti0 a los enzimologos establecer su papel
metabolico dependiendo mas de la "calidad" que de la "cantidad" de la proteina. Uno de los
primeros y mas claros ejemplos del papel de las isoformas fue su accion en la regulacion
metabolica de una célula o tejido. Una dnica ruta metabdlica debe, por definicion, consistir en la
misma secuencia de reacciones enzimaticas. Sus caracteristicas reguladoras pueden variar
fuertemente dependiendo de qué isoforma en particular actie en cada paso. En una ruta bien
conocida, como es la glucolisis, nueve de las diez enzimas implicadas en la conversion de glucosa
en piruvato presentan isoformas o isoenzimas. Quiza uno de los hechos mas importantes a este
respecto sea la existencia de diferentes isoenzimas (o isoformas) en un unico tejido, fo cual
proporciona una complicacion temporal adicional al hecho de la diferenciacion (Rider y Taylor,

1980).



[.2.- ANALITICA DE LA DETECCION DE ISOFORMAS

Las isoformas pueden diferir unas de otras en algunas de sus propiedades fisicas y
cinéticas, asi como en su distribucién tisular. Aunque algunas de sus propiedades puedan parecer
mas relevantes que otras, cualquier diferencia o similitud, en términos metabolicos, resuitara
importante para determinar su funcion fisiologica.

En el anilisis de isoformas deben utilizarse métodos que no compliquen su separacion
fisica. Asi, los métodos basados en las caracteristicas inmunologicas de la proteina pueden
aplicarse a mezclas o extractos parcialmente purificados. Goflner er al. (1992) mostraron las
relaciones inmunologicas entre dos isoformas de cinamilalcohol deshidrogenasa en un extracto
crudo obtenido de xilema de Fucaliptus gunii o bien entre dichas isoformas parcialmente
purificadas. Sin embargo, la mayoria de los analisis requieren la separacion de cada una de las
isoformas enzimaticamente activas. La purificacion y caracterizacion de 1soformas no difiere, en
principio, de los protocolos comunes de purificacion de cualquier otra proteina. La unica
precaucion especifica consistiria en evitar concienzudamente la inactivacion de alguna de las
1isoformas, ya que dicha mactivacion, de suceder, llevaria a la suposicion erronea de su ausencia
(Botha y Turpin, 1990). inicialmente, pueden separarse isoformas mediante técnicas que
discriminen entre sus propiedades fisicas, como puede ser la cromatografia por interaccion
hidrofobica (Goffner er al, 1992) o de intercambio ionico (Botha y Turpin, 1990). Si las
isoformas tienen una diferente localizacion subcelular, suele ser suficiente con un protocolo de
separacion de cada uno de los organulos (Li ez al, 1991).

Dado que Ja diferencia real entre isoformas se establece a nivel de su actividad especifica
(Vmax ¥ Km), pH optimo de reaccion, punto isoeléctrico, peso molecular y composicion de
aminoicidos, una primera aproximacion a la caracterizacion de diferentes formas enzimaticas debe
contemplar estos parametros. Por ejemplo, una de las isoformas de fructosa-1,6-bifosfatasa de
Selenastrum minutum es soluble en acido y dependiente de un medio reductor para su actividad y
estabilidad a altas temperaturas (60°C). Por ello, concentraciones suficientes de ditiotreitol ( DTT)

deben estar en contacto con la enzima en todos los pasos de su purificacion. Su pH optimo es



cercano a la neutralidad v muestra ser cuatro veces mas afin por su sustrato que la isoforma
insoluble en acido, la cual posee caracteristicas opuestas a la anterior (Botha y Turpin, 1990,
Turpin ef al., 1990) También se han descrito diferencias a nivel de pH optimo, constantes
cinéticas y localizacion celular (mitocondrial y citosolica) para isoformas de ATP sulfurilasa de
Fuglena gracilis, siendo 1a forma mitocondrial cuatro veces mas afin por su sustrato que la
citosolica (Li ef a/.. 1991). Los autores relacionan estas diferencias con el metabolismo del alga,
pues fa reduccion del sulfato es mucho mas activa en las mitocondrias. Sin embargo, hay
isoformas que no presentan diferencias en sus parametros cinéticos, como es el caso de dos
descritas para la almidén sintasa, aisladas de embriones de guisante (Denyer y Smith, 1992).
Ambas poseen el mismo valor de pH optimo, el nismo valor de K, para ADPglucosa y
amilopectina, ambas son termolabiles y reconocidas por los mismos anticuerpos, pero difieren
claramente en su localizacion celular (soluble o ligada a granulos) v en su peso molecular.

Junto con la caracterizacion cinética y la localizacion subcelular, el estudio electroforético
de isoformas es otro punto clave para su correcta determinacion. La electroforesis es utilizada
para poner de manifiesto la existencia de varias formas enzimaticas, para valorar el pl de cada una
de esas formas y su peso molecular. El soporte utilizado es generalmente variado: almidon,
agarosa, acetato de celulosa o poliacrilamida son los mas utilizados. Una practica habitual en
estos estudios es el empleo de diferentes técnicas electroforéticas en el mismo analists. Accorsi ef
al. (1987} realizaron un estudio de las isoformas de fosfoglucomutasa de eritrocitos mediante
electroforesis en geles de almidon y electroenfoque en columna o en geles de poliacrilamida. En
todos los casos fueron identificadas cuatro isoformas de la enzima. Ya que la movilidad
electroforetica en los geles de almidon es utilizada como un reflejo de las diferencias de pl de las
diferentes isoformas, las descritas para fosfoglucomutasa eran de caracter acido, si bien las
pequefias diferencias detectadas en los valores de pl (+ 0.3) fueron atribuidas a diferencias entre
las técnicas utilizadas. Sticher y Jones (1992) también emplearon el isoelectroenfoque en geles de
poliacrilamida para determinar el valor de pl de las diferentes isoformas de a-amilasa de
embriones de guisante, revelando el caracter acido de todas ellas. Trudel er al (1989)

desarrollaron un sistema de electroenfoque bidimensional en poliacrilamida para la deteccion de



isoformas actdas y basicas de quitinasa de tabaco, de las cuales, Majeau ef al. (1990) lograron
determinar 13 diferentes a partir de semillas de pepino, usando la misma técnica.

Otro punto a considerar en la determinacion de isoformas de enzimas es la diferencia de
peso molecular que aquellas presentan entre si. Habitualmente se emplea la electroforesis en geles
de poliacrilamida (PAGE), con o sin agentes desnaturalizantes, como por ejemplo, dodecilsulfato
sodico (SDS), o bien filtracion a través de columnas de Sephadex para estimar el peso molecular
de las proteinas. Normalmente, el empleo de columnas de filtracion produce una sobreestimacion
del peso molecular de una isoforma particular frente a SDS-PAGE. Las diferencias de peso
molecular entre formas monomeéricas cubren un amplio rango, desde 3 kDa, aproximadamente,
para la forma CADI de la cinamilalcohol deshidrogenasa (O'Malley y Sederoff. 1990) a mas de 10
kDa para las isoformas de ATP sulfurilasa de /. gracilis (Li et al, 1991). Las diferencias entre
isoformas se establecen usualmente por comparacion entre los pesos moleculares obtenidos en
SDS-PAGE. Asi, las dos isoformas de almidon sintasa analizadas por Denyer y Smith (1992)
difieren en 17 kDDa. Menores diferencias se obtienen para las isoformas de arginasa de higado de
raton, 3 kDa aproximadamente (Spolarics y Bond, 1988).

La composicion de aminoacidos proporciona una primera vision de la similitud entre
1soformas, si bien las homologias y las diferencias deben establecerse sobre la base de la secuencia
de aminoacidos. Algunos autores comparan los patrones polipeptidicos obtenidos en PAGE tras
una proteolisis parcial (Borkovich y Weiss, 1987a; Goffner ef al., 1991) o un fraccionamiento

quimico (Lischwe y Ochs, 1982) de las isoformas para establecer homologias.

L3.- ELECTROFORESIS CAPILAR Y CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION EN EXCLUSION MOLECULAR

La estimacion de los valores de pl y peso molecular de isoformas son dos criterios basicos
para su caracterizacion. El empleo de la electroforesis en geles de poliacrilamida para determinar
ambos parametros require un largo periodo de tiempo, tanto para la preparacion de los geles

como para el desarrollo de la separacion y la posterior tincion de la muestra. El desarrollo de



técnicas como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para la separacion de proteinas
y péptidos v la electroforesis capilar ofrecen la posibilidad de un analisis rapido, eficaz y altamente
sensible de proteinas frente a métodos tradicionales.

En la Gltima década, la cromatografia liquida de alta resolucion ha sido ampliamente usada
en el analisis y la purificacion de las proteinas. Basicamente se han descrito tres diferentes
estrategias para lograr una buena separacion. La primera se centra en mecanismos de intercambio
i6nico. la proteina se comporta como un i0n y su retencion, resolucion y deteccion se produce
gracias a su interaccion, como tal ion, con la fase estacionaria (Yuan y Pietrzyk, 1990). La
segunda aproximacion se realiza mediante columnas de fase reversa. El interés principal de este
procedimiento reside en la hidrofobicidad de la fase estacionaria, su estabilidad frente a posibles
hidrolisis proteicas, ast como la estructura del poro de la matriz de silice. Sin embargo, no hay
relacion alguna entre la retencion de la muestra en la columna y su peso molecular, por lo que la
separacion se lleva a cabo sobre la base de la hidrofobicidad de la proteina (Davankov et al.,
1990; Pedroso ef al., 1987). En la tercera estrategia, la cromatografia de exclusion molecular, la
mas usada en el analisis y caracterizacion de proteinas, la separacion se lieva a cabo de acuerdo
con el peso molecular de la muestra.

La cromatografia de permeacion o filtracion se establecio inicialmente con el uso de geles
formados por entrecruzamiento y union de dextranos con epiclorhidrina (Sephadex). Sin
embargo, ¢! procese de preparacion de estos geles no rinde matrices totalmente homogéneas, lo
que limita en gran medida fa resolucion de la columna (Warzecha et al., 1990). Por el contrario. la
cromatografia de exclusion molecular emplea fases estacionarias generalmente rigidas, basadas en
resinas polimericas como el polimetracrilato, o bien en microparticulas de silice que son estables
en fases acuosas para un intervalo de pH de 4 a 9. Mediante el uso de estas fases se logra una alta
resolucion, eficacia y reproducibilidad frente a los sistemas tradicionales de filtracion (Fallon ¢t
al . 1987), ademas de permitir la recuperacion de mas del 90% de la muestra empleada.

La separacion de muestras en HPLC de exclusion molecular (SE-HPLC) requtere un
soporte inerte frente a interacciones ionicas, hidrofobicas o de adsorcion. Esto implica una

eleccion adecuada de la columna asi como de la fase movil para obtener la maxima eficacia



(Falton ef al., 1987, Wu ¢t al., 1989). La columna debe contener un relleno altamente hidrofilico,
como es el caso de las columnas TSK-PWXL o Zorbax-diol. La presencia de grupos residuales
carboxilo en la superficie de empaquetamiento para la primera y los grupos dialcohol para la
segunda dan como consecuencia una correcta relacion entre los tiempos de retencion obtenidos
para cada proteina y el peso molecular de la misma (Nagy, 1990). La fase movil puede afectar a la
resolucion a través de la interaccion directa con la fase estacionaria y con el soluto. La
manipulacion del pH y de la fuerza ionica del tampon utilizado como eluente evitara otras
interacciones indeseables (Ujhazy ef al.. 1989). Por otro lado, se recomienda el uso de columnas
cortas con un diametro de particula pequefio, pues €stas permiten operar con bajos valores de
flujo (0,3-1,0 ml-min‘l), reduciendo el término de transferencia de masas, de gran importancia
para optimizar las separaciones de proteinas (Fallon et al., 1987, Yamamoto ef al., 1990).

La posibilidad de incluir agentes fuertemente desnaturalizantes, como SDS al 0.1% o
cloruro de guanidina 6M en las fases moviles utilizadas en SE-HPLC, supone otra ventaja de esta
técnica. La adicion de agentes desnaturalizantes reduce cualquier interaccion quimica del soluto
con la fase estacionaria, elimina las interacciones hidrofobicas y la proteina se comporta de forma
ideal. En el caso de proteinas formadas por varias subunidades, la combinacion de fases
conteniendo SDS con la desnaturalizacion previa de la proteina nos permitira calcular el peso
molecular del monomero. La comparacion de este método con SDS-PAGE permite concluir,
razonablemente, que la cromatografia es mas adecuada, sobre todo si se conocen previamente un
cierto numero de propiedades de la proteina sujeto de la separacion (Fallon et al , 1987).

La electroforesis es una poderosa herramienta para la separacion de especies ionicas,
especialmente biopolimeros como proteinas y acidos nucleicos. Durante los ultimos cuarenta
afios, electroforesis en papel, almidon, acetato de celulosa, agarosa o poliacrilamida han sido
empleadas para separar péptidos, proteinas y polinuclectidos. A pesar de su versatilidad y
utilidad, la realidad es que se trata de un método laborioso y relativamente lento,

Desde su descripcion, en los afios 30, la técnica electroforética ha experimentado
importantes avances. La electroforesis capilar zonal fue desarrollada por Mikkers ef al. (1979)

para la separacion de pequefios aniones como, por ejemplo, et anion cloruro, por deteccion



conductimétrica en un capilar de Teflon, de 200 um de diametro interno. Jorgenson y Lukacs
(1981) realizaron detallados estudios en electroforesis capilar utilizando columnas de vidrio y
silice fundida y acoplando sistemas de deteccion optica. Algunos de sus primeros estudios con
mezclas de aminoacidos dansilados muestran eficacias de ~ 250.000 platos teoricos, empleando
voltajes de 300 V-cm~! de capilar.

Ef disefio experimental para llevar a cabo una electroforesis capilar es relativamente
sencillo: un capilar cuyos extremos estan sumergidos en un reservorio lleno de un electrolito y un
electrodo de alto voltaje. Cerca de uno de los extremos del capilar se construye una ventana
frente a la que se sitia el detector, habitualmente espectrofotométrico en la zona ultravioleta
{Compton y Browlee, 1988; Lux ez al., 1990). El capilar, logicamente, representa la columna de
separacion. Se trata, en general, de un capilar de silice fundida cubierto de poliimida, lo que le
proporciona gran flexibilidad. La silice fundida posee una alta transparencia en el UV-visible y es,
por tanto, un material deseable para estos sistemas de deteccion. El desarroflo reciente de
columnas capilares ha representado un importante avance técnico en la electroforesis capilar zonal
(Ewin et al., 1989, Gordon ef al., 1988; Gross y Yeung, 1990; Grossman ef a/._ 1989). La técnica
con columnas capilares es deseable por su automatizacion con datos de analisis a tiempo real. Las
cantidades de muestra usadas son del rango de nanolitros y el volumen de tampon usado suele
estar en el rango de los mililitros. El tampon, usado como electrolito, es estable dentro del capilar
frente a movimientos de conveccion o difusion.

En general, las sustancias a separar, al encontrarse a un determinado pH, adquieren una
carga neta (positiva o negativa) en funcién de la cual se desplazan a lo largo del capilar cuando se
aplica en éste una diferencia de potencial entre sus extremos. La carga de un pequefio péptido
puede ser estimada a partir de los valores de pK, de los aminoacidos individualmente
considerados y en funcion de la refacion carga/masa se puede predecir su movilidad
electroforética en un electrolito determinado. Por el contrario, la movilidad electroforética en el
analisis de proteinas viene modificada por su hidrofobicidad, secuencia primaria o conformacion
(Rickard er al., 1991). Ademas, la carga de una proteina puede variar en funcién del pH del

electrolito. Deyl er al. (1989) han estudiado la movilidad electroforética de proteinas de diferente
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peso molecular en capilares de silice sin tratar, con un rango de pH para el electrolito
comprendido entre 6,9 y 10.5, llegando a demostrar la existenca de una relacion lineal entre
movilidad electroforética y pl.

Uno de los principales problemas en electroforesis capilar de proteinas usando capilares de
siice sin tratar. es la adsorcion de la proteina a través de sus cargas positivas a los grupos silanol
de la pared del capilar. Este mecanismo produce un ensachamiento de la banda, o que se traduce
en una eficacia pobre. Lauer y McManigill (1986) propusieron realizar la separacion de una
proteina con aftos valores de pH del electrolito, de manera que proteina y paredes del capilar
presentasen cargas negativas. A valores de pH superiores a 8,0 se genera un fuerte flujo
electroosmotico (movimiento global del electrolito en el interior del capilar) que proporciona una
velocidad constante de migracion. Esto facilita el avance de proteinas con fuerte carga negativa,
acortando asi el tiempo de analisis (Chen er af., 1991). Chen ef al. (1992) emplearon como
electrolito tampones de alta fuerza ionica (por ejemplo, tampon fosfato sédico 0,12 M) para
mejorar asi la eficacia en la separacion de proteinas. En estas condiciones, la sal compite con la
proteina por los sitios de adsorcion sobre la pared del capilar. La unica limitacion es la generacion
de un efecto Joule intolerable para capilares con un didmetro interno supenior a 75 pm. Otra
alternativa es eliminar las proteinas adsorbidas mediante el lavado del capilar con disoluciones
acidas (acido fosforico) o basicas (hidroxido sodico) entre cada analisis, con objeto de restaurar
las condiciones iniciales del capilar (Zhu ez al., 1990). El principal inconveniente de esta técnica es
el acortamiento de la vida media del capilar.

Las proteinas también pueden ser separadas en electroforesis captlar sobre la base de su
peso molecular, para lo cual se utilizan capilares rellenos de geles, como poliacrilamida (Hjerten ef
al., 1987; Widhalm et al, 1991). Estos geles, ademas de eliminar los efectos de carga en
superficie, introducen un nuevo factor, como es el tamafio del poro creado por el gel. Igualmente,
el empleo de geles de poliacnlamida con SDS como relleno de los capilares permite utilizar la
electroforesis capilar para el estudio de las proteinas en condiciones desnaturalizantes, de manera
similar a la electroforesis convencional con SDS (Cohen y Karger, 1987, Cohen ef al, 1987,

Tsuji, 1991).
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I.4.~- ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES LIGANDO-PROTEINA

Una caracteristica comin de la proteinas es que, de forma invariable, interaccionan
fisicamente con otras moléculas. Una proteina nunca actua sola, sino que siempre actua en un
entorno molecular heterogéneo. Por tanto, un punto de interés es caracterizar la interaccion de la
proteina con esas otras moleculas.

Ademas de la interaccion sustrato-enzima, que determina la funcion de esta ultima, pueden
encontrarse interacciones entre la enzima y moléculas reguladoras o efectoras que, de manera
habitual, son estructuralmente diferentes del sustrato o de los productos de reaccion. Estos
efectores pueden activar o inhibir la enzima de diferentes maneras, competitiva, acompetitiva, no
competitiva o mixta, en funcion del sitio de union del efector a la proteina (Price y Stevens,
1986)

Diferentes métodos permiten estudiar la umon de una molecula efectora a una enzima.
Uno de estos meétodos se basa en la medicion de los cambios producidos en el espectro
ultravioleta de la enzima. Por ejemplo, la union de Leu a «-isopropilmalato sintasa produce
cambios conformacionales detectables mediante variaciones en su espectro ultravioleta. Estas
variaciones se identifican como un cambio en Ja exposicion de ciertos residuos aminoacidicos {Tyr
y Trp, principalmente) en la enzima ( Teng-Leary y Kohthaw, 1973). El igamiento de sales biliares
a seroalbumina de vaca se ha estudiado mediante fluorescencia y dicroismo circular. La unidn de
las sales produce un descenso de la fluorescencia natural de la enzima a 350 nm, lo cual implica
que el ligamiento se produce en un entorno proximo a los residuos Trp de la proteina. Asi misme,
se han observado cambtos en el espectro de dicroismo circular (Pico v Houssier, 1989) Esta
ultima técnica, junto con los espectros ultravioleta de la proteina, también se ha utilizado para
estudiar el ligamiento de varios efectores a la enzima indolamina-2,3-dioxigenasa (Sono, 1989).

Todas estas técnicas son indicativas de que existe union efector-enzima, pero por si
mismas no permiten cuantificar el numero de moléculas efectoras que se unen a la proteina ni la
cinética de su union. Este tipo de estudios se realiza habitualmente mediante equilibrio de dialisis.

Para ello, se utiliza un sistema bicameral, separadas ambas camaras mediante una membrana
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semipermeable. Un volumen conocido de una disolucion de proteina, de concentracion también
conocida, se sitia a un lado de la membrana y al otro. un volumen conocido de una disolucion de
ligando, de concentracion también conocida. La cantidad de efector unido a la proteina se
determina, una vez alcanzadas las condiciones de equilibrio de didlisis. mediante la valoracion del
efector libre (Klotz, 1989) Los datos obtenidos a partir de estos estudios se representan,
habitualmente, mediante graficas de Scatchard (Scatchard, 1949). Cuando dicha representacion
gratica proporciona una linea recta, los sttios de union por molécula de proteina se calculan como
el punto de interseccion de dicha recta con el eje de abscisas. Sin embargo, numerosos casos
experimentales muestra un claro alejamiento de la linearidad, productendo curvas concavo-
convexas, como acurre para la union del laurato a seroalbimina de vaca (Pedersen ef a/., 1986} o
bien curvas parabolicas, como en la union de Leu a a-isopropilmalato sintasa (Teng-Leary v
Kohlhaw, 1973). En el primer caso, la forma concava se interpreta como existencia de
cooperattvidad negativa en la union mientras que en el segundo, la curvatura obtenida indicaria
cooperatividad positiva en el ligamiento. Los dos tipos de cooperatividad pueden ser mimetizados
por diferentes artefactos (Mendel er af., 1985; Ishida ef al., 1988; Price y Stevens, 1986), por lo
que es habitual recurrir a varias, no solo a una, representaciones graficas de los datos de
ligamiento que pongan de manifiesto estos posibles artefactos (Klotz, 1989). De esta forma se
determinan tanto la existencia de cooperatividad real como el numero de sitios de unién en la

proteina para la molécuia efectora.

L.5.- ARGINASAS Y SUS ISOFORMAS

La arginasa, L-arginina amidinohidrolasa (EC. 3.5.3.1), est4 ampliamente distribuida en la
naturaleza. Ha sido particularmente estudiada en tejidos animales, en relacién con Ja excrecion de
nitrogeno y el ciclo de la urea. También se ha purificado y caracterizado en plantas, en sus
semillas y en muchos microorganismos.

En la formacion de semillas de leguminosas, un suceso de capital importancia es la

acumulacion de proteinas de almacenamiento, ricas en arginina, que seran la principal fuente de
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nitrogeno para el crecimiento del eje embrionario durante {a germinacion (Bewley y Black, 1983).
Esto implica una clara dependencia entre germinacion y las enzimas del metabolismo de la
arginina. Por ejemplo. la actividad arginasa incrementa (Matsubara y Suzuki, 1984) o permanece
constante (De Ruiter v Kollofell, 1983) durante la germinacion de semillas de soja y guisante,
respectivamente. Ya que los cotiledones y el eje embrionario son metabolicamente diferentes
durante el proceso, la enzima puede tener papeles metabolicos también diferentes. Pawashe y
Srivastava (1987) describieron una actividad arginasa en semillas de garbanzo {(Cicer qrietinum)
que incrementa rapidamente en los cotiledones como respuesta a la movilizacion de las proteinas
ricas en arginina, mientras gque dicha actividad desciende rapidamente en el eje embrionario
durante los primeros estadios del desarrollo.

Kang y Cho (1990) purificaron y caracterizaron esta enzima a partir de cotiledones de soja
{Glycine max). Su peso molecular era de 220 kDa, estimado por filtracion a través de Sephadex
(G-200. La electroforesis desnaturalizante de la proteina purificada dio una unica banda de 55
kDa, lo que indicaba que la proteina estaba presente como un tetramero. Su K, fue estimada en
83 mM, siendo activada por putrescina. La enzima resulto ser dependiente de Mn2' para
desarrollar su actividad, lo cual es una caracteristica que se repite para todas las arginasas,
independientemente de la fuente, como podrian ser higado de rata (Kanyo er al., 1992) o las
arginasas codificadas por el plasmido TiC58 de Agrobacterium (Shrelt et al., 1989). La dnica
excepcton conocida resulto ser fa arginasa de Bacillus caldovelox (Patchett et al., 1991). Aungue
la funcion del cation no esta totalmente esclarecida, Green ef al. (1990, 1991) sugirieron un doble
papel catalitico y estructural para el Mn2™ respecto a la arginasa de Saccharomyces cerevisiae.
Maggint ef al. (1992) describieron una arginasa presente en higado de rata, dependiente de Mn2*,
para cuyo sustrato mostraba una fuerte cooperatividad positiva (Sg 5 = 6,5 uM) Sin embargo, en
ausencia de Mn2”| la Ky, de la enzima aumentaba hasta 21 UM, lo que indicaria un importante
papel regulador del cation.

Soru (1983) estudio las propiedades quimicas e inmunologicas de la arginasa de Bacillus
anthracis 'y de Staphyllococcus aureus, llegando a la conclusion de que desempefiaban funciones

distintas en sus respectivos organismos. En S, qureus se encontraron otras enzimas del ciclo de la
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urea, no asi en B. anthracis. Respecto a esta ultima especie bacteriana, sus cepas patogenas eran
siempre encapsuladas y, ademas, mostraban una elevada actividad arginasa. Por el contrario, las
cepas no encapsuladas tenian niveles casi inapreciables de dicha actividad.

Rhodobacter capsulatus posee una arginasa inducible por L-argimina y L-homoarginina
(Moreno-Vivian ef al . 1992), dependiente de Mn2" pero fuertemente inhibida por Zn2* Cu2™,
Cys y Om. La enzima estaba formada por cuatro subunidades idénticas, de 31 kDa de peso
molecular. Su K, era de 16 mM, valor muy similar al obtenido para la arginasa de 5. cerevisiae
(Green el al., 1990} Sin embargo, la enzima de esta Ultima especie era un trimero que se
encontraba formando un complejo con ornitina transcarbamilasa (Duong et al., 1986, Eisenstein
et al, 1986). La arginasa de levadura también mostré ser una enzima sujeta a induccion
nutricional por su sustrato (Whitnery y Magasaniki, 1973). Cooper ef al. (1992), empleando
diferentes mutantes de 5. cerevisiae, demostraron la existencia de un control transcripcional de la
enzima por arginina. Tanto en plantas como en microorganismos, la arginasa parece ser una
enzima inducible. También son inducibles las de higado de rata (Spolarics y Bond, 1988) e higado
humano (lkemoto et af., 1989). En Neurospora crassa, la arginasa esta siempre presente en
cantidades significativas y es activada por liberacion de arginina desde la vacuola (Weiss y Davis,
1977). A este respecto. Borkovich y Weiss (1987a) describieron un aumento de actividad de hasta
3 veces sobre los niveies basales de arginasa cuando el micelio crece en un medio con L-arginina
como unica fuente de nitrogeno.

[.a estimacion del peso molecular de las diferentes arginasas purificadas mediante filtracion
por gel o electroforesis con SDS indican que todas ellas poseen una subunidad basica, cuyo peso
molecular oscila entre 30 kDa para la de higado de rata a 55 kDa para la de soja. La enzima
nativa, a su vez, podra estar formada por un nimero variable de subunidades, entre 3, para la de
higado humano, y 7, para la de N. crassa. Ikemoto et al. (1990) purificaron a homogeneidad una
arginasa de higado humano a partir de cepas clonadas de Fischerichia coli. El peso molecular de
esta proteina fue estimado en 35 kDa, no aistandose en ningin caso formas poliméricas. Los

autores concluyeron que este monomero deberia ser la auténtica forma de arginasa, mientras que
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dimeros, trimeros o tetrameros detectados para la arginasa humana se debian a artefactos en el
proceso de purificacion, que favorecerian la autoasociacion de la enzima.

Se ha descrito con frecuencia la aparicion de isoenzimas como mecanismo regulador de
ciertas rutas metabolicas. No se han descrito isoformas de arginasa en bulbos de /ris (Boutin,
1982), Pisum sativum (Talor y Stewart, 1981), en alcachofa (Wright ef a/., 1981) o en soja (Kang
y Cho, 1990). Por el contrario, se han descrito isoformas de arginasa en microorganismos y
tejidos animales. Asi, Borkovich y Weiss (1987a y b) describieron en N. crassa dos isoformas de
arginasa que diferian en su peso molecular (26,8 kDa y 31,7 kDa) y que estaban
inmunologicamente relacionadas con la arginasa de S. cerevisiae. El empleo de cepas de
Neurospora deficientes en arginasa puso de manifiesto que ambas formas eran codificadas o
reguladas por el mismo /locus regulador, aga (Borkovich y Weiss, 1987b).

La variacion en las propiedades de las isoformas de arginasa durante el desarrollo ha sido
estudiada en tejidos fetales y adultos humanos, encontrando diferencias en sus propiedades
inmunologicas, sin embargo poseen idéntica Ky, termoestabilidad, requerimiento de cationes para
su actividad y ambas son inhibidas por ornitina (Spector ef al, 1982). En rifion de rata, Skrzypek-
Osiecka e al (1983) estudiaron dos isoenzimas de arginasa, A; o citoplasmica y Ay o
mitocondnal, concentrando esta ultima el 98% de la actividad total. Las dos formas se
diferenciaban en sus propiedades inmunoiogicas y electroforéticas. Sin embargo, las arginasas de
higado y eritrocito humano eran similares en cuanto a peso molecular y propiedades
inmunologicas (Ikemoto ef al., 1990).

Spolarics y Bond {1988) detectaron dos formas de arginasa en el citosol de células de
higado de raton que se diferenciaban en su peso molecular ( 35 kDa y 38 kDa, respectivamente) y
en su punto isoleléctrico (7,8 y 5,8). La proteolisis limitada con tripsina eliminaba un fragmento
de aproximadamente 3 kDa que no afectaba a la actividad o al pl de la isoforma. La composicion
de aminoacidos de las dos formas era similar (~ 87% de homologia) a las arginasas de higado de
rata y humano. Los autores relacionaron la aparicion de varias isoformas de diferente tamaiio v
carga en higado de rata con la funcion de la enzima en diferentes rutas metabolicas: ciclo de la

urea, sintesis de prolina o acido glutamico o sintesis de poliaminas, ya que estas rutas deberian ser
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independientemente reguladas. fa existencia de isoformas implica la posibilidad de regular
arginasa bajo diferentes condiciones fisiologicas o patologicas, ya que también se han detectado

cambios en estados iniciales de diabetes o hiperargininermia.

1.6.- CATABOLISMO DE LA ARGININA EN LIQUENES

Para los liquenes que contienen cianobiontes, glutamato y glutamina son los productos
primarios de asimilacion del nitrogeno (Rai, 1988). Sin embargo, los liquenes que contienen un
alga verde acumulan grandes cantidades de arginina (Lvernia prunastri) mientras que otras
espectes (Rocella montagnei, Cladonia rangiferina, (. gracilis, Parmelia tinctorum, P.
nepalensis) acumulan Glx y Asx como los mas abundantes en el conjunto de aminoacidos libres
(Vicente y Legaz, 1988b), aunque el contenido en argiina suele ser también alto. La abundancia
relativa de cada uno de tos aminoacidos de este conjunto esta sometida a variaciones estacionales
(Legaz ¢f al . 1986)

A continuacion se muestra un esquema sobre [as diferentes rutas del catabolismo de

arginina en f.. prunasiri.
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1.6.1.- Arginasa y ornitina descarboxilasa.

Los estudios sobre el contenido en poliaminas de varias especies de liquenes indican que la
arginina es rapidamente metabolizada tras la hidratacion del talo. La hidrolisis de arginina por
arginasa produce ornitina y urea. L.a enzima es inducida por su sustrato en [ prunastri en
oscuridad (Legaz y Vicente, 1980), aunque también se detecta actividad tras la incubacion en luz.
La adicion de urea a los medios de cultivo previene, o disminuye, la induccion de arginasa
causada por el aminoacido. Una arginasa purificada 158 veces {peso molecular 180 kDa) muestra
un valor de K, para arginina de 0,2 mM. El pH optimo de la reaccion es bimaximal, con un pico
principal a pH 9.0 y un maximo secundario a pH 6,5 {(Legaz y Vicente, 1982). La urea se
comporta como un inhibidor competitivo de la enzima, con un valor de K; de 2,58 mM, mientras
que la agmatina se comporta como inhibrdor no competitivo, con una K; de 21,54 mM. Ornitina y
putrescina son activadores de la enzima, mientras que la fuerte inhibicion producida por urea debe
interpretarse como un mecanismo de retroinhibicion que asegura una completa y efectiva
regulacion de la actividad arginasa (Vicente y Legaz, 1983).

Una segunda forma de arginasa, ésta constitutiva, esta presente en talos de /.. prunastri.
La proteina, pre-existente e inactiva, es activada por la liberacion de la arginina, probablemente
secuestrada en las vacuolas, al citosol tras la hidratacion de los talos. La enzima ha sido purificada
920 veces a partir de talos incubados sobre cicloheximida para evitar la aparicion de la forma
inducible. Su peso molecular es de 330 kDa. Las curvas de saturacion por sustrato muestran una
cin€tica tipicamente micaeliana con un valor de Ky, para arginina de 2,5 mM (Martin-Falquina y
Legaz, 1984). Ornitina, agmatina y putrescina se comportan como activadores no esenciales de la
enzima. Los valores de K, aparente, estimados mediante la representacion de Dixon, son 1,1 mM
para ornitina, 5,88 mM para agmatina y 2,7 mM para putrescina. La arginasa constitutiva, as
como la inducible, requieren especificamente Mn2¥ como cofactor. l.a contaminacion con
arginasas bacterianas ha sido descartada en ambos casos, ya que incubaciones en presencia de
penicilina rebajan enormemente el numero de bacterias vivas sin afectar la actividad arginasa

recuperable (Vicente y Legaz, 1988a).
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Los fenoles liquénicos mayoritarios en los extractos libres de células correspondientes a
cada una de las formas de arginasa descritas muestran ser activadores de sus correspondientes
arginasas en los rangos de concentracion fisiologicos (Legaz, 1991). Dado que algunas de estas
activaciones producen un incremento aparente en el valor de h, por ejemplo, de 1.0 a 1.7 para la
arginasa de inductble, la hipotesis de diferentes formas poliméricas va tomando carta de
naturaleza, siendo posiblemente los fenoles accesibles a la enzima citosolica los responsables de
tal polimerizacion (Legaz, 1991).

Ornitina, uno de los productos de hidrdlisis de arginina, puede ser posteriormente
descarboxilada para producir putrescina y urea. Escribano y Legaz (1984) encontraron actividad
ornitina descarboxilasa en talos de £. prunastri incubados sobre omitina en oscurtdad. La enzima
era también detectable cuando los talos se incubaban sobre tampon Tris-HCI, aunque la actividad
final desarrollada era 2,5 veces menor que la encontrada tras la incubacion sobre el aminoacido.
La adicion de cicloheximida 40 uM a los talos cultivados sobre ornitina no anula la actividad
descarboxilasa. Sin embargo, cloranfenicol 0,1 mM provoca una pérdida del 95% de la actividad
descarboxilasa. Por ello, los autores especulan acerca de la existencia de dos enzimas, una de
sintesis citosolica y otra organular. Aproximadamente el 80% de la actividad descarboxilasa total

depende de la proteina sintetizada en organulos.

L6.2.- La via descarbexilativa de la arginina,

Una via alternativa a la hidrolisis de la arginina es su descarboxilacion para producir
agmatina. Talos de /.. prunastri incubados sobre arginina 40 mM en oscuridad desarrollan una
actividad arginina descarboxilasa inducible, aunque dicha actividad comienza a decrecer a las 4h
de incubacion. Vicente y Legaz (1981) purificaron esta enzima 117 veces. Su pH optimo es 7,1 y
su temperatura optima, 26°C. La masa molecular de esta proteina se ha estimado en 300 kDa. La
cinética de saturacion por sustrato indica que se trata de una enzima micaeliana cuyo valor de K
ha sido estimado en 12,5 mM para arginina. Por ello, a nivel de afininad por el sustrato, parece

mas efectiva la via hidrolitica que la descarboxilante. Putrescina v urea inhiben significativamente
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la descarboxilasa. lo que sugiere un posible mecanismo regulador de actividad por retroinhibicion.
[.a agmatina, que era un potente inhtbidor de arginasa. solo muestra en este caso una moderada
accion inhibitona de la descarboxilasa.

La agmatina producida por descarboxilacion de la arginasa puede ser hidrolizada por una
agmatina amidinohidrolasa para dar putrescina y urea. Una enzima purificada 485 veces de talos
de I<. prunastri muestra un pH éptimo de 6,9, y temperaturas optimas entre 35°C y 40°C, aunque
a 0°C se mantiene un 6% de la actividad maxima de la preparacion purificada, asi como un 20% a
70°C. lL.a masa molecular de esta enzima ha sido estimada en 320 kDa. A partir de la
representacion de Woolf, el valor de K, calculado para la agmatina es de 6,4 mM (Vicente y
Legaz, 1982) La enzima muestra especificidad por agmatina y no hidroliza arginina, ornitina o
putrescina. Estos ultimos tres analogos se comportan como acttvadores de la hidrolasa para
concentraciones de agmatina menores de 14 mM, pero para valores mas altos, los tres
compuestos se comportan como inhibidores de la enzima. La urea inhibe completamente la
actividad agmatina amidinohidrolasa.

l.a agmatina producida por accién de una arginina descarboxilasa puede ser también
convertida en N-carbamil putrescina por accion de una agmatina iminohidrolasa. Esta via, que fue
descrita para plantas supertores como Hordeum vulgare, Zea mays and Glycine max, ha sido
también encontrada en talos de /. prunasiri incubados durante 2h en tampon Tris-HCI. No
obstante, la adicion de arginina soporta un fuerte incremento de actividad hasta las 4h de
incubacion. La aparicion de actividad hidrolasa era dependiente de la sintesis actual de proteinas,
Tal hidrolasa fue purificada 34,5 veces, obteniéndose un valor de K, para agmatina de 0,8 mM.
La urea se comporta como un activador de la enzima mientras que arginina inhibe la hidrolasa
para concentraciones de agmatina superiores a 4 mM. Para concentraciones de sustrato inferiores

a 2 mM, arginina se comporta como un activador de la enzima (Legaz et al., 1983),
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1.6.3.- Sintesis v translocacion de poliaminas.

Sobre la base de los pH Optimos para las enzimas clave del metabolismo biosintético de la
putrescina, se han estabiecido dos rutas principales, una alcalina, fingica, que parece ser
mayoritaria, y otra, neutra, algal y minoritaria (Legaz, 1985, 1991). [ prunastri sintetiza
putrescina, espermidina y espermina, stendo la espermidina el compuesto que se encuentra
siempre en mayores cantidades en talos recién recotectados. Valores acidos de pH (5.5) producen
un descenso en la cantidad de putrescina y espermina tanto libres como conjugadas, mientras que
los niveles de espermidina permanecen practicamente inalterados, al menos tras 8 h de incubacion
de los talos a este pH. En estas condiciones, la putrescina es la anica poliamina segregada a los
medios de incubacion. Valores neutros de pH permiten una lenta pero constante y significativa
produccion de putrescina y favorecen la conjugacion con macromoléculas tanto de putrescina
como de espermina. A estos valores de pH, la secrecton de las tres pobaminas al medio es
promovida, principalmente como formas libres. Los niveles de poliaminas libres en talo
permanecen estables a valores de pH en el rango de la alcalinidad, mientras que disminuye
marcadamente la conjugacion de putrescina y espermina a pequefias moléculas. En estas
condiciones, la principal poliamina segregada a los medios de incubacion resulta ser la
espermidina (Escribano, 1991).

Las poliaminas en liquenes parecen estar envueltas en la regulacion del crecimiento del
talo, viabilidad de los fotobiontes y en la estabilidad del equilibrio de la simbiosis {Escribano y
Legaz, 1985; Legaz, 1985; Legaz ef al, 1985). Aunque ambos simbiontes pueden sintetizar
putrescina (Legaz, 1985). solo un 0.6% de la diamina total suministrada de forma exogena a talos
de . prunastri es posteriormente localizada como putrescina libre en ¢l ficobionte. Esto parece
wdicar que las algas controlan el influjo de la poliamina quiza como un mecanismo de defensa
frente a los efectos toxicos de la diamina sobre su metabolismo (Vicente y Legaz, 1983). Esto
esta de acuerdo con la hipotesis segun la cual la putrescina, cuando es producida por el
micobionte, 0 se mueve hacia €l, va a ser conjugada en un alto porcentaje (Escribano and Legaz,

1988). Por otra parte, se ha demostrado que cuando talos de /. prunastri sor incubados en
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medios liquidos a pH 5.0 {Legaz and Escribano, 1987), la putrescina diprotonada es atrapada en
la pared celular y alli puede ser, en parte, degradada a 1-pirrolina, antes de su entrada en ia célula,
por accion de una diamino oxidasa segregable.

Recientemente se ha identificado y caracterizado parcialmente un sistema de transporte
para putrescina en talos de [ prunastri midiendo el consumo de putrescina marcada
radiactivamente (Legaz ef al | 1993a). La captacion de la diamina muestra ser independiente de la
temperatura y alcanza su maximo valor para pH alcalinos. Los valores de Ky, v vipax para el
transporte de putrescina en estas condiciones experimentales son 53 mM y 125 pmol-h"i,
respectivamente. No se ha observado ningin efecto sobre el transporte y la adsorcion al tratar los
talos con algunos inhibidores metabgolicos, como cianuro sodico y 2 4-dinitrofenol, asi como con
el fungicida nistatina. Esto sugiere que la captacion de putrescina es independiente de energia,
muy rapida y mediada por un transportador. La putrescina transportada queda principalmente
localizada en el citosol y alrededor del 65% de la putrescina total captada se encuentra en las
células del micobionte

De igual forma, se ha estudiado la posibilidad de competicion de este sistema de
transporte con otros metabolitos. Los experimentos de competicion para la captacion incluyen
tanto transporte como adsorcion sobre paredes celulares (Escribano ef ai., 1993). En este sentido
espermidina y espermina se comportan como inhibidores competitivos del sistema de transporte
de putrescina con valores de Kj de 1.55 mM y 1.34 mM, respectivamente. Los aminodcidos
basicos, como arginina, ornitina y lisina, no compiten por el mismo sitio de adsorcion. La
putrescina captada no parece ser convertida eficientemente en otras poliaminas después de su
transporte. Estos resultados sugieren que la movilidad de putrescina dentro del talo esta primada

hacia el micobionte.

1.6.4.- La funcijn de |a arginasa segrezable.

No existe, hasta la actualidad, ningin trabajo experimental que aporte resultados sobre

secrecion macromolecular en liquenes en condiciones naturales. Sin embargo, la experimentacion
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llevada a cabo en condiciones de laboratorio, mediante la cual se intenta estudiar las
caracteristicas bioquimicas de sintesis de material preferentememente enzimatico, utiliza a menudo
cultivos de talo sobre medios liquidos durante cortos periodos de tiempo. En estas condiciones, se
ha observado secrecion de algunas actividades enzimaticas, aunque el papel fisiologico que tal
secrecion pueda tener es materia sujeto de controversia.

Cada vez son mas las proteinas extracelulares que, tras su analisis bioquimico, aparecen
glicosiladas con una cantidad vanable de carbohidratos unidos covalentemente a la secuencia
polipeptidica. La glicosilacion primaria se realiza a su paso por la membrana del reticulo
endoplasmico, topograficamente muy cerca del punto de unién del ribosoma a la membrana. La
sintesis del enlace covalente depende del reconocimiento de una secuencia particular de
aminoactdos. Las glicosilaciones subsecuentes son catalizadas por enzimas particuladas en la
membrana, stendo la secuencia final de monosacaridos, regida por la especificidad de cada enzima
por el nucleotido de azucar y el aceptor. Detecciones citoquimicas del proceso completo
confirman que la formacion del oligosacérido inicial ocurre en el reticulo endoplasmico rugoso
mientras que las restantes adiciones se realizan al paso de la proteina por el resto de las
membranas y dentro de las vesiculas de Golgi, que actuaran después como vesiculas secretoras
(Priest, 1987). La secrecion de glicoproteinas debe ser mirada, entonces, como un mecanismo de
pinocitosis reversa (Winterburn y Phelps, 1972). Glicosilacion como sefial de secrecion no solo
afecta a proteinas enzimaticas. La existencia y funcion de proteinas glicosiladas, producidas por
los fotobiontes de 1. prunastri y Pseudevernia furfuracea, que actian como proteinas represoras
sin actividad enzimatica conocida, ha sido recientemente demostrada (Pérez-Urria ef al., 1989a;
Rodriguez ef al | 1989).

En todos los casos, las enzimas segregadas por liquenes parecen ser formas modificadas
de una enzima inducible. Cuando se hacen flotar talos de I prunastri sobre urea, la ureasa es
inducida y, después de esto, una parte de dicha ureasa es segregada al medio como una funcién
inversa de la cantidad de enzima retenida por el talo (Blanco ef al., 1984; Vicente y Blanco,
1985) Cuando la produccion de la enzima es inhibida por cicloheximida, un inhibidor de la

traduccion en ribosomas 808, la secrecion de la enzima es inmediatamente anufada (Vicente vy
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Pérez-Urrta, 1989). La misma especie de liquen produce, al menos, dos formas de arginasa
citosolica. siendo una de ellas constitutiva mientras que la otra se comporta como inducible por
arginina (Legaz y Vicente, 1982) Simultaneamente, se ha podido verificar la existencia de
actividad arginasa en los medios de incubacion de los talos Pues bien, el analisis del peso
molecular de la arginasa segregada indica claramente que la enzima inducible es la unica forma
recuperada como enzima extracelular (Planelles v Legaz, 1987). La enzima muestra set una
ghcoproteina que contiene 280 residuos de glucosa, 27 de fructosa y 85 de manosa por molécula
de proteina. El heteroglicopolimero tiene un peso molecular de 65 kDa (Planelles y Legaz, 1987)
por lo que el peso molecular de la glicoproteina se ha estimado en 245 kDa. El valor de Ky, para
esta enzima ha sido estimado en 1,5 mM para L-arginina, mientras que la de [a enzima citosolica
soluble es 0.2 mM. En este caso, la glicosilacion implica una pérdida en la afinidad de la enzima
por su sustrato.

Es interesante describir que pueden establecerse buenas correlaciones entre el contenido
hidrico relativo del talo y la secrecion de ureasa para dos especies diferentes de liquenes que
crecen sobre el mismo sustrato. Por ejemplo, Cetraria nivalis segrega mayor cantidad de ureasa
que la encontrada segregada de Stereocaulon paschale, creciendo ambas sobre podzol. (ladonia
stellaris, crectendo sobre un suelo mineral, satura su talo alcanzando muy aitos valores de
contenido hidrico relativo y segrega ureasa de forma continua. Por el contrario, (" rangiferina no
segrega la enzima mientras que, paralelamente, necesita muy bajas cantidades de agua para
alcanzar la saturacion del talo (Pérez-Urria ef al., 1989).

Usando tres diferentes ecotipos de Xanthoria parietina, Rodriguez y Vicente (1991)
intentaron correlacionar secrecion de ureasa con contenido relativo de agua después de una
inmersion durante 15 min antes del suplemento de urea. De esta manera se establecio una relacion
lineal entre ureasa segregada y contenido relativo de agua para los tres ecotipos usados (Legaz y
Vicente, 1991). Por otra parte, la secrecion de urea por talos de Mastodia tesellata es
drasticamente abolida cuando la inmersion del talo se realiza en una mezcla de
agua:polietilenglicol (50:50, v/v). En estas circunstancias, el contenido hidrico relativo de los talos

es inferior al 40% del observado cuando dichos talos se sumergen en agua o en una disolucion 40



25

mM de urea, relacionandose entonces la ausencia de secrecion con la insaturacion de agua del talo
en estas condiciones. Por todo ello, parece razonable relacionar secrecion de ureasa con el estado
hidrico de los talos, siendo éste un reflgjo de la cantidad de agua contenida por las células y en los
espacios intercelulares y concluir que la secrecion seria una consecuencia del movimiento de las
enzimas en el talo, desde un simbionte a otro, saliendo la proteina de aquel a traves del confinuum
espacio intercelular hidratado-medio liquido externo (Vicente, 1990, Vicente y Legaz, 1988a)

La posibilidad de movimiento de enzimas entre simbiontes puede tener importantes
implicaciones metabolicas, aun sin excluir que ambos simbiontes puedan sintetizar la misma
enzima a tiempos de induccion diferentes (Ahmadjian, 1977; Vicente y Legaz, 1988b; Vicente y
Pérez-Urria, 1989) También es particularmente interesante el que estas enzimas, de forma
transitoria (Vicente y Pérez-Urria, 1989) o permanente (Legaz y Vicente, 1989), puedan ser
localizadas en las paredes celulares de los ficobiontes. Las interacciones proteina-proteina en las
paredes celulares de los ficobiontes liquénicos han sido, desde antiguo, relacionadas con sistemas
de reconocimiento de ficobiontes compatibles {(Lockhart et al., 1978, Bubrick ef al., 1981,
Bubrick ef al., 1982, Bubrick ef al., 1985). Ahora bien, existia un hecho particularmente curioso.
Cuando se usaba una proteina de reconocimiento, producida por el hongo de X. parietina,
marcada con un trazador fluorescente, solo se unia a su ficobionte compatible cuando éste
procedia de un cultivo axenico, nunca cuando habia sido recientemente aislado del talo (Bubrick y
Galun 1980). Una conducta semejante era observada para el ligamiento de lectinas comerciales
sobre diferentes especies de ficobiontes (Marx y Peveling, 1983) mantenidos en cultivo axénico
durante largos periodos. Esto parecia indicar que ¢l receptor de pared era una glicoproteina,
inducida en cultivo y probablemente reprimida en el holobionte (Vicente y Legaz, 1992).
Recientemente, Molina e/ al. (1993) han demostrado que una lectina parcialmente purificada de
X. pariefina, que contiene una arginasa glicosilada (susceptible de ser segregada), es capaz de
unirse a las paredes celulares de ficobiontes compatibles recientemente aislados del talo si son
mantentdos durante solo 2h en una disolucion de urea. Simultianeamente a la union, tanto la
ureasa particulada en las paredes del alga, como una actividad arginasa detectada en la

preparacion de lectina son completamente anuladas. Esto esta de acuerdo con el hecho de que
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muchas lectinas hayan sido identificadas como glicoproteinas con actividad enzimatica (Shannon
and Hankins [981). lo que podria relacionarse con la hipotesis de que el verdadero papel de estas
lectinas no seria el de reconocimiento de especies compatibles (Lerouge ef al. 1990), sino un
mecanismo de defensa de la planta frente a potenciales parasitos (Chrispeels and Raikhel 1991,
Franz 1990), incluidos. en el caso de los liquenes, los proptos micobiontes (Ahmadjian 1987). La
putrescina ha sido claramente relacionada con el grado de infectividad fiingica (Rajam er af. 1985,
West v Walters, 1989)) v en el caso de los liquenes, la arginasa fungica segregable, cuando
penetra en ficobtontes aislados, desorganiza el cloroplasto y produce degradacion de clorofilas en
paralelo al aumento del nivel de putrescina en el ficobionte (Molina y Vicente, 1993), cuyo
contenido natural es bajo, derivado de la via neutra del catabolismo de la arginina (Legaz, 1991).
Aun la posibilidad de interaccion de esta arginasa segregable con los fenoles existe, dado
que muchos de ellos cristalizan de forma normal sobre las paredes celulares de los fotobiontes
liquenizados, como ha sido demostrado por Ahmadjian y Jacobs (1985) para {/snea strigosa y por

Honegger (1986) para diterentes especies de Parmeliaceae.

1.6.5.- Isoformas como facteres de desarrollo ¢ de regulacion metabélica.

La situacion metabolica descrita hasta este punto se revela como extraordinariamente
compleja. Por una parte, la mayoria de los liquenes son plantas adaptadas a condiciones de
extremada sequedad, por lo que la rehidratacion de sus células vy de sus espacios intercelulares
queda restringida a muy pocas horas, a veces incluso minutos, al dia (Blum, 1973). Esto
condiciona la solubilizacion de arginina, la induccion de arginasa y su secrecion, a periodos de
tiempo muy restringidos. La sintesis y secrecion de fenoles viene también condicionada por otro
factor externo, como es la densidad de flujo fotonico incidente sobre el cortex (Fahselt, 1981).
Quiza por ello, enzimas que juegan un papel decisivo en el metabolismo del nitrogeno v en el
mantenimiento del equilibrio simbidtico responden a las variaciones en las circunstancias
ambientales mediante la produccion de isoformas (modificaciones post-traducctonales) antes que

de auténticos isoenzimas (multiplicidad debido a causas genéticas), de acuerdo con Rider y Taylor
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(1980). En este sentido. la formacion de agregados poliméricos de ciertas enzimas, con la
consiguiente modulacion de su actividad, parece ser un mecanismo rapido de adaptacion
metabolica en liquenes (Vicente v Legaz, 1988a). A nivel genético, la opcion de la represion
catabolica parece ser la preferida en los sistemas rapidos de regulacion. El descenso en la
velocidad de respiracion causada por la desecacion, o el incremento en la intensidad de luz
recogida por el talo, puede aumenta el contenido celular en giucosa (Tapper, 1981}, lo que
redunda en mecanismos de represion catabolica que aftectan, tanto a arginasa y otros enzimas
biosintéticos de poliaminas (Legaz y Vicente, 1991b; Vicente y Legaz. 1985), como a enzimas del
metabolismo de los fenoles (Herrero ef al., 1989; Legaz ef al., 1992).

Las investigaciones acerca de las relaciones entre variabilidad al€lica y genotipica y los
factores externos, bidticos y abidticos, han sido realizadas frecuentemente utilizando diferentes
plantas {Anderson, 1991; Samuei ef a/., 1991) v animales (Gilbert y Richmond, 1982, Qakeshott
et al , 1982, David et al, 1989). No obstante, estas investigaciones han sido llevadas a cabo
utilizando especies de facil reproduccion en condiciones de laboratorio, en orden a realizar analisis
genéticos. Por esto, los liguenes han sido excluidos hasta ahora de este tipo de investigaciones, ya
que la bateria enzimatica esta, salvo casos, localizada en ambos simbiontes (Fahselt, 1985, Legaz
y Vicente, 1981, Vicente y Legaz, 1988b} y, ademas, porque ha sido imposible hasta la fecha
llevar a cabo experimentos de cruzamiento mendeliano usando especies de liquenes. Culberson et
al (1988) intentaron resolver este problema por medio de hibridaciones entre algunas especies de
Cladonia en cultivos resintetizados y el analisis subsecuente de los fenoles producidos por el
hibrido. No obstante, el flujo genético no pudo ser mas que supuesto. Alternativamente, el analisis
de los zimogramas obtenidos mediante el uso de técnicas electroforéticas produce informacion
isozimatica de la que deriva algun conocimiento evolutivo (Gottlieb, 1977) De esta forma,
Fahselt (1987) encontr¢ diferencias genéticas estudiando parametros electroforéticos para
esterasas y fosfatasas alcalinas que podrian ser explicados mediante recombinacion meiotica entre
foci polimorficos en una determinada poblacion.

Varios sistemas enzimaticos han sido estudiados mediante isoelectroenfoque en geles de

poliacrilamida (Hageman y Fahselt, 1986a; Killias e/ al. 1988; Skultz e/ al.. 1990} en orden a
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obtener informacion sobre variabilidad enzimatica como una funcion de diferencias temporales
(Hageman y Fahselt, 1986a y b) y geograficas o climaticas (Fahselt, 1986). En relacion con estas
ultimas, se ha demostrado que el patron de bandeo para una enzima particular puede ser unico
para determinadas especies de liquenes (MacFarlane er a/., 1983; Kershaw ef af, 1983, Fahselt y
Hageman, [983) mientras que se encontraba variabilidad suficientemente significativa entre
diferentes poblaciones de una sola especie de liquen geograficamente separadas (Hageman y
Fahselt, 1984, [986a y b) Sin embargo, en ninguno de los casos descritos se ha investigado el

origen de las diferentes isoformas encontradas.
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OBJETIVOS

Estudiar la multiplicidad de la arginasa de Fvermia prunastri y caracterizar a mvel

bioquimico las diferentes isoformas

Dada Ja relacion biogenésica entre actividad arginasa y sintesis de fenoles, determinar el

papel efector de estas moléculas y si existe especificidad de forma.

Aclarar el antertor punto, estudiar los mecanismos de regulacion de arginasa por los

fenoles a nivel de actividad y de estructura.

Determinar las pautas de ligamiento del efector a la isoforma y los cambios

conformacionales que ello conlleve.

A la vista de los resultados obtenidos, tratar de construir una hipétesis coherente v

comprobable que relacione la funcionalidad bioquimica con su proyeccion fisiologica.



Il.- MATERIAL Y METODOS
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Figura 1.- Evernia prunastri (L.) Ach., liquen epifito
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IL1.- MATERIAL VEGETAL

El material vegetal objeto del presente trabajo fue el liquen epifito Lvernia prunastri (L.)
Ach., recogido de la corteza de Quercus pyrenaica Lam. en Valsain (Segovia). Los talos, secos
en corriente de aire, se almacenaron en oscuridad a 7°C, hasta su utilizacion, durante un periodo

nunca superior a un mes. En la Figura 1 se muestra un ejemplar de esta especie.

I1.2.- CONDICIONES DE INCUBACION

Muestras de 1,0 g de talo seco fueron sumergidas en 25 ml de disoluciones tamponadas
con Tris-HC1 0,1 M, pH 91 (Merck), contentendo L-argimna 40 mM (Sigma Chem. Co ) o.
cuando se indique, cicloheximida 40 pM (Sigma Chem.Co.), y mantemidas en oscuridad a 26°C

durante diferentes tiempos de incubacton.

[1.3.- VALORACION DE LA ACTIVIDAD ARGINASA

La actividad arginasa se vator0 mediante el método de Greenberg (1955), modificado por
Legaz y Vicente (1980), incluyendo ureasa cristalina tipo I (Sigma Chem. Co.) en las mezclas de
reaccion. Dichas mezclas contenian, en un volumen final de 3,0 ml: 10 pmoles de tampon Tris-
HCI, pH 9,1, para las muestras incubadas en L-arginina 40 mM o bien pH 6,5 para las muestras
que fueron incubadas en cicioheximida 40 M, 0,5 pumoles de L-argmnina; 7.5 pmoles de acido
maléico; 5,0 pmoles de sulfato de manganeso; 33,8 mg de ureasa cristalina y 20,0 pg de proteina
liquenica.

Como control se utilizaron las mismas mezclas de reaccion en las cuales el sustrato
(L-arginina) era sustituido por igual volumen del tampon correspondiente.

La reaccton se llevo a cabo a 30°C y fue detenida tras 25 min (tiempo determinado como
optimo), mediante la adicion de K,CO4 saturado. Después se dejaron transcurrir 2 h para
completar la difusion del amonio formado y posterior fijacion sobre H,SO, 0,02 N, segun el

método de microdifusion de Conway (1962).
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l.a valoracion del amonio se llevo a cabo utilizando el reactivo de Nessler (Standard
Methods, 1955) midiendo el color desarrollado a 440 nm en un espectrofotometro Zeiss PM-2.
La absorbancia asi obtenida se transformé en pmoles de amonio mediante una recta patron
construida a partir de concentraciones crecientes de sulfato amonico quimicamente puro.

Una unidad de actividad especifica fue definida como 1,0 umol de amonio producido por

mg de proteina y por minuto

I1.4.- VALORACION DE PROTEINAS

La valoracion de proteinas, tanto en el extracto libre de células como en las distintas
fracciones del proceso de purificacion, se ltevo a cabo mediante el método de Lowry et al. (1951)

El patron fue en todos los casos seroalbumina bovina de Sigma Chem Co.

[L.5.- PURIFICACION DE LAS ISOFORMAS DE ARGINASA

H.5.1.- Isoformas 1 y 1l de arginasa

11.5.1.1.- Obtencion del extracto libre de células

Muestras de 50 g de talo seco se incubaron en 1.250 ml de una disolucion de L-arginina
40 mM, tamponada con Tris-HCl 10 mM, pH 9,1, durante 6 h, a 26°C en oscuridad.

Tras la incubacion, los talos se lavaron con agua destilada y se secaron ligeramente con
papel de filtro. Después, se maceraron con acetona (15 ml por g de talo) durante 5 min con objeto
de eliminar los fenoles corticales. Los homogeneizados fueron filtrados y los residuos se secaron
en corriente de aire. Una vez secos, fueron nuevamente macerados con tampén Tris-HC] 10 mM,
pH 9.1 (12 ml por g de talo), conteniendo sulfato de manganeso 0,5 mM vy acido maléico 0,75
mM (Greenberg, 1955). Los homogeneizados se centrifugaron durante 20 min a 24.000 X g en
una centrifuga Beckman J2-21 (rotor JA 21). Los sobrenadantes se recogieron y filtraron a través

de un fitro Millipore GS (0.22 pm de diametro de poro). La temperatura durante todo el proceso
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fue de 4°C. El filtrado se utilizo como extracto libre de células y en ¢l se valoré la actividad
arginasa vy la cantidad de proteinas, de acuerdo a lo descrito en los apartados 11.3 y 11.4,

respectivamente.

1L.5.1.2.- Precipitacion con sulfato amonico

El extracto libre de células se precipitd con sulfato amonico a distintos porcentajes de
saturacion, entre el 10% y el 95% (p/v). El sobrenandante del 85% resulté contener la mayor
parte de la actividad arginasa. La sal se fue disolviendo en condiciones de agitacion suave con
proteccion de hielo fundente. Una vez disuelta completamente, el extracto se mantuvo dos horas
mas en agitacion para, posteriormente, ser almacenado durante un periodo no inferior a 2 h. Por
tltimo, se centrifugo durante 1 ha 43.000 X g

El precipitado obtemdo tras la centrifugacion fue resuspendido en un volumen igual al del
sobrenadante. Ambas fracciones, sobrenadante y precipitado, se dializaron frente a tampon
Tris-HC1 10 mM, pH 9,1, renovando el bafio cada 4 h hasta la completa eliminacion de sulfato
amodnico (72 b aproximadamente). La temperatura durante todo el proceso fue de 4°C.

En los extractos dializados se valoro la actividad arginasa y la cantidad de proteinas

(apartados 11.3 y 11.4, respectivamente).

1L.5.1.3.- Adsorcion sobre gel de fosfato calcico

De las dos fracciones resultantes de la precipitacion con sulfato amonico, se escogio el
sobrenadante, por contener la mayor actividad arginasa.

La proteina del dializado fue adsorbida sobre gel de fosfato calcico (Legget-Bailey, 1967)
preparado en tampén Tris-HCI 10 mM, pH 9,1, en la proporcion de 100 mg de gel seco por cada
mg de proteina del extracto, mediante agitacion fuerte durante 2 h. Posteriormente se centrifugo a
12.000 X g durante 7 min. El precipitado de esta centrifugacion, que contenia la mayor parte de
la proteina, era resuspendido, mediante agitacion, en tampon Tris-HC1 0,02 M, pH 9,1. Tras 1 h

de agitacion, se dejaba reposar y después se centrifugaba, en las mismas condiciones, con objeto



35

de desorber la proteina. El proceso se repitid sucesivas veces empleando molaridades crecientes
del mismo tampon (entre 0,04 M y 3.0 M). El sobrenadante de cada centrifugacion era filtrado
por papel Whatman n° | vy en él se valoraban tanto la actividad arginasa como la cantidad de
proteinas (apartados 1.3 y I1.4, respectivamente). La temperatura durante todo ¢l proceso fue de

4°C.

11.5.1.4.~ Electroenfoque en columna

Las fracciones en las cuales se recuperé la mayor actividad arginasa fueron
electroenfocadas en una columna L.LKB 8100 de Pharmacia. El gradiente de pH se preparo con
anfolitas (Servalyte) al 1% (p/v) en un rango comprendido entre pH 3,5 y 10,0.

Para prevenir movimientos de conveccion no deseados o el mezclado de diferentes
fracciones de proteina proximas, el gradiente de pH se estabilizd con otro gradiente de densidad
de sacarosa. La muestra se introdujo al mismo tiempo que las disoluciones de llenado de la
columna. La temperatura fue de 4°C y el voltaje aplicado de 1.000 V durante 48 h, tiempo al cabo
del cual, la muestra estaba electroenfocada (carga neta = 0).

Se recogieron fracciones de 2,0 ml que fueron filtradas a través de una columna de
Sephadex G-25 (40 mm de longitud X 10 mm d. 1) (Pharmacia) con objeto de eliminar las
anfolitas presentes en cada fraccion, asi como el exceso de sacarosa. En cada una de las
fracciones filtradas, se midio el pH y el contenido de proteinas. Aquellas fracciones que contenian
proteina fueron dializadas frente a tampén Tris-HCI 0,1 M, pH 9,1, durante 24 h para eliminar los
restos de anfolitas y sacarosa que pudiesen quedar y, posteriormente, se valoro en ellas la
actividad arginasa y la cantidad de proteinas, segun lo descrito en los apartados I1.3. v 114,

respectivamente.
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11.5.2.- Isoforma 111 de arginasa

11.5.2.1.- Obtencion del extracto libre de células

Muestras de 50 g de talo seco se incubaron en 1.250 ml de una disolucion de
cicloheximida 40 pM. tamponada con Tris HCH-10 mM, pH 9.1, durante 16 h. a 26°C en
oscuridad.

A partir de este momento, para la obtencion del extracto libre de células se procedio de

igual manera a la descrita en el apartado 11.5.1. 1,

11.5.2.2.- Precipitacion con sulfato aménico

E! extracto libre de células obtenido en el paso anterior, se precipité con sulfato amonico a
distintos porcentajes de saturacton, entre el 10% y el 95% (p/v). El sobrenadante del 70% resulto
contener la mayor parte de la activadad arginasa. Para ello se procedio de forma idéntica a la

descrita en el apartado 11.5.1.2., con la salvedad que el pH del tampon de dialisis fue de 6,5

H.5.2.3.- Adsorcién sobre gel de fosfato calcico

El sobrenadante del sulfato amonico dializado, el cual contenia la mayor parte de Ia
actividad arginasa, fue utilizado para la adsorcion de la proteina sobre gel de fosfato calcico. El
procedimiento empleado fue idéntico al descrito en el apartado 11.5.1.3. En esta ocasion la

molaridad del tampon utilizada para desorber la proteina vario entre 0,02 M y 0.3 M.

1.5.2.4.- Electroenfoque en columna

La fraccion de la cual se desorbid la mayor actividad arginasa fue electroenfocada de

acuerdo a lo descrito en el apartado 11.5.1.4., con la salvedad que el pH del tampon de dialisis fue

de 6,5.
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H.5.3.- Isoforma 1V de arginasa

11.5.3.1.- Obtencion del extracto libre de células

Muestras de 50 g de talo seco se incubaron en 1.250 ml de una disolucion de L-arginina
40 mM, tamponada con Tris-HCI 10 mM, pH 9,1, durante 8 h, a 26°C en oscuridad.

Al cabo de este tiempo se recogio el medio de incubacion, se filtro a través de un filtro
Whatman n® 3 y se concentro a 300 ml. En este extracto se valord la cantidad de proteinas y la

actividad arginasa, segun lo descrito en los apartados 11.3 y I1.4, respectivamente.

11.5.3.2.- Precipitacion con sulfato aménico

El filtrado obtemdo fue precipitado con sulfato amonico a distintos porcentajes de
saturacton, entre el 0% y el 95% (p/v). El sobrenadante del 50% resulto contener la mayor parte
de la actividad arginasa. El procedimiento empleado fue el mismo que se describio en el apartado
11512

I1.5.3.3.- Adsorcion sobre gel de fosfato calcico

La fraccion que contenia la actividad arginasa mayoritaria (sobrenadante) fue adsorbida
sobre gel de fosfato calcico de acuerdo a lo descrito en el apartado I11.5.1.3. La molaridad del
tampon empleado en la desorcion varié entre 0,02 My 0,3 M.

11.5.3.4.- Electreenfoque en colummna

El' sobrenadante de mayor actividad arginasa, obtenido tras la desorcion, fue

electroenfocado segin lo descrito en el apartado 11.5.1 4.



38

IL6.- DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO

11.6.1.- Mediante electroenfogue en columna

El punto isoeléctrico de cada una de las isoformas (I, 11, Il y IV) de arginasa se determiné

mediante un electroentoque en columna, idéntico al descrito en el apartado H.5.1.4.

11.6.2.- Mediante electroforesis capilar

El punto isoeléctrico de las cuatro isoformas de arginasa, obtenido mediante eletroenfoque
en columna, fue corroborado en electroforesis capilar.
El equipo utilizado tue un Spectraphoresis 500 de Spectra Physics, equipado con un
integrador SP 4290 (Spectra Physics), bajo las siguientes condictones de analists:
i) Caracteristicas del capilar. Tubo de silice fundida,
recubterto de poliimida.
* didmetro interno: 75 um
» diametro externo: 190 pm
it) Longitud del capilar hasta la ventana de deteccion: 60 ¢cm
1) Electrolito: tampén borato sodico 25 mM, pH 9,0 ¢ bien
tampon borato sodico 15 mM, llevado a pH 7,1 con acido
fostorico 14,7 M.
iv) Temperatura: 30°C.
v) Voltaje aplicado: 17 kV 6 25 kV
vi) Deteccion: UV-"on column" a 200 nm.
vii) Tipo de inyeccion: Hidrodinamica durante O s.
viii) Volumen de inyeccion: 36 nl.
Las muestras fueron dializadas frente a agua-HPLC (tridestilada vy filtrada a través de
filtros Millipore GS de 0,22 ym de didmetro de poro), llevadas a sequedad en corriente de

nitrogeno y resuspendidas nuevamente en tampon TrissHCl 10 mM, pH 9,0 & 7.1, segun se
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indique.

La determinacion del punto isoeléctrico se llevé a cabo interpolando el valor obtenido de
movilidad electroforética (ue) en una recta de calibrado construida con proteinas de punto
isoeléctrico conocido. Las proteinas utilizadas fueron: Mioglobina de caballo (pl 7,0), aldolasa de
congjo (pl 6.6), anhidrasa carbonica de eritrocito de vaca (pl 5.9}, alcohol deshidrogenasa de
tevadura (pl 5,4) y tiroglobulina de vaca (pl 4,6) (todas ellas de Sigma Chem.Co.} y benzol (Carlo
Erba) como marcador neutro.

La movilidad electroforética viene definida como:

2

L :
p = encm’ s V' donde
tﬂ] -

L = longitud del capilar (cm)
t,,= tiempo de migracion (s)

V = voltaje aplicado (V)
11.7.- ANALISIS DE AMINOACIDOS

Alicuotas (! mi) de cada una de las cuatro isoformas de arginasa purificadas, se dializaron
frente a agua-HPLC durante 24 h con objeto de eliminar las sales procedentes del tampon en el
cual se hallaban disueltas. A continuacion se liofilizaron y, después, se disolvieron en 0,2 ml de
HCl 6 N conteniendo fenol al 0,1% (p/v) y 20 nmol-ml-! de nor-leucina como patron interno. La
hidrolisis se llevo a cabo a 105°C durante 24 h en ampollas herméticas (Gavilanes et al., 1982).
Los hidrolizados se llevaron a sequedad, sometiéndolos después a dos lavados con 200 pl de agua
destilada, seguidos del correspondiente secado. Las muestras asi obtemdas, fueron procesadas en
un analizador de aminoacidos Beckman System 6300 con un modulo de interfase analogica
(System Gold). La duracion del analisis fue de 100 min. Los residuos de Cys fueron determinados
como contenido en acido cistéico. Para ello, antes de la hidrolisis, fue necesario oxidar la proteina
con acido performico (Hirs, 1967).

Para preparar el acido performico se tomaron cantidades de agua oxigenada de 30
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volamenes v acido formico al 99% (v/v) en proporcion 1:9, manteniéndose esta mezcla a 25°C
durante 2,5 h. Transcurrido este tiempo se mantuvo a -10°C durante 15 min como minimo.

La oxidacion de la proteina se llevo a cabo disolviéndola en acido formico al 99%, a una
concentracion de 10-30 mg-mi-1_ Para una cantidad de proteina inferior a 0,1 mg, se utilizaban
12,5 ul de acido formico. La disolucion se mantenia en un bafio de hielo. Por cada mg de proteina
se afladia una alicuota de 100 ul de acido performico preparado, manteniéndola a -10°C durante
25h

Por ltimo, se procedio a la eliminacién del acido por liofilizacion, para lo cual se diluia la
muestra, al menos, 25-30 veces con agua destilada.

Postertormente, la proteina se sometio a hidrolisis acida durante 24 h, en las condictones
ya descritas.

El Trp fue determinado espectrofotométricamente de acuerdo con el método de Beaven y
Holiday (1952). Se prepard una disolucion de proteina en NaOH 0,1 N, cuya absorcion a 280 nm
estuviera comprendida entre 0,2 N y 0,5 N. Se determind la absorbancia de esta disolucion a

2944 y a 280 nm, calculandose el contenido en Trp a partir de la ecuacion:

Q0,592 XAz 5 =0 263 XAzo0
0,263 XA20.0 —0,170 XAz, 4

MTerMT -

donde MTyr y MTyp son los moles de Tyr y Trp por mol de proteina, respectivamente. Mty se

calcul6 a partir del analisis de aminoacidos de la proteina.

IL8.- DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LAS DIFERENTES
ISOFORMAS DE  ARGINASA MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA RESOLUCION (HPLC)

El peso molecular de las diferentes isoformas se determiné mediante HPLC a partir de las
enzimas purificadas obtenidas por electroenfoque en columna. Las isoformas nativas 1, IL, III y [V

de arginasa fueron desnaturalizadas con dodecil sulfate sédico, SDS (Sigma Chem.Co.) al 1%
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{(p/v} en presencta de [B-mercapto etanol (Fluka) al 2,5% (p/v). Las muestras se mantuvieron en
agua hirviendo durante 5 min y después se filtraron por filtros de 0,45 um de diametro de poro
(Alltech) antes de ser inyectadas en la columna cromatografica. Mediante mecanismos de
HPL.C-exclusion molecular también se determinaron los pesos moleculares de las isoformas de
arginasa tras el ligamiento a fos diferentes efectores. El equipo empleado fue un cromatégrafo de
liquidos Spectra Physics compuesto por una bomba de gradiente ternario SP 8800, un detector
UV-Vis SP 8490 y un inyector Rheodyne 7125 acoplado a un integrador SP 4290 también de
Spectra Physics. l.as condiciones de analisis fueron las siguientes:
a) Columna TSK gel G5000 PWXL (Supelco).
1) Particula: gel de vinilo-polimérico.
ii) Diametro de poro: 1000 A
1it) Diametro de particula: 10 pm.
tv) Configuracion de la columna:
* diametro interno: 7,8 mm.
* longitud: 300 mm.
- Presion; 7 bares.
- Fase mévil: Tampon Tris-HCL 75 mM, pH 9,1 6 6,5
- Flujo: 0,3 ml-min!,
- Temperatura: Ambiente.
- Volumen de inyeccion: 10 ul
- Detector: UV a 280 nm.
b) Columna Zorbax GF-450 (Du Pont).
1) Particula: silice esférica.
it) Modificacton de la superficie: Zirconio,
i1} Fase estacionania ligada: monocapa hidrofilica de
tipo diol.
iv) Diametro de poro: 300 A.
v) Diametro de particula: 6 um.

v1) Configuracion de la columna
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e diametro interno: 9,4 mm.
= longitud: 250 mm.
Conectada en serie con la:
Columna: Zorbax GF-250 (Du Pont).
1} Particula: silice esférica.
i1} Modificacion de la superficie: Zirconio.
iit) Fase estacionaria ligada: monocapa hidrofilica de
tipo diol.
iv) Diametro de poro: 150 A.
v) Diametro de particula: 4-4.5 pm.
vi) Configuracion de la columna:
e diametro interno: 9.4 mm.
 longitud: 250 mm.
- Presion; 65 bares.
- Fase movil: Tampon Tris-HCI 200 mM, pH 7,6 6 9,1
- Flujo 1 ml-min- 1
- Temperatura: Ambiente.
- Volumen de inyeccion: {0 pl.
- Detector: UV a 280 nm.

LLa configuracion a) se utilizo en el analisis paralelo de los distintos pasos del proceso de
purificacion y para determinar el peso molecular de la forma nativa de cada isoforma de arginasa.
La configuracion b) se utilizo para determinar el peso molecular de las formas nativa y
desnaturalizada. También se empled para calcular el peso molecular de los diferentes polimeros de
arginasa tras el ligamiento del fenol correspondiente. En los analisis de proteinas desnaturalizadas,
las columnas fueron equilibradas con fase movil conteniendo SDS al 1% (p/v).

El peso molecular se determino interpolando el volumen relativo de elucion obtenido
(Vo/V) en una recta de calibrado construida con proteinas de peso molecular conocido. Las
proteinas utilizadas fueron: Tiroglobulina de vaca (M =660 kDa), Apoferritina de bazo de caballo

(M;=440 kDa), B-amilasa de batata (M;=200 kDa), Albumina de huevo (M =67 kDa), Anhidrasa
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carbonica de eritrocito de vaca (M;=29 kDa) y Citocromo ¢ de corazon de vaca (M =12,4 kDa).

1L.9.- CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA

11.9.1.- Espectros de absorcion ultrayioleta

La obtencion del espectro ultravioleta de las distintas isoformas (I, HI y 1V) de arginasa se
llevo a cabo en cubetas de cuarzo de 10 mm de paso optico (Starna Ltd.), empleandose un
espectrofotometro Varan, modelo DMS 90. La determinacion se realizo con una disolucion de
proteina de 42, 37 y 25 pg-mi-| para las isoformas I, 11I y IV, respectivamente, en tampon Tris-
HCI 10 mM. pH 9,1, para las isoformas I y IV, y pH 6,5 para la isoforma III. Las muestras se
filtraron a través de filtros de 0,45 um de diametro de poro. Para sustraer la absorcion de tampon,

se realizo una correccion de la linea base del espectro.

11.9.2.- Espectros de emision de fluorescencia

Estas medidas se hicieron en un espectrofluorimetro Kontron, modelo SFM 25, equipado
con un fotomultiplicador de referencia. El equipo poseia una lampara de xenon, con una rendija
de emision y excitacion de 10 y 15 nm, respectivamente. Las cubetas de cuarzo, de 5 caras
pulimentadas, eran de 10 mm de paso Optico (Starna Ltd.). Los analisis se realizaron a
temperatura ambiente y la concentracion de proteina fue de 42, 37 y 25 pg-ml-| para las
isoformas I, Ill y IV respectivamente, en tampon Tris-HC! 10 mM, pH 9,1, para las isoformas [ y
1V, y pH 6,5 para la isoforma 1II. Todas las muestras se filtraron a través de filtros de 0.45 pm de
diametro de poro, como paso previo a la realizacion de los espectros. Para sustraer la
fluorescencia del tampon se realizé una correccion de linea base.

Los espectros se registraron empleando alternativamente como longitud de onda de
excitacion 257, 275 y 295 nm. Para realizar el espectro simultaneo de emision y excitacion se
eligio un rango de longitudes de onda comprendido entre 410 y 285 nm para la emision y entre

330y 205 nm para la excitacion.



44

H.10.- VALORACION DE FENOLES LIQUENICOS MEDIANTE HPLC

11.10.1.- Extraccién de fenoles con diferentes mezclas de

disolventes orginicos

11.10.1.1.- A partir de talos

Muestras de 0.3 g de talo fueron incubadas en 7.5 ml de tampdn Tris-HCI 10 mM, pH 9.1,
conteniendo L-arginina 40 mM o cicloheximida 40 pM, a 26°C en oscuridad. A diferentes
tiempos, las muestras fueron lavadas superficialmente durante 5 min con 15 mi de acetona a
temperatura ambiente. La fase acetonica se filtro a través de papel Whatman n° 2, fue secada en
corriente de aire y el residuo seco se almaceno a -13°C hasta su utilizacion.

Una vez eliminados los fenoles corticales, se procedio a extraer aquellos retenidos en el
talo mediante tres pasos. En primer lugar, los talos fueron macerados con 15 ml de éter
dietilico : acetato de etilo (65:35, v/v) durante 15 min. La fase organica se filtro a través de papel
Whatman n® 2 vy se guardd. El residuo solidc se macerd con otros 15 ml de
cloroformo : acetonitrilo (60:40, v/v) durante 15 min. La fase organica fue filtrada como la
anterior v guardada y el residuo sohido fue nuevamente macerado durante 15 min con
cloroformo : acetonitrilo (60:40, v/v). La fase organica se filtro y guardo como las anteriores.
Este ultimo residuo solido se descarto y las fases organicas mezcladas se llevaron a sequedad en el

mismo tubo. El extracto organico seco se almacend a -13°C hasta su utilizacion.

11.10.1.2.- A partir del medio de incubacion

Los fenoles segregados al medio de incubacion, procedentes de talos incubados en las
condiciones descritas en el apartado anterior, fueron extraidos mediante reparto con diferentes
mezclas de disolventes organicos de la manera que se describe a continuacion.

A cada medio (entre 5 y 6 ml) , se afiadieron 10 ml de éter dietilico : acetato de etilo
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(65:35. viv) y después se agito fuertemente durante 30 s. La fase organica se recuperd y la fase
acuosa del medio se utilizo para una segunda extraccion con 10 ml de cloroformo : acetonitrilo
(60:40, v/v). Después de otros 30 s de agitacion fuerte, se recupero la fase organica y los fenoles
remanentes en el medio fueron nuevamente extraidos con 10 ml de cloroformo : acetonitrilo
(60:40, v/v). Las tres fases organicas se recogieron en el mismo tubo y se llevaron a sequedad

bajo corriente de aire El residuo organico seco se almacend a -13°C hasta su utilizacion.

11.10.1.3.- A partir del extracto libre de células

Para la valoracion de los fenoles liquénicos presentes en los extractos libres de células
procedentes de talos y medios de incubacion, fragmentos de talo de 0,3 g de peso seco se hicieron
flotar en los medios descritos en el apartado 1.2 durante diferentes tiempos. El tiempo de
incubacion fue aquel donde existia la mayor actividad de cada isoforma de arginasa:

1) 6 h para las isoformas I y 11, recogiendo el talo.
it) 16 h para la isoforma 111, recogiendo el talo.
ili) 8 h para la isoforma 1V, recogiendo el medto de incubacion.

El extracto libre de células se obtuvo segtn lo descrito en los apartados [1.5.1.1, {1521y
11.5.3.1, respectivamente, tras haber eliminado los fenoles corticales de acuerdo con el apartado
I.10.1.1. Los fenoles presentes en los extractos fueron extraidos mediante reparto en fases
organicas, segun lo descrito en el apartado 11.10.1.2. Una vez eliminados los fenoles corticales, en
el talo todavia se pueden localizar fenoles extracelulares. Estos fenoles se encuentran cristalizados
sobre las paredes del micobionte y del fotobionte y pueden disolverse parcialmente en el proceso
de obtencton del extracto libre de células. Con objeto de valorar la contribucion aproximada de
los fenoles extracelulares a dicho extracto, se procedio a retirar los fenoles corticales (apartado
11.10.1.1); macerando ligeramente los talos a continuacion con 5 ml de éter etilico : acetato de
etilo (65:35, v/v) durante 2 min. La fase organica se filtré a través de papel Whatman n° 2 y se
guardo. El residuo solido se tavo con 5 mt de cloroformo : acetonitrilo (60:40, v/v) durante 2 min
y la fase organica fue filtrada como la anterior. Las dos fases fueron mezcladas y llevadas a

sequedad en el mismo tubo. El residuo soélido se utilizé para obtener un extracto libre de células
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segun lo descrito en los apartados 11.5.1.1, [1.5.1.2.1 y H.5.3 1, respectivamente.
En la Figura 2 se puede observar el diagrama de flujo explicativo del proceso de

extraccion de los fenoles.
11.10.2.- Estabilidad de los fenoles en disoluciones acuosas

La estabilidad de los fenoles liquénicos en medios acuosos se estudid en disoluciones de
fenoles patron comerciales: atranorina, acido evérnico (Sigma Chem.Co.} y acido usnico
{Sarsintex) de concentracion conocida, tamponados con Tnis-HCI 0,1 M, pH 9,1, o bien, pH 6,5.
Las disoluciones se mantuvieron en agitacion constante 120 h en oscuridad a 26°C. Durante este
tiempo, se tomaron alicuotas cada 24 h y en ellas se valoro la concentracion remanente de fenol,

asi como la de sus posibles productos de degradacion, mediante HPLC,

OHC OH H,C OH

HO @] COOo @ COOCH,

Hl CH.
Atranorina
QH CHs
m@ c00 @
CH, OH

Acido evérnico

Acido usnico
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Medio de incubacion

)

0.3 pr detalo (5-6 ml)
Pavar 5 mincon 15md 1O md Ster etilico/acetato ¢tilo
acetona o lemperatura (G535 v/iv)
ambicnte

: itar 30 s
Alrar por Whalman n'?2 Agitar 30 5

e

| Reposar 30 min

Fasc acctonica Residuo sohdo \.Iz l
. Fase organica Fase acuos:
Muacerar {5 mincon 15 mit asc orgatue S acuosa
Seciar dter etihico/acetato ctilo
{65735, viv) 16 ml cloraformo/
acclominlo

I Qe il . . oy
FENOLES Filtrar por Whatman 12 (60440, Vi)

CORTICALLS

Ne

Residuo solido

Agitar 30 s

Reposar 30 min

Macerar 15 mun
Fasc organica con [ 5 ml de \y e
cloroforme/acetonitnio

(6O vV

Fase organica Fase acuosa

Filtrar por Whatman v"2

S 10ml c!m.o tormo/
acctonitrlo
Residuo sohido (6OA0. vivy

Agitar 30

Macerar 5 mn

Fase organica con 15 ml de
cloroformasacetonitnlo
(O viv)

Reposar 30 min

Filtrar por Whatman n“2

Fase organica

Fasc organica

e

N
FENCHLIS FENOLES
BEL TALO L MEDIO

Fig. 2.- Diagrama de flujo de extraccion de fenoles
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H.10.3.- Espectro de absorcion ultravioleta de fenoles liguénicos

La obtencion del espectro ultravioleta de las distintas isotormas (I, I}l y IV) de arginasa se
llevé a cabo en cubetas de cuarzo de 10 mm de paso optico (Starna Ltd.), empleandose un
espectrofotometro Vanan DMS 90. La determinacion se realizd empleando una concentracion de
0,1 mg-ml~1 de atranorina. acido evérnico y acido usnico, disuelta en una mezcla de agua - acido
acético (991, v/v)/acetonitrilo (70/30, v/v}). Las muestras se filtraron a través de fiitros de 0.45
pm de diametro de poro. Para sustraer la absorcion de la fase movil se realizo una correccion de

la linea base del espectro.

I1.10.4.- Valoracion de fenoles liguénicos mediante HPL.C

El anahsis y cuantificacion de sustancias liquénicas se llevo a cabo mediante HPLC, en un
cromatografo de liquidos Varian 5060, equipado con un integrador Vista CDS 401 (Varian), bajo
las siguientes condiciones de analisis:

i) Columna: Fase reversa, Nucleosil 5C8 (Scharlau)
« Diametro de particula: 5 pm.
* Dimensiones: © longitud: 125 mm.
o diametro interno: 4 mm.
11} Fase movil: Agua-HPLC : actdo acético (99:1,v/v)
/acetonitrilo (30/70, v/v).
i) Finjo: 0,7 ml-min~!
1v) Temperatura: 26°C.
v) Presion; 60 atm.
vi) Detector: UV; -de0a 2.6 mina270 nm.
-de 2,6 mina 10 min a 280 nm.
UAFE: 0,002

vii) Volumen de inyeccion: 10 pf.
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viii) Como patron externo se utilizo acido o-ftalico a una
concentracion fija de 0,05 mg-ml'l, o el fenol que se
indique en cada caso (atranorina 0,02 mg-m[‘l; acido
evérnico 0,01 mg-m]‘] ).
La cuantificacion de atranorina, acido evérnico y acido usnico se llevo a cabo mediante la
interpolacion de la respuesta del detector, en cuentas de area, en una recta de calibrado construida

con cada uno de los fenoles comerciales patron indicados en el apartado 11.10.2.

1L.11.- CINETICA DE SATURACION EN AUSENCIA DE EFECTORES

El efecto de la concentracion de sustrato (L.-arginina) sobre las tsoformas I (ya que las
isoformas 1 y Il demostraron ser practicamente iguales), 1Il y 1V de arginasa se estimo en
mezclas de reacciéon conteniendo enzima purificada y concentraciones crecientes de L-arginina
entre [,0 y 9,0 mM, segun la isoforma. Las mezclas de reaccion, en un volumen final de 3 ml,
contenian: 10 umoles de tampon Tris-HCI (pH 9,1, para las muestras incubadas en L-arginina 40
mM o bien pH 6,5 para las muestras que fueron incubadas en cicloheximida 40 uM); 7,5 pumoles
de acido maléico. 5,0 pmoles de sulfato de manganeso; 33,8 mg de ureasa cristalina; 20,0 ug de
proteina liquénica vy las sigutentes concentraciones de sustrato:

- entre 0.5 y 3,5 umol (isoforma I)
~ enire 0.5 y 4,5 umol (isoforma I11)
- entre 0,5 y 4,5 umol (isoforma 1V)

l.as mezclas se incubaron a 30°C y la reaccion fue detenida, tras 25 min, mediante la
adicion de K,CO5 a saturacion. Después se dejaron transcurrir 2 h para completar la difusion del
amonio formado y posterior fijacion sobre H,SO,4 0,02 N, segun el método de microdifusion de
Conway (1962).

Como control se prepararon mezclas de reaccion en las cuales el sustrato era sustituido
por igual volumen de tampon al pH correspondiente en cada caso. La valoracion cuantitativa del

amonio resultante se estimé de idéntica manera a lo descrito en el apartado 11.3,



50

IL12.- CINETICA DE SATURACION EN PRESENCIA DE EFECTORES:
ATRANORINA, ACIDO EVERNICO Y ACIDO USNICO.

Para estudiar el efecto de la concentracion de L.-arginina sobre las tsoformas [, Il y IV de
arginasa en presencia de los distintos efectores (a concentracion fija) se incubaron mezclas de
reaccion que contenian enzima purificado, efector y concentraciones variables de sustrato. Las
mezclas de reaccion, en un volumen final de 3 ml, contenian: 5 umoles de tampdn Tris-HCI (pH
9.1 para las muestras incubadas en L-arginina 40 mM o bien pH 6,5 para las muestras incubadas
en cicloheximida 40 pM), 7.5 umoles de acido maléico; 5,0 pmoles de sulfato de manganeso;
33.8 mg de ureasa cristalina; 20,0 ug de proteina liquénica v la concentracion de efector que se

especifica en la Tabla I

TABLA'|
ISOFORMA DE EFECTOR
ARGINASA
ATRANORINA ACIDO ACIDO USNICO

EVERNICO
| 0.10* 0,39 0,52
i 0.57 .17 .41
v 5,06 3.46 3,82

* nmol de efector en la mezcla de reaceion

Como control se utilizaron las mismas mezclas de reaccion en las cuales el efector era
sustituido por 60 umoles de tampon Tris-HCI, pH 9.1, para las isoformas 1 y IV 6 bien pH 6.5
para la isoforma IIT.

Tras 20 min de preincubacion enzima-efector a 30°C, se afiadié el sustrato (L-arginina) en
el rango de concentraciones especificada en el punto 1111 de este mismo apartado. Las mezclas
se mantuvieron otros 25 min a 30°C y tras este tiempo se detuvo la reaccion afiadiendo K,CO;

saturado. La valoracion cuantitativa del amonio resultante de la reaccion se efectud segin lo

descrito en el apartado 11.3.
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[1.13.- DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN (K} Y LA

VELOCIDAD MAXIMA (v_ . ) DE LAS DIFERENTES ISOFORMAS DE

max

ARGINASA

Para el calculo de K, y v, S¢ eligieron las siguientes representaciones graficas:

TABLA I
REPRESENTACION ORDENADAS (y) ABSCISAS (x)
GRAFICA
Michaelis-Menten vy [s0]
Hanes [solvo {so)
Eisenthal- Vinax K.,
Cornish-Bowden

justificando, en cada caso. el empleo de una u otra.

Vo

La representacion de Hill (log( ) frente a log [sp]) se eligid, como primera

max‘vl)
aproximacion, para explicar la existencia de cooperatividad de las diferentes isoformas de

arginasa.

A partir de estas mismas representaciones graficas se calcularon K, (ap) (K

m aparente, en

presencia del efector) y v (ap) (v, aparente en presencia del efector).

11.14.- ESTUDIOS DE LIGAMIENTO

Con objeto de estimar la afinidad entre los distintos efectores (atranorina, acido evérnico y
acido usnico) y la proteina (isoformas I, IIf y IV de arginasa) se realizaron estudios de ligamiento

mediante el procedimiento clasico del equilibrio de dialisis.
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{1.14.1.- Preparacion de la membrana de dialisis

La membrana, de celulosa regenerada, suplementada en glicerol (Tubo Visking 27/32,
Serva), se cortd en trozos de 6,0 cm de diametro y se calenté a 70°C en agua destilada durante |
hora. El proceso se repitio. Después se transfirio nuevamente a agua destilada y se mantuvo a
temperatura ambiente durante 10 h. Por Gltimo la membrana se dejo en tampon Tris-HCL 0,1 M,
pH 9,1 (para isoformas I y IV) o pH 6,5 (para la isoforma I11) hasta su utilizacion (entre 20 y 24
h).

151.14.2.- Células de dialisis

las células de dialisis, dos submitades (A y B) de metacrilato, se fabricaron
artesanalmente; admitiendo cada mitad exactamente 1.0 ml de volumen (Fig. 3). Ambas mitades
quedaron separadas por la membrana semipermeable y permanecieron herméticas, con objeto de

evitar alteraciones de volumen, una vez rellenas con la proteina y el hgando.

11.14.3.- Determinacion del tiempo de equilibrio

Para determinar el tiempo de equilibrio se relienaron las dos submitades (A y B) de las

células de dialisis con una disolucion de concentracion fija de proteina en A:

- 2,55 uM de 1soforma |

- 1.42 uM de isoforma III

- 1,50 uM de 1soforma 1V
y la misma concentracion de ligando (atranorina, acido evérnico o acido usnico) en B. Se
prepararon 20 cdmaras de la misma manera y €stas se pusieron en agitacion lenta a temperatura
ambiente, recogiendo el ligando libre en equilibrio en las dos subcamaras tras 1-20 h en las
condiciones descritas. El tiempo de equilibrio se definid como aquel después del cual la
concentracion de ligando libre recuperado de ambas subcamaras era el mismo. Con objeto de
descartar la auto-asociacion del ligando (atranorina, acido evérnico o acido Gsnico) se determing

el tiempo de equilibrio en ausencia de la proteina: en este caso la subcamara A se rellené con
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Figura 3.- Representacion grafica del principio del equilibrio de
dialisis. En el medio se encuentra la membrana de
dialisis que es permeable al ligando, L (atranorina,
acido evernico vy acido snico) pero no a la proteina, P

{isoformas 1, 11l y IV de arginasa).
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tampon Tris-HCI 0,1 M, pH 9.1 o pH 6,5 EI tiempo de equilibrio obtemdo en estas condiciones
no difirio en mas de una hora respecto al calculado en las otras condiciones.
La extraccion del fenol se llevo a cabo segun lo descrito en el apartado 11.10.1.3

valorandolo cuantitativamente mediante HPLC (apartado [1.9.3.).

IL14.4.~ Cilculo del ligando unido

Para cada subcamara A (subcamara de la proteina) y B (subcamara del ligando) se
realizaron los siguientes calculos:
a) Subcamara de la proteina (A):
* P; = moles totales de proteina (la indicada en el apartado
i1.14.3)
* [1.] = concentracion de ligando libre en equilibrio
* V(L] = moles totales de tigando libre en ambas
subcamaras (el mismo en A y B)
* Lp = moles de ligando unido a la proteina
Lp =Ly - VL]
* r = moles de ligando umdo por mol de proteina
b) Subcamara del ligando (B):
* {L}); = concentracion inicial del ligando en su
compartimento (pM)
* L = moles totales de ligando en su compartimento

* {1.] = concentracion de ligando libre en equilibrio

*V¢lIL} = moles totales de igando libre en ambas
subcamaras (el mismo en Ay B)
La preparacion de concentraciones crecientes de ligando total requiere especial atencion
va que la solubilidad de los fenoles en disoluciones acuosas es muy baja y se puede correr el

riesgo de precipitacion no deseada durante el equilibrio de dialisis. En el diagrama de flujo
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siguiente se explica el proceso seguido de forma detaltada.
Preparacion de concentraciones crecientes de ligando total:
Conceniraciones crecientes de ligando en disoluciones amponadas con Tris-HCE (pH
9.1 para isoforma Il e isoforina [V o pH 6,5 para 1soforma [l de arginasa)
Agttacidn en oscuridad

a temperafurs amhente
durante 24 0 4R h

Filtracion a través de

filtros (). 45 pm (didgmetro de poro)

Yevecainn de 1) fsiraceion pot reparto en

en sistema HPLC fase organica

J/ (ver apartado 11.10.1.2)
Separacion \]/
cromatogratica Secado fase organica en
(ver apartado 1110.4) corricnie de aire

Vo i

CUANTIFICACION
Resuspension del residuo en 0.2 ml
de fase mévil (agua-HPELC © acido acélico
(99:1. vvyacetomtrilo {3070, vov)

i

Inveceion de 10 pml en
sistemna HPILC

i

Separacion cromatogratica

{ver aparlado 1110 4)

J

CUANTIFICACION

P La cuantificacion sin extraceion previa da resultados aleatortos va que la banda cromatografica es de naturaleza
distinta a la fase movil empleada en el proceso de separacion.

2 Cuantificacion correcis
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La cuantificacion del bigando total ha de ser un paso previo al equilibrio de dialisis
y. en funcion del rendimiento obtenido en ¢l proceso de preparacion, calcular la concentracion
inicial de ligando que estara en contacto con la proteina durante el proceso de ligamiento.

Transcurrido ef tiempo necesario para la obtencion de concentraciones iguales de ligando
libre (equilibrio} en las dos subcamaras (ver apartado 11.14.3), el proceso se detuvo extrayendo el
ligando fibre de las subcamaras A y B y la proteina con ligando unido (en €l caso que se indique)
de la subcamara A

La extraccion del ligando libre se realizo mediante reparto en fase organica (apartado
1110 1 2) cuantificandolo por HPLC mediante interpolacion del nimero de cuentas de area en la
recta de calibrado correspondiente.

La disolucion conteniendo proteina con ligande unido se llevo a sequedad en corriente de
nitrogeno. El residuo seco se resuspendio en agua-HPLC (agua utilizada en la preparacion de la
fase movil para cromatografia de exclusion molecular) y se inyecto en la columna cromatografica
(configuracion (b) del apartado I1.8 de Material y Métodos). El volumen de elucion relativo de los
diferentes picos obtenidos se interpolé en la recta de cahbrado correspondiente a las columnas

diol GF450-GF250 con objeto de calcular su peso molecular (M;).

H.14.5.- Representaciones graficas de los datos de ligamiento

La grafica de saturacion se obtuvo representando los moles totales de ligando unido ( Lp)
frente al ligando total (L;), obteniéndose una hipérbola.

Con objeto de estimar la respuesta biolégica de la proteina al ligando efector, se eligieron
las siguientes representaciones graficas (Tabla IIl), una vez alcanzada la correspondiente

saturacion isoforma de arginasa/fenol.
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TABLA III
REPRESENTACION ORDENADAS (y) | ABSCISAS (x)
GRAFICA
Dobtles-inversas r -1 [L]-1
l.ogaritmica r log |L}
Scatchard /1] T

El numero de sitios de union por molécula de proteina (n) se estimd como la inversa del
punto de corte con el eje de ordenadas en la representacion de dobles inversas (Klotz v Hunston,

1971)

11.14.6.- Andlisis estadisticos v proceso de datos

Con el conjunto de los valores obtenidos (n=3) para los diferentes ensayos, se calculo ia
media aritmética (valor representado o dato numérico) y la desviacién tipica (indicada mediante
una barra para cada valor en las representaciones graficas o por nimeros en las tablas). El
coeficiente de variacion media obtenida resulto ser 8,6% (oscilando entre valores del 1% y 20%).

Se procedio a estudiar la significacion de los datos (nivel de significacion del 95%)
mediante analisis de varianza o test de Newman-Keuls (paquete estadistico Kiwikstat 1.0, para
ordenadores IBM AT)

El ajuste de rectas fue realizado por el método de minimos cuadrados. Se aplico el test de

Student para comprobar que las pendientes eran significativamente diferentes.



IIl.- RESULTADOS
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lil.1.- PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LAS DIFERENTES ISOFORMAS

DE ARGINASA

En este bloque se presentan las Figuras 4 a 24 y las

Tablas [V a X



60

Se detailaran en primer lugar las caracteristicas particulares de cada isoforma y después se

analizaran Jas cualidades espectrofotométricas y espectrofluorimétricas de todas ellas en conjunto.

HL1.1.- Purificacion y caracterizacion de las isoformas 1 y 11 de arginasa

L.as isoformas | y Il de arginasa han sido purificadas a partir de extractos libres de células
procedentes de talo de /.. prunastri tras su incubacion en disoluciones tamponadas de L-arginina
40 mM durante 6 h en oscuridad (apartado 11.5 1.). En la Tabla IV se muestran los resultados
obtenidos.

El extracto libre de células, concentrado a 150 ml de volumen, se precipitd con sulfato
amonico a distintos porcentajes de saturacion; el sobrenadante correspondiente al 85% (p/v)
resulto contener fa mayor actividad arginasa. Dicho sobrenadante se adsorbio sobre gel de fosfato
calcico, eluyendo del mismo las isoformas 1 y Il con tampon Tris-HCI, pH 9,1, de molaridades 0, |
M y 2,0 M, respectivamente. Cada una de estas fracciones se concentro y fue electroenfocada,
como ultimo paso en el proceso de purificacion. Las isoformas | y Il de arginasa fueron
purificadas 148 y 359 veces. con rendimientos del 4,5% y 1,8%, respectivamente. Las fracciones
obtenidas del electroenfoque en columna se emplearon como fuente de proteina pura para los
estudios de caracterizacion cinética posterior.

El proceso de purificacion se analizo de forma paralela en HPLC-exclusion molecular en
una colunma TSK (G-5000 PWXL.. La Figura 4 A-D muestra los resultados obtenidos. El
cromatograma correspondiente al extracto libre de células muestra 4 picos mayoritarios, los
cuales no se corresponden con proteina pura por la mera observacion de su asimetria. El pico que
eluye a 31,54 min representa la arginasa contaminada con otras proteinas. En la Figura 4 C y 4 D
se representan los cromatogramas procedentes de las arginasas I y 11 obtenidas tras desorcion con
Tris-HCI 0,1 My 2,0 M, pH 9,1, respectivamente, del gel de fosfato calcico. En C, los 3 picos
que eluyen tras 32 min corresponden al tampon, el cual presenta una fuerte absorcion a 280 nm

debido a su grupo amino (pK Tris = 8,1). Tras dialisis frente a agua-HPLC durante 2 h, no se
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observan estos picos; fenomeno que viene representado en la Figura 4 D. Los picos mayoritarios

en las Figuras 4 C y 4 D representan el 99,9% y 99.0%, respectivamente, de proteina inyectada.

H1.1.1.1.~- Determinacion del punto isoeléctrico

El punto isoeléctrico (pl) de las isoformas [ v Il de arginasa fue determinado mediante
electroenfoque en columna v corroborado por electroforesis capilar.

En la Figura 5 se representa el electroenfoque correspondiente a la isoforma 1. De las dos
fracciones, cuya concentracion de proteina fue superior a 10,0 yg-mi-!, solo aquella eluida a pH
5.86 presentaba actividad arginasa (112.9 unidades). EI pl de la isoforma I de arginasa es de 5.86.

El punto isoeléctrico de la isoforma 1l de arginasa es de 5.8, ya que a este pH eluye el
unico pico con actividad arginasa (2754 umdades) (kFig. 6).

La estimacion del punto isoeléctrico mediante electroforesis capilar (EC) presenta la
ventaja, sobre el electroenfoque en columna convencionai, de una muy superior eficacia (5.500
platos teoricos para el pico de la isoforma 1 de arginasa en EC frente a 15,0 platos teoricos en
electroenfogue en columna para el mismo pico) Por otro lado, al ser los picos tan eficaces es
posible separar proteinas de pl muy similar con una gran resolucion. Sin embargo, la EC tiene la
desventaja de, al ser una técnica de microanalisis, admitir pequefios volumenes y bajas
concentraciones de muestra (volumenes de inyeccion = 36 nl) a inyectar en el capilar. El problema
se soslaya en parte empleando capilares de silice de mayor digmetro interno, pero en éstos, la
disipacion del calor producido por el efecto Joule es mas dificil, requiriendo el aparato un mejor
sistema de refrigeracion. En la Figura 7 A y B se representan los esquemas de capilares de silice
fundido recubierto de poliimida con distinto diametro interno, 75 y 50 um empleados en la
valoracion del pl de las isoformas de arginasa. A la vista de los electroforegramas de ambos
capilares, se eligio el capilar de silice de 75 um de diametro interno con un recubrimiento externo
de 60 pm de poliimida y una longitud de 60 cm (Fig. 7A). La vida media de utilizacion del capilar
es funcion de muchas variables: fuerza ionica del tampon empleado como electrolito, temperatura

y voltaje aplicados, naturaleza de la muestra, etc. Por ello, es conveniente evaluar el estado del
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capilar tras varios analisis con objeto de comprobar si sus caracteristicas estructurales son las
iniciales. Al microscopio éptico se pueden observar las posibles alteraciones. En la Figura 8 se
representan algunas de ellas, donde Ia situacion mas grave (Fig. 8 ) es la ruptura del tubo interno
que ocasiona una interrupeion automatica de flujo, hecho que ocurre con mas frecuencia en
capilares de 50 um (Fig. 7 B} La vida media de uso se estimé en aproximadamente 100
inyecciones en los capilares de 75 pm donde el diametro total, contabilizado el recubrimiento
externo es de 190 ym.

En la Figura 9 A se representa el electroforegrama correspondiente a la isoforma I de
arginasa obtenido a 30°C y 25 kV de voltaje aplicado, empleando como electrolito tampon borato
sodico 15 mM/acido fosforico, pH 7,1. La arginasa | eluye en estas condiciones a 6,85 min con
carga negativa. Cuando el electrolito empleado es tampon borato sodico 25 mM, pH 9,0, a 30°C
y 17 kV de voltaje aplicado, la isoforma I eluye a 11,16 min, con carga negativa también (Fig. 9
B).

El tiempo de retencion se transformo en movilidad electroforética (up ) segun lo descrito
en el apartado [1.6.2 de Material y Métodos. La interpolacion de p, en la correspondiente recta
de calibrado (Fig. 10 A a pH 7.1 y Fig. 10 B a pH 9,0) construida con proteinas de punto
isoelectrico conocido dio valores de pl = 5,3 y pl = 4,5, respectivamente. El valor medio,
pl = 4.9, se eligio como punto tsoeléctrico determinado en electroforesis capilar.

La concentracion de isoforma de arginasa 11 no fue suficiente como para deducir su pl en
EC ya que, como se ha comentado anteriormente, el volumen de inyeccion que admite el capilar
es muy pequerio y la concentracion de proteina en ese volumen no era suficiente para detectar
pico significativo de altura superior a la relacion sefial/ruido del detector. No obstante. ios

mejores electroforegramas obtenidos indicarian un pl alrededor de 5.0

HiL1.1.2.- Composicion de aminoacidos

La composicion de aminoacidos de las isoformas I 'y Il de arginasa se estimo a partir de las

fracciones del electroenfoque en columna, mediante el andlisis de los productos obtenidos por



hidrolisis acida a 24 h. Los resultados se recogen en la Tabla V. Las dos isoformas poseen una
composicion semejante, va que el porcentaje de moles de la mayoria de los aminoacidos es
similar. Las mayores diferencias se encuentran en Ser, Glx, Gly, Leu y Tyr. El porcentaje de
moles mas elevado corresponde a los restos acidos, Asx y Glx, que representan el 11,4 y el
16,6%, respectivamente, en la isoforma de arginasa | y el 10,4 y 1,7%, respectivamente, en la
tsoforma II.

Otro aspecto a destacar de la composicion de aminoacidos es la elevada proporcion de
resitduos con grupos polares, Ser y Gly, los cuales representan el 10.4% vy 15,06%,
respectivamente, en la 1soforma 1 y el 6,5% vy [1,7%, respectivamente, en la 1soforma I1. La Cys
representa el 1,3% y 1,9%, respectivamente, en las isoformas [ y II. El nomero de residuos de Trp

por cadena polipeptidica es de |1 en la isoforma I y de 3 en la isoforma 11.

I11.1.1.3.- Determinacion del peso molecular

El peso molecular de las isoformas 1 y I de arginasa nativas fue estimado mediante
exclusion molecular en HPLC utilizando dos tipos de columnas: a) una columna TSK G3000
PWXL y b) dos columnas en serie Zorbax-diol, segin la configuracion y condiciones de analisis
descritas en el apartado 1.8 de Material y Métodos. El peso molecular de las isoformas
desnaturalizadas con SDS al 1% (p/v) fue calculado utilizando solo la configuracion b)
equiltbrando la columna con SDS al 1% (p/v). Las figuras 11 y 12 muestran los cromatogramas
de proteinas patron de peso molecular conocido separadas en las columnas TSK a) y Zorbax-diol
b), respectivamente.

La columna TSK G5000 PWXL proporciona una mayor retencion que las columnas
Zorbax-diol GF450-GF250, ya que la tiroglobulina (M;=660 kDa) eluye a 22,5 min y el
citocromo ¢ (M=12,4 kDa) a 33,4 min (Fig. 11). Entre ambas proteinas, el tiempo de retencion
es de 11,0 min, Las mismas proteinas, tiroglobulina y citocromo c, eluyen a 14,3 min y 23,3 min,
respectivamente, en las columnas Zorbax-diol, lo cual indica que el tiempo de retencion entre

ambas es de 9.0 min (Fig. 12). Sin embargo, la eficacia de los picos es mayor en las columnas con
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fase estacionana de tipo diol, segin se deduce del numero de platos teoncos calculado para cada
columna {(Tabla VI).

Las fracciones del electroentoque correspondientes a las isoformas 1 y 11 de arginasa
(Tabla IV y Figs. 5 y 0), fueron dializadas en agua-HPLC durante 2 h y después concentradas.
Las formas de arginasa nativa y la desnaturalizada con SDS al 1% (p/v) se inyectaron en las
columnas correspondientes. segun lo descrito anteriormente. En la Figura 13 se muestran los
resultados obtenidos en las columnas Zorbax-diol GF450-GF250. El pico mayoritario de SDS al
1% {(p/v) eluye a 14,4 min, va que forma una especie de “agregado micelar" de elevado peso
molecular en la fase movit (Fig. 13 A). La wsoforma 1 de arginasa eluye tanto nativa (Fig. 13 B)
como desnaturalizada (Fig. 13 C) a 21,9 min; los tres picos que eluyen antes que la proteina
corresponden a los distintos grados de agregacion de la micela de SDS. El tiempo de retencion de
la isoforma 11 de arginasa, tanto nativa como desnaturalizada, fue de 22,2 min.

La interpolacion de los vatores det volumen de retencion relativo de la isoforma 1 de
argmasa nativa (1,89) y de la isoforma 11 de arginasa nativa (1,91), obtenidos en la columna TSK
y los obtenidos en las columnas Zorbax-diol (1,77 y 1,79, respectivamente), en las rectas de
calibrado correspondientes (Figs. 14 A y B, respectivamente). permiti¢ estimar el peso molecular
de las isoformas [ y 1l de arginasa en 18,0 kDa y 16,0 kDa, respectivamente. Los volumenes de
retencion relativos de las isoformas | y Il desnaturalizadas con SDS, obtenidas en ias columnas
ZLorbax-diol, fueron los mismos que tos de las formas nativas. Las isoformas 1 y 1l de arginasa

estan compuestas de una sola subunidad, segin se deduce de su tratamiento con SDS.

HL.1.2.- Purificacién y caracterizacion de la isoforma 1§I de arginasa

La isoforma 1ll de arginasa fue purificada a partir de extractos libres de células
procedentes de talos de £ prunastri tras su incubacion en disoluciones tamponadas de
cicloheximida 40 uM durante 16 h en oscuridad (apartado 11.5.2.). En la Tabla V} se muestran

los resultados obtenidos.
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El extracto libre de células se concentrd a 150 ml y se sometié a fraccionamiento con
diferentes porcentajes (p/v) de sulfato amonico. La mayor actividad arginasa se obtuvo en el
sobrenadante correspondiente al 70% (p/v) de saturacion de la sal. Dicho sobrenadante se
adsorbid sobre gel de fosfato calcico, eluyendo del mismo la mayor actividad arginasa con tampon
Tris-HC1 0,16 M, pH 6.5 Esta fraccion se concentro y fue electroenfocada en columna, como
ultimo paso en el proceso de purificacion. Del electroenfoque se obtuvieron dos fracciones con
actividad arginasa; una de ellas con actividad especifica de 66,1 unidades y la otra con 11,2
unidades. A partir de este momento, se eligi6 la fraccion de mayor actividad arginasa, a la cual se
denomino isoforma [l1, para analisis posteriores. La isoforma 1l de arginasa se ha puriticado 259
veces con un rendimiento del 2%.

{.os distintos pasos del proceso de purificacion fueron analizados paralelamente mediante
HPLC en una columna de exclusion molecular TSK G5000 PWXL.. La Figura 15 A-C muestra los
resultados obtenidos. Los cromatogramas correspondientes al extracto libre de células (Fig. 15 A)
y al sobrenadante de sulfato amoénico al 70% (p/v) (Fig. 15 B) muestran diferentes picos
correspondientes a distintas proteinas. En la Figura 15 C se muestra un pico mayoritario, el cual
representa el 95% aproximadamente, que eluye a 28,5 min y corresponde a la isoforma Il de

arginasa; el pico que eluye a 38 min corresponde al tampon contenido en la muestra.

11L1.2.1.- Determinaciéon del punto isoeléctrico

El punto isoeléctrico (pl) de la isoforma 1lI de arginasa fue determinado mediante
electroenfoque en columna y corroborado por EC.

En la Figura 16 se representa el electroenfoque de la fraccion de arginasa de 66,1 unidades
de actividad obtemda tras desorcion con tampon Tris-HCi 0,16 M, pH 6,5 del gel de fosfato
calcico. Como puede observarse, se detectan tres fracciones cuya concentracion de proteina oscila
entre 25.0 y 60,0 pg-mi~!, pero solo dos de ellas presentan actividad arginasa (66,1 unidades la

que eluye a pH 6,18 y 11,2 unidades la que eluye a pH 4,68). El valor de pH al que eluye la
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fraccion con mayor actividad arginasa fue estimado como pl de la isoforma IIl de arginasa (pl
~ 0.18)

En la Figura 17 A v B se representan los electroforegramas correspondientes a la isoforma
I11 de arginasa utilizando capilares de 75 ym de diametro interno (Fig, 7 A). Cuando el electrolito
empleado es tampon borato sodico 15 mM/acido fosforico, pH 7.1, la temperatura 30°C y el
voltaje 25 kV, la arginasa eluye a 6,33 min (Fig. 17 A), lo que demuestra que esta cargada
negativamente. Si el electrolito empleade como fase movil es tampon borato sodico 25 mM, pH
9,0, a 30°C y aplicando 17 kV. el pico de arginasa eluye a 10,33 min (Fig. 17 B), lo cual vuelve a
indicar que esta cargada negativamente.

Los tiempos de retencion, 6,33 min y 10,33 min se transformaron en pe, en funcion de las
dimensiones del capilar (apartado 11.6.2 de Matenial y Métodos). La interpolacion de la movilidad
electroforética en la correspondiente recta de calibrado a pH 7,1 (Fig. 18 A) y pH 9,0 (Fig. 18 B)
permite deducir un valor medio de pl entre 5,0 {con electrolito a pH 7,1) y 5,7 (con electrolito a

pH 9,0). El valor de pl de la isoforma I de arginasa, determinado mediante EC es de 5,35.

11L.1.2.2.- Composicion de aminoicidos

L.a composicion de aminoacidos de la 1soforma Il de arginasa se estimo a partir de la
fraccion del electroenfoque en columna que contenia mayor actividad (66,1 unidades), mediante el
analisis de los productos obtenidos por hidrolisis acida a 24 h. Los resultados obtenidos se
recogen en la Tabla VIII. La enzima es rica en aminoacidos con grupos no polares, como son Ala
(% moles = 8,7), Val (% moles = 6,6) y Leu (% moles = 7.2), aminoacidos, por otra parte, tipicos
de pre-proteina. La isoforma Il de arginasa presenta menor proporcion de residuos acidos, Asx y
Glx, que las isoformas 1 y 1. El contenido en Ser (6,6%) y Gly (11,2%) también es elevado
respecto a otros aminoacidos. La Cys representa el 2,7% del total. El nimero de residuos de Trp

por cadena polipeptidica es de 9.
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[11.1.2.3.- Determinacion del peso molecular

El peso molecular de la isoforma I1l de arginasa fue estimado mediante HPLC-exclusion
molecular utilizando dos tipos de columnas: a} una columna TSK G5000 PWXL y b) dos
columnas en serie Zorbax-diol GF450-GF250, segun la configuracion y condiciones de analisis
descritas en el apartado 118 de Material y Métodos. El peso molecular de la isotorma il
desnaturalizada con SDS al 1% (p/v) fue calculado utilizando solo la configuracién b).
equilibrando la columna con SDS al 1% (p/v).

la fraccion del electroenfoque (Tabla VII y Fig. 16) de mayor actividad arginasa,
correspondiente a la tsoforma IlI, fue dializada frente a agua-HPLC durante 2 h y después
concentrada. La forma nativa y la enzima desnaturalizada con SDS al 1% (p/v) se inyectaron en
los dos sistemas de columnas descritos anteriormente. La interpolacion del valor del volumen de
retencion relativo de la arginasa nativa (1,71), obtenido en la columna TSK vy el obtenido en las
columnas Zorbax-diol ([,70) en las rectas de calibrado correspondientes (Figuras 19 A y B,
respectivamente), permitié estimar el peso molecular de la isoforma III de arginasa en,
aproximadamente, 26.0 kDa. El peso molecular deducido de cada columna difiere en ~ 1,0 kDa,
El volumen de retencion relativo de la isoforma 111 desnaturalizada con SDS, obtenido en las
columnas Zorbax-diol, fue el mismo que el de la forma nativa (1,68). La isoforma I} de arginasa

esta compuesta de una sola subunidad, segin se deduce de su tratamiento con SDS.

La isoforma 1V de arginasa fue purificada a partir de extractos libres de células
procedentes de los medios de incubacion de talos sumergidos en disoluciones tamponadas de
L-arginina 40 mM durante 8 h en oscuridad (apartado [1.5.3. de Material y Métodos). En la Tabla
IX se muestran los resultados obtenidos.

El extracto libre de células se concentré a 310 mi y se sometié a fraccionamiento con

sulfato amonico de diferente porcentaje de saturacion, entre el 10% vy el 95% {p/v). La mayor
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actividad arginasa se observo en el sobrenadante correspondiente al 50% (p/v) de saturacion de la
sal. Dicho sobrenadante se adsorbio sobre gel de fosfato calcico, eluyendo del mismo la mayor
actividad arginasa con tampon Tris-HCI 0,14 M, pH 9,1. Esta fraccion se concentro y fue
electroenfocada en columna, como ultimo paso en el proceso de purificacion. Del electroenfoque
en columna se obtuvieron tres fracciones con actividad arginasa: una de 26.2 unidades, otra de
9.6 umdades v otra de 123.2 unidades. A partir de este punto, se eligio la fraccion de mavor
actividad especifica (123 2 umdades). a la cual se denomino isoforma 1V de arginasa. para
posteriores analisis Dicha argimasa ha sido purificada 616 veces con un rendimiento del 5.6%.
aproximadamente

Los distintos pasos del proceso de purificacion fueron analizados paralelamente mediante
HPLC en una columna de exclusion molecular TSK G5000 PWXL. La Figura 20 A-D muestra
los resultados obtenidos. Los cromatogramas correspondientes al extracto libre de células (Fig. 20
A) y al sobrenadante del 50% (p/v) de saturacion de sulfato amonico (Fig. 20 B) muestran un
mayor numero de picos que en las Figuras 4 A-B y 15 A-B, correspondientes a las isoformas I y
IIT de arginasa, lo cual indicaria una gran secrecion de proteinas al medio de incubacion. En la
Figura 15 C' se muestra el cromatograma correspondiente a la fraccion de arginasa desorbida con
tampon Tris-HCL 0,14 M. pH 9,1, del gel de fosfato calcico. En este caso, a diferencia de las
anteniores purificaciones, la pureza de esta fraccion no es tan grande, ya que se pueden apreciar
claramente tres picos de tiempos de retencion a 26,8, 29,55 y 29,85 min, respectivamente, con
actividad arginasa. Tras el electroenfoque, logra obtenerse la proteina pura, como demuestra el
cromatograma de la Figura 20 D, donde el pico en solitario que eluye a 29,85 min representa el

99,9% frente al 32% del pico que eluye al mismo tiempo en la Fig. 20 C.

[11.1.3.1.- Determinacién del punto isoeléctrico

El punto isoeléctrico (pl) de la isoforma IV de arginasa fue determinado mediante

electroenfoque en columna y corroborado por EC.
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En la Figura 21 se representa el electroenfoque de la fraccion de arginasa de 68,9 unidades
de actividad (Tabla 1X) obtemido tras desorcion con tampon Tris-HCI 0,14 M, pH 9,1, del gel de
fostato calcico. Como puede observarse, se obtienen tres {racciones de 26,2, 9,6 y 123.2 unidades
de actividad, cuya concentracion de proteina oscila entre 25 y 65 pg-ml'l. Eistas tres fracciones
eluyen a pH 8.3, 7.9 y 5.6, respectivamente. La fraccion correspondiente a pH 5.6, valor que se
asimild al pl, que presentaba la mayor actividad arginasa, fue denominada isoforma IV,
empleandose para Jos anahisis posteriores

In fas Frewras 20 A v B se representan los electroforegramas correspondientes a la
isoforma IV de arginasa utilizando capilares de 75 um de diametro interno (Fig. 7 A). Cuando el
electrolito empleado como fase movil es tampdn borato sodico 15 mM/acido fosforico, pH 7.1 a
30°C y aplicando 25 kV de voltaje, la isoforma 1V de arginasa eluye a 7.6 mmn (Fig. 22 A), lo que
demuestra que esta cargada negativamente. Si el electrolito utilizado es tampon borato sodico 25
mM, pH 9,0, a 30°C y con un voltaje de 17 kV, el pico de arginasa aparece a 10,5 min (Fig. 22
B), lo que corrobora su carga negativa.

Los tiempos de retencion, 7,6 min y 10,5 min, se transformaron en p (apartado 11.6.2 de
Material y Metodos). La interpolacion de la movilidad electroforética en la recta de calibrado a
pH 7.1 (Fig. 23 A) v a pH 9.0 (Fig. 23 B) permite determinar un valor de pl, en ambos casos, de

4.8 para la isoforma 1V de arginasa.

111.1.3.2.- Composicion de aminodcidos

La composicion de aminoacidos de la isoforma 1V de arginasa se calculé a partir de la
fraccion del electroenfoque en columna que poseia la mayor actividad (123,2 unidades), mediante
el analisis de los productos obtenidos por hidrélisis acida a 24 h. Los resultados obtenidos se
recogen en la Tabla X. La isoforma IV de arginasa es rica en aminoacidos acidos, GIx y Asx, los
cuales representan el 14,9% y 11,6%, respectivamente, del contenido total. También presenta una
alta proporcion de Ser (9.8%) y Gly (15,4%). Un aspecto a destacar de la composicion

aminoacidica es la similitud que presenta con la isoforma | (Tabla V) ya que practicamente no
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existen diferencias. La Cys representa el 0,8% del total de aminoacidos. El nimero de residuos de

Trp por cadena polipeptidica se estimd entre 1y 2.

HI.1.3.3.- Determinacion del peso molecular

El peso molecular de 1a isoforma 1V de arginasa nativa fue estimado mediante HPLC-
exclusion molecular whilizando dos tipos de columnas a) una columna TSK G5000 PWXL. v by
dos columnas cn sere Zotbax-diol GF450-GE250, sepun la configrracion v condiciones analisis
descritas en el apartado 1.8 de Matenal v Métodos. El peso molecular de la isoforma 1V
desnaturalizada con SDS al 1% (p/v) fue calculado utilizando solo ia configuracion b),
equilibrando la columna con SDS al 1% (p/v). La fraccion del electroenfoque (Tabla [X y Fig. 21)
de mayor actividad arginasa, correspondiente a la isoforma IV, fue diahzada en agua-HPI.C
durante 2 h y después concentrada. Las formas nativa y desnaturalizada con SDS al 1% (p/v) de
arginasa fueron inyectadas en las columnas correspondientes, segun lo descrito anteriormente. La
interpolacion del valor del volumen de retencion relativo de la arginasa nativa (1,79), obtenido en
la columna TSK y el obtenido en las columnas Zorbax-diol (1,75), en las rectas de calibrado
correspondientes (Figs. 24 A y B, respectivamente), permitio estimar el peso molecular de la
isoforma IV de arginasa en aproximadamente 20 kDa. Ei volumen de retencion relativo de la
isoforma 1V desnaturalizada con SDS, obtenido en las columnas Zorbax-diol fue el mismo que el
de la forma nativa La isoforma IV de arginasa esta compuesta de una sola subunidad, segin se
deduce de su tratamiento con SDS.

Llegados a este punto podemos suponer que las isoformas 1 y II de arginasa son la misma
proteina, segun podemos deducir de su similitud en el punto isoeléctrico (pl = 5,83 y pl = 5,86,
respectivamente) y en el peso molecular (M; = 18,0 kDa y M, = 16,0 kDa). El hecho de que
eluyan con diferente fuerza ionica (0,1 M la isoforma I y 2,0 M la isoforma 11, de tampon Tris-
HCI, pH 9.1) del gel de fosfato célcico puede deberse a la microheterogeneidad derivada de

purificar las enzimas a partir de una amplia poblacion de individuos no clonados.
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Desde este momento, nos referiremos siempre a las isoformas I, 11l y IV de arginasa,
entendiendo que la 1y 1l son la misma proteina. Los estudios espectroscopicos, asi como los que

se comentaran mas adelante sobre ligamiento, se referiran a estas tres isoformas.



Tabla IV.- Purificacion de las isoformas 1 v 11 de arginasa a partir de talos de L. prunastri incubados < impon Tris-HCL
10 mM, pH 9,1, conteniendo L-arginina 40 mM, durante 6 h en oscuridad.

Proteina Actividad Acth and
Volumen Proteina total especifica 1ol Rendimiento  Purificacion
(ml) {mg mi” 5 {mg) (umdades) (Unmdacys (%) (veces)
Extracto libre de celulas 150 0,928 139,20 0.76 [RRC 100 -
Sobrenadante del 85% de
precipitacion  con  sulfato 60 0,072 432 2438 103 30 99,03 31.91

amonico

Fraccion eluida con tampon
Tris-HC1 0,1 M, pH 9.1 del gel 20 0.015 0.31 105.52 327 30,76 138,11
de fosfato calcico

Fraccion eluida con tampoén
Tris-HC1 2,0 M, pH 9,1 del gel 20 0.004 0,08 207.50 L& 15,60 270,94
de fosfato calcico

Electroenfoque de la fraccion

eluida con tampon Tris-HCl 3 0,014 0.042 112,86 4.7 4,46 147,72
0,1M, pH 9,1 del gel de

fosfato calcico

Fraccion de pl 5,86

Electroenfoque de la fraccion

eluida con tampon Trs-HC] 3 0,003 0,009 275.40 AN 2,33 35915
20M. pH 9.1 del gel de

fosfato calcico

Fraccion de pI 5,83

ZL



Figura 4 - (romatogramas obtenidos mediante HPL.C de exclusion molecular en columna
TSK G5000 PWXL, segun las condiciones de analisis descritas en el apartado
I8 de Matenal y Métodos, de las distintas fracciones del proceso de
purificacion de las isoforma I y 1] de arginasa En (A), extracto libre de
celulas; en (B), sobrenadante dializado del 85% (p/v) de saturacion con sulfato
amonico, en (C), fraccion eluida con tampon Tris-HCI 0,1 M, pH 9.1, del gel
de fosfato calcico y en (D), fraccion elmda con tampon Tris-HCI 2,0 M, pH
9.1 del gel de fostato calcico. Las flechas mndican los picos identificado como

isoformas [ y . i = inyeccion,
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Figura 5 - Electroenfoque en columna de la isoforma | de arginasa obtenida por desorcion
del gel de fosfato caleico con tampon Tris-HCI 0,1 M, pH 9.1. Proteinas (@),
pH (O} AE. indica actividad especifica expresada en umdades; la flecha

muestra el pl de la fraceion correspondiente a la isoforma |
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Figura 6 - Electroenfoque en columna de la isoforma 1l de arginasa obtemda por
desorcion del gel de fosfato calcico con tampon Tris-HC1 2.0 M, pH 9.1
Proteinas (®), pH (O) AE. indica actividad especifica expresada en
unidades; la flecha muestra el pl de la fraccion correspondiente a [a

isoforma (L
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Figura 7.- Representacion esquematica de (A), capilar de 75 um de diametro interno y

(B). capilar de 50 um de diametro interno. Pl = poliimida; S = silice fundida.
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Figura 8 - Anatomia interna de los capilares de silice fundida vistos a microscopio optico.
En (a) y (b) capilares de 75 pm de diametro mnterno, en (c-l), capilares de 50
um de diametro interno. En (a). capilar vacio intacto; en (b), corte correcto
del extremo; en {c), corte defectuoso que distorsiona la capa de poliimida; en
{d), aspecto del capilar lleno (flecha rellena) y vacio (flecha vacia); de (e) a
(k}, diferentes irregularidades de la pared interna del capilar; en (I}, formacion
de poro a través de la pared del capilar. Pl = poliimida; S = silice fundida. Las
fotografias fueron tomadas con un sistema Nikon Labophot utilizando un

objetivo acromatico 20x de apertura numeérica 0,4 (Ref. 160/0.17 Nikon).
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Figura 9 - Electroforegramas de la isoforma I de arginasa obtenidos con tampon borato
sodico 15 mM/acido fosforico pH 7.1 (A) 6 con tampon borato sodico 25
mM. pH 9,0 (B), como electrolito. La electroforesis se llevo a cabo en
capilares de silice fundida de 75 um de diametro interno por 60 cm de longitud
(hasta la ventana de deteccion). La temperatura fue de 30°C y el voltaje
aphicado fue de 25 kV en (A) y de 17 kV en {B). Las flechas indican el pico

identificado como isoforma I
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Figura 10 - Rectas de calibrado para la determinacion del punto isoeléctrico en funcion de
la movilidad electroforética (), construidas con proteinas de pl conocido. La
separacion de proteinas se obtuvo mediante electroforesis capilar, utilizando
como electrolito (A), tampon borato sodico 15 mM/ acido fostorico, pH 7,1, a
30°C y 25 kV, y = -4.23 + 1,06x; r = 0,96. En (B) . el electrolito fue tampon
borato sodico 25 mM, pH 9,0 a 30°C y 17 kV.y =-3.9+0,75x : r = 0,99. El
capilar de silice fundida y 60 cm de longitud. | = tiroglobulina (pl = 4,5);
2 = alcohol deshidrogenasa (pl = 5.4), 3 = anhidrasa carbonica (pl = 5.9);
4 = aldotasa (en A) (pl = 6,6), miogiobina {en B} (pl = 7.0); 5 = benzol (pl
igual al del electrolito). Las flechas indican la posicion de la isoforma I de

arginasa (O) en las rectas de calibrado obtenidas a pH 7.1 (A) y pH 9,0 (B).
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Tabla V.- Composicion de aminodcidos de las isoformas 1 y 1 de arginasa.

. Isoformal _ Isoformail

Aminoacido Yo moles Residuos™ moles Residuos
CYS** i,3 2 1.9 2
ASX 1.4 17 10.4 4
THR 5,2 8 52 7
SER 104 16 6.5 9
GLX [6,6 25 1.7 16
PRO 4.1 0 5,2 7
GLY 15,6 24 11,7 o
ALA 7.3 ! 10.4 14
VAL 4.2 7 6,1 8
MET 0.9 i-2 0.8 1
ILE 2.1 3 4.5 6
LU 4.2 7 8.5 I
TYR 1,0 2 2.9 4
PHE 2,1 3 2.9 4
HIS 1,0 2 2.2 3
LYS 4.2 %) 0.8 g
ARG 84 13 3.5 5
TRPp**F | 3

*

El nimero de residuos se expresa como el valor entero mas proximo, asumiendo un
peso molecular de 18.000 y 16.000 Da para las isoformas 1 y 11, respectivamente.
***Determinado como acido cistéico.

Determinado espectrofotométricamente por el método de Beaven-Holiday.
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Figura |1 .- Cromatograma obtenido mediante HPLC de exclusion molecular de proteinas
patron de peso molecular conocido. Columna TSK G5000 PWXI. (300 mm x
7.8 mm de d.i). Fase movil, tampon Tris-HClI 75 mM, pH 9.1; flujo 0.3
mi.min-!. deteccion UV a 280 nm. | = Tiroglobulina (M =660 kDa);
2 = Apoferntina (M=440 kDa); 3 = B-amilasa (M =200 kDa), 4 = Albumina
(M=67 kDa); 5 = Anhidrasa carbonica (M=29 kDa) y 6 = Citocromo ¢

(My=12.4 kDa),
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Figura I2 - Cromatograma obtenido mediante HPLC de exclusion molecular de proteinas
patron de peso molecular conocido. Columnas Zorbax GF450-GF250, 2 x
(250 mm x 9,4 mm d.i.). Fase movil, tampon Tris-HCl 200 mM, pH 8.5; flujo
1.0 mlmin‘l; deteccion UV a 280 nm. | = Tiroglobulina (M=660 kDa),
2 = Apoferritina (M =440 kDa); 3 = B-amilasa (M;=200 kDa); 4 = Albumina
(M=67 kDa), 5 = Anhidrasa carbonica (M;=29 kDa) v 6 = Citocromo ¢
(M=12.4 kDa).



5
2
3
4
1
[y
5
-
(&)
&)
Q@
Y
el
e
1 ] 1 i J
0 10 20 30 40

Tiempo {min)




92

Tabla V1.- Eficacia de las columnas TSK G5000 PWXL vy Zorbax-diol GF450 en serie
con Zorbax-diol GF 250, analizada como numero de platos teoricos (N) para
los picos de tiroglobulina y citocromo ¢ (numeros | y 6 en los
cromatogramas de las Figuras il y 12, respectivamente). Condiciones de
analists descritas en el apartado 11.8. de Matenial y Métodos.

Columna(s) Proteina N*
Tiroglobulina 107.904 + 650
TSK G5000 PWXL
Citocromo ¢ 85.931 + 730
‘Tiroglobulina 163.592 + 593
Zorbax GF450-Zorbax GF250
Citocromo ¢ 108.484 + 687

* N fue calculado mediante la expresion 16 - (tr/wb)2
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Figura 13 - Cromatogramas obtenidos mediante HPLC de exclusion molecular de SDS al
1% (p/v) (A), de la isoforma I de arginasa nativa (B) y desnaturalizada con
SDS al 1% (p/v) (C). Columnas Zorbax GF450-GF250, 2 x (250 mm x 9.4
mm d i.); fase movil | tampon Tris-HCl 200 mM, pH 8.5, conteniendo SDS al
1% (p/vy. figjo | mimin-!. deteccion UV a 280 nm. Las flechas rellenas
indican el pico identificado como tsoforma I de arginasa y las flechas vacias el

agregado de SDS 1 = inyeccion.
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Figura 14 - Rectas de calibrado para la determinacion del peso molecular en functon del
volumen de elucion relativo, construidas con proteinas de M, conocida. La
separacion de proteinas se obtuvo mediante HPL.C de exclusion molecular,
segun las condiciones de analisis descritas en el apartado 1.8 de Matenat y
Métodos. £n (A), columna TSK G5000 PWXL: y = 6,49 - 8,65x:r= 0,98 En
(B), dos columnas Zorbax-diol GF450-GF250, conectadas en serie; y = 6,43 -
8.74x, r = 0.98. | = tiroglobulina (M, = 660 kDa);2 = apoferritina (M, = 440
kDa);, 3 = B-amilasa (M, = 200 kDa), 4 = atbumina de huevo (M; = 67 kDa),
5 == anhidrasa carbonica (M = 29 kDa); 6 = citocromo ¢ (M, = 12,4 kDa) Las
flechas indican la posicion de las isoformas 1 (O) y H { ) de arginasa en las

rectas de cahibrado
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Tabla VIL- Purificacion de la isoforma 111 de arginasa a partir de talos de . prunastri incubados en tampon Tris-HC1 10 mM. pH 6.5,

conteniendo cictoheximida 46 uM, durante 16 h en oscuridad

Proteina Actividad Actividad
Volumen Protejna total especifica total Rendimiento  Purificacion

(ml) (mg-mi-1 (mg) (unidades) {(unidades) (%0} (veces)
Extracto libre de celulas 150 8,550 1282.80 0,25 32086 100 -
Sobrenadante del 70% de
precipitacion con  sulfato 62 0,200 12,40 10,37 128,58 39,32 40.66
amonico
Fraccion eluida con tampon
Tris-HC1 0.16 M, pH 6.5 del 20 0.120 2.40 30.50 73.34 22,43 119,84
gel de fosfato calcico
*  Electroenfoque de la
fraccion eluida con tampon 3 0,025 0,07 66.06 4.65 1,52 259,05
Tris-HC1 0,16 M, pH 6,5 del
gel de fosfato caleico.
Fraccion de pi 6,18
Electroenfoque de la fraccion
eluida con tampon Tris-HCI 3 0,060 0.18 11.25 2.03 0,62 4412

0.16 M, pH 6,5 del gel de
fosfato calcico.
Fraccion de pl 4,68

Lh
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Figura 15 - Cromatogramas obtenidos mediante HPL.C de exclusion molecular en columna
TSK 5000 PWXL., segun las condiciones de analisis descritas en el apartado
11.8 de Matertal y Métodos, de las distintas fracciones del proceso de
purificacion de la isoforma IIl de arginasa. En {A), extracto libre de celulas; er:
(B). sobrenadante dializado del 70% (p/v) de saturacidn con sulfato amonico y
en (C), fraccton eluida con tampon Tris-HC1 0,16 M. pH 6.5 del gel de fostato
calcico. Las flechas indican el pico tidentificado como isoforma 1l

1 = 1Inyeccion.
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Figura 16~ Electroenfoque en columna de la isoforma lll de arginasa obtenida por
desorcion del gel de fosfato calcico con tampon Tns-HCI 0,16 M, pH 6,5,
Proteinas (@), pH (0). AE. indica actividad especifica expresada en

unidades; la flecha muestra el pl de la fraccion correspondiente a la isoforina

1.
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Figura 17 - Electroforegramas de la isoforma [l de argmasa obtenidos con tampon borato
sodico 15 mM/acido fosforico, pH 7,1 (A) o con tampon borato sodico 25
mM, pH 9.0, (B), como electrolito. La electrotoresis se Hevo a cabo en
capilares de silice fundida de 75 um de diametro interno por 60 ¢m de longttud
(hasta la ventana de deteccion). La temperatura fue de 30°C y el voltaje
aplicado fue de 25 kV en (A) y de 17 kV en (B). Las flechas indican el pico

identificado como isoforma 11
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Figura 18 - Rectas de calibrado para la determinacion del punto isoeléctrico en funcion de
Ja movilidad electroforética (ng), construidas con proteinas de pl conocido. La
separacion de proteinas se obtuvo mediante electroforesis capilar, utilizando
como electrolito (A). tampon borato sddico 15 mM/ acido tosforico, pH 7,1. a
30°C'y 25 kV, y = -4.23 + 1,006x; r = 0,96. En (B) , el electrolito fue tampon
borato sodico 25 mM, pH 9,02 30°Cy 17 kV,y=-39+ 075 .1 =099 EI
capttar, de silice fundida y 60 cm de longitud. | = tiroglobulina (pI = 4,5);
2 = alcohol deshidrogenasa (pl = 5,4). 3 = anhidrasa carbonica (pl = 5.9),
4 = aldolasa (en A) (pl = 6,0), mioglobina (en B) (pl = 7,0}; 5 = benzol (pl
igual al del electrolito).Las flechas indican la posicion de la isoforma HI de

arginasa (O) en las rectas de calibrado obtenidas a pH 7,1 (A) y pH 9.0 (B).
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Tabla V1IL- Composicion de aminoacidos de la isoforma 111
de arginasa

Aminoactdo %6 moles Residuos*
CYSH* 2.7 6
ASX 10,3 22
THR 43 9
SER 6.6 15
GLX 13.4 28
PRO 4.5 9
GLY {12 29
ALA 8.7 18
VAL 0,6 14
MET 2.4 5

ILE 3.7 8
LEU 7.2 i5
TYR 2.8 6
PHE 3.1 7
HIS 2.1 5
LYS 5.3 [
ARG 4.7 10
TRP*** g

El numero de residuos se expresa como el valor eniero mas proximo
asumiendo un peso molecular de 26.000 Da.
**  Determinado como dctdo cistéico.
* Determinado espectrofotométricamente por el método de Beaven-Holiday
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Figura 19 - Rectas de calibrado para la determinacion del peso molecular en funcion del
volumen de elucion relativo, construidas con proteinas de M; conocida. La
separacion de proteinas se obtuvo mediante HPLC de exclusion molecular,
segun las condiciones de analisis descritas en el apartado 11.8 de Material y
Metodos. En (A), columna TSK G5000 PWXL; y = 6,49 - 8.65x; r = 0,98 En
(B). dos columnas Zorbax-diol GF450-GF250, conectadas en serie; y = 6.43 -
8,74x. r = 0.98. | = tiroglobulina (M, = 660 kDa); 2 = apoferritina (M, = 440
kDa), 3 = B-amitasa (M = 200 kDa); 4 = albumina de huevo (M = 47 kDa); §
== anhidrasa carbonica (M. = 29 kDa), 6 = citocromo ¢ (M} = 12,4 kDa). Las
flechas indican la posicion de la isoforma 11l {O) de arginasa en las rectas de

calibrado.
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Tabla IX.- Purificacion de la isoforma IV de arginasa a partir de talos de £ prunasirr incubados en tampon Tris-HC! 10 mM. pH 9.1,
conteniendo L-arginina 40 mM. durante & h en oscuridad

Protema Acuvidad Actividad . -
Volumen Proteina total especifica total Rendimiento  Purificacion

{ml) (mg-mi-1) {mg) (unidades) (unidades) (%) {veces)
Medio de incubacion 300 6.634 1990.20 0.20 398 .04 HE -
Sobrenadante del 50% de precipitacion
con sulfato amonico 75 0,221 16,37 20,89 346.25 86,98 104 45
Fraccion eluida con tampon Tris-HCl
0.14 M, pH 9,1 del gel de fosfato 45 0.030 1.35 68 89 93.00 23,36 344,45
calcico
Electroenfoque de la fraccion eluida
con tampon Tris-HCL 0,14 M, pH 9,1 3 0.035 0.105 26.17 2.75 0,69 130,85
detl gel de fosfato calcico.
Fraccion de pl 8,30
Electroenfoque de la fraccion eluida
con tampon Tns-HCI 0,14 M, pH 9,1 3 0.012 0,036 9.57 3,54 0,08 47,85
del gel de fosfato calcico.
Fraccion de pl 7,90
* Blectroenfoque de la fraccion eluida
con tampon Tris-HCl 0,14 M, pH 9,1 3 0,060 0.180 123,20 22,17 5,57 616,00

del gel de fosfato calcico.
Fraccion de pl 5,60

601

* Fraccion del electroenfoque en columna elegida como isoforma IV de arginasa



Figura 20.- Cromatogramas obtenidos mediante HPLC de exclusion molecular en columna
TSK G5000 PWXL, segun las condiciones de analisis descritas en el apartado
i1 8. de Material y Métodos, de las distintas fracciones del proceso de
purificacion de la isoforma 1V de arginasa. En (A), extracto libre de células; en
(B), sobrenadante dializado del 50% {p/v) de saturacion con sultato amonico;,
en (C), fraccion eluida con tampén Tris-HCl 0,14 M, pH 9.1, del gel de
fosfato calcico; en (D), fraccion eluida del electroenfoque en columna a pH

5.5 Las flechas indican el pico identificado como isoforma V. 1 = inyeccion.
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Figura 21 - Electroenfoque en columna de la isoforma IV de argmasa obtenida por
desorcion del gel de fosfato calcico con tampon Tris-HCI 0.14 M, pH 9,1.
Proteinas (®), pH (0) AE. indica actividad especifica expresada en

unidades; la flecha muestira el pl de la fraccion correspondiente a la isoforma

IV,
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Figura 22 - Electroforegramas de la isoforma [V de arginasa obtenidos con tampon borato
sodico 15 mM/acido fosforico pH 7.1 (A) o con tampon borato sodico 25 mM
pH 9.0 (B), como electrolito. La electroforesis se llevo a cabo en capilares de
sitice fundida de 75 um de diametro interno por 60 cm de iongitud (hasta la
ventana de deteccion). La temperatura fue de 30°C y el voltaje aplicado fue de
25kVen (A)yde |7 kV en (B). Las flechas indican el pico identificado como

isofonna 1V
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Figura 23 - Rectas de calibrado para la determinacion del punto 1soeléctrico en funcion de
ta movilidad electroforética (), construidas con proteinas de pl conocido.
l.a separacion de proteinas se obtuvo mediante electroforesis capilar,
utilizando como electrolito (A) tampon borato sodico 15 mM/ acido
fostorico, pH 7.1, a 30°C y 25 kV,y = -4,23 + 1,06x;r = 0.96. En (B) , el
electrolito fue tampon borato sodico 25 mM, pH 9,0 a 30°C y 17 kV,y =
-3.9 + 0,75x ;1 = 0,99, El capilar, de silice fundida y 60 cm de longitud.
I = tiroglobulina {pl = 4.5). 2 = alcohol deshidrogenasa (pl = 5.4);
3 - anhidrasa carbonica (pl = 5,9), 4 = aldolasa (en A) (pl = 6,6),
mioglobina (en B) (pl = 7,0); 5 = benzol (pl = al del electrolito). Las
flechas indican la posicion de la isoforma IV de arginasa (O ) en las rectas

de calibrado obtenidas a pH 7,1 (A) y pH 9,0 (B).
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Tabla X.- Composicion de aminoacidos de la isoforma 1V de arginasa.

Aminoacidos 2% moles Residuos*
CY S 0.8 I
ASX 1.6 |8
THR 0,0 Q
SER 9.8 15
GLX 14.9 23
PRO 4.8 7
GLY 1S4 24
AlLA 8.4 13
VAL 5,6 9
MET 1.0 }
ILE 3.2 5
BRE 5.6 9
TYR 1.8 3
PHE 2.3 3
HIS {,4 2
LYS 4.6 7
ARG 2.4 4
JTRp*** 2

*  El numero de residuos sc expresa como el valor entero mds proximo, asumiendo un peso

molecular de 18.000 Da.
* - . .- - ,e
***Dclemnnado como dcido cistéico.
Determinado espectrofotométricamente por el método de Beaven-Holiday.



119

Figura 24 - Rectas de calibrado para la determinacion del peso molecular en funcion del
volumen de elucion relativo, construidas con proteinas de M, conocida. La
separacion de proteinas se obtuvo mediante HPLC de exclusion molecular,
segun las condiciones de analisis descritas en el apartado 11.8 de Matenial y
Meétodos. En (A), columna TSK G5000 PWXL,y = 6,49 - 8.65x; 1= 0,98 En
(B), dos columnas Zorbax-diol GF450-GF250, conectadas en serie; y = 6,43 -
8.74x; r = 0.98. | = tiroglobulina (M; = 660 kDa); 2 = apoterritina (M, = 440
kDa); 3 = B-amilasa (M = 200 kDa);4 = albamina de huevo (M, = 67 kDa); 5
= anhidrasa carbonica (M, = 29 kDa), 6 = citocromo ¢ (M, = 12,4 kDa). Las
flechas indican la posicion de la isoforma 1V (O) de arginasa en las rectas de

caltbrado.
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111.2.- CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS DE LAS ISOFORMAS I, HI Y 1V

DE ARGINASA

En este bloque se presentan las Figuras 25 a 29
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I11.2.1.- Espectros de absorcion ultravigleta

Los espectros de absorcion de las isoformas [, 1l y IV de arginasa en el rango de
longitudes de onda del ultravioleta (190-340 nm) se muestran en la Figura 25 En ellos se puede
observar un maximo centrado a 275-278 nm para las tres isoformas. Este maximo de absorcion se
encuentra ligeramente desplazado hacia longitudes de onda inferiores al valor que posee el
maximo en el espectro de absorcion del Trp libre. Ello indica la existencia de Tyr (ver Tablas V,
VI y X), cuya absorcion maxima s¢ encuentra a 277 nm

Otro aspecto a destacar es la existencia de una discreta absorcion a partir de los 310 nm,

hecho que podria reflejar una cierta tendencia a la agregacion de las proteinas.

H1.2.2.- Espectros de fluorescencia

Los espectros de emision de fluorescencia de las isoformas 1. 1l y IV de arginasa,
excitando a diferentes longitudes de onda se muestran en las Figuras 26, 27 v 28.

Cuando la fongitud de onda de excitacion es de 275 nm (Fig. 26), es decir, excitando
simultaneamente Tyr y Trp, los espectros de emision de las tres isoformas de arginasa presentan
dos maximos, uno centrado a 342-346 nm y otro a 305 nm. Debe destacarse la emision a 288-290
nm que presenta la isoforma 111 de arginasa.

Cuando la muestra se excita con luz de longitud de onda de 295 nm (Fig. 27), es decir,
analizando exclusivamente la contribucion de Trp, se detecta un maximo de emision a 351 nm y
un hombro a2 416 nm en la isoforma I. Las isoformas 111 y IV también emiten fluorescencia a 351
nm, pero su maximo principal se encuentra a 331 nm; se puede también observar otro maximo
secundano a 397-401 nm.

Al analizar fa contribucion de la Phe al espectro de emision de fluorescencia, excitando a
257 nm (Fig. 28), se observa que las tres isoformas de arginasa presentan un maximo de emision
en ¢l entorno de 345-350 nm. Las isoformas I y [V poseen otro maximo secundario de emision a

290-300 nm, pero la isoforma HI no lo posee.
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En la Figura 29 se recoge el espectro de emision y excitacion simultaneas (espectro
sincronico o "sincroscan”) de las 1soformas [, 11 y IV, Las tres presentan un maximo de emision
principal airededor de los 355-356 nm y un maximo de emision secundarto en la zona de los 305-

307 nm, que la isoforma 111 no posee.
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Figura 25 - Espectros de absorcion ultravioleta de: 42 pg-m!'l de isoformal (A); 37
pa-mi-l de isoforma 11 (@) y 25 po-mi-l de isoforma 1V (@) de arginasa,
disueltas en tampon Tris-HCI 10 mM. pH 9,1 (isoformas I v V) o pH 6.5

tisoforma 1H).
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Figura 26 - Espectro de emision de fluorescencia de: 42 pg.ml‘] de isoforma 1 (®); 37
ug.ml" de isoforma 111 (m) y 25 pg_ml‘l de isoforma 1V (A} de arginasa,
disueltas en tampon Tris-HCH 10 mM, pH 9.1 (isofoimas I y 1V) o pH 6,5

(isoforma 111} Longitud de onda de excitacion 275 nm.
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Figura 27 - Espectro de emision de fluorescencia de: 42 pg_ml‘i de 1soforma | (®); 37
pgeml-! de isoforma [T (m) y 25 pg-ml‘l de isoforma IV (4) de arginasa,
disueltas en tampon Tris-HCI 10 mM, pH 9,1 (isoformas 1 y 1V) o pH 6,5

{isoforma 111). Longitud de onda de excttacion 295 nm.
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Figura 28 - Espectro de emision de fluorescencia de: 42 ng-ml-! de isoforma I (®); 37
ug-mi‘] de isoforma 1l (m) vy 25 ug-ml‘l de isoforma IV (&)} de arginasa,
disueltas en tampon Tris-HCl 10 mM, pH 9,1 (isoformas 1 y 1V) o pH 6.5

(isoforma Il1). Longitud de onda de excitacion 257 nm.
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Figura 29.- Espectros de emision y excitacion simultaneos de fluorescencia de las
isotormas 1 (@), 1] (m) y IV (&) de arginasa disueltas en tampon Tris-HCI

10 mM, pH 9.1 (ysoformas 1 y 1V) o pH 6,5 (isoforma 1)
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[11.3.- ANALISIS Y CUANTIFICACION DE ATRANORINA, ACIDO EVERNICO Y
ACIDO USNICO

En este bloque se presentan las Figuras 30 a 36 y las

Tablas X1y XIlI
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111.3.1.- Espectros de absorcion ultravioleta

Los espectros de absorcion de los fenoles atranorina y acidos evérnico y Usnico, en el
rango de longitudes de onda del ultravioleta (210-350 nm), se recogen en las Figuras 30 A-C.

En todos ellos se observa un maximo alrededor de 270-280 nm, que se corresponde con ¢l
maximo de absorcion de los compuestos aromaticos. La atranorina (Fig. 30 A) presenta un
maximo a los 280 nm; el acido evémico (Fig 30 B) absorbe a los 270 nm, mientras que el acido
asnico (Fig. 30 C) presenta el maximo a 280 nm.

A la vista de estos resultados se eligieron las longitudes de onda de méaxima absorcion de

cada fenol en los analisis de HPLC.

I11.3.2.- Estabilidad en disoluciones tamponadas

La estabilidad de una disolucién de atranorina (0,5 mg'ml-1) en tampon Tris-HC1 0,1 M,
pH 9.1 y pH 6.5, se muestra en las Figuras 31 A y B, respectivamente. La atranorina, a la citada
concentracion, tarda en disolverse por completo 48 h, independientemente del pH. Entre las 48 h
y las 120 h, la cantidad de atranorina que se detecta es la misma, lo cual indica que no se esta
degradando o convirtiendo en otros productos.

La estabilidad de una disolucion de acido evérnico (0,2 mg'ml‘l) en tampon Tris-HC1 0, ]
M. pH 9,1 y 6.5, se muestra en las Figuras 32 A y B, respectivamente.

Cuando el pH de la disolucion es 9,1 (Fig. 32 A), la cantidad de acido evérnico, registrada
como cuentas de area, desciende rapidamente durante las 24 primeras horas hasta alcanzar un
tercio de la cantidad inicial. A este tiempo se detectan acidos orselinico y everninico, productos
de degradacion del acido evérnico. La cantidad de acido orselinico desciende a partir de las 72 h,
momento en el cual se empieza a detectar orcinol, producto de degradacion del acido orselinico.
El acido everninico no se degrada, al menos hasta las 120 h de analisis.

Cuando la disolucion se hace a pH 6,5 (Fig. 32 B), la estabilidad del acido evérnico es

mayor. Los acidos orselinico y everninico también se detectan a partir de las 6 primeras horas
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pero en menor cantidad que a pH 9,1. El acido evérnico se degrada a partir de las 24 h, pero no
aparece orcinol en cantidad detectable, al menos durante las 120 h de analisis.

En las Figuras 33 A y B se muestra la estabilidad del acido uasnico (0,3 mg-ml=1) en
disoluciones tamponadas con Tris-HCl 0,1 M a pH 9,1 (Fig. 33 A) y pH 6,5 (Fig. 33 B) lLa
maxima solubilidad del acido Gisnico se alcanza a tiempos mayores (48 h) a pH 6,5 que a pH 9,1
(24 h). A partir de entonces, el acido Gsnico no parece degradarse y es estable, como lo
demuestra el hecho de no observar ni aparicion de productos de degradacion m variacion en su

canfidad.

[1L.3.3.- Separacién v cuantificacion mediante HPLC

Los fenoles extraidos del cortex, del talo y del medio de incubacion, segin lo descrito en
el apartado 11.10.1 de Material y Métodos, procedentes de talos incubados en L-arginina 40 mM
durante diferentes tiempos en oscuridad, fueron analizados por HPLC. La separacion se realizo en
fase reversa, empleando una columna Nucleosil 5C8, en las condiciones de analisis descritas en el
apartado [1.10.4.

Las Figuras 34 A-C muestran cromatogramas significativos. El analisis dura 6 min, ya que
a este tiempo ha eluido el acido usnico (cuando esta presente), ultimo fenol en aparecer debido a
la menor polaridad que presenta en comparacién con la atranorina y los acidos orselinico,
everninico y evérnico. La proporcién de cada pico varia en relacion a la procedencia de la
muestra.

La cuantificacion de la atranorina y los acidos evémico y usnico se realizé mediante
interpolacion de los valores de cuentas de area obtenidos en una recta de calibrado construida con
concentraciones crecientes de cada patron. Se eligio el rango de linearidad del detector en todos
los casos. Las rectas de calibrado que representan cuentas de area en funcion de la concentracion
fueron ajustadas por minimos cuadrados y utilizadas en la cuantificacion de los fenoles. Estas

rectas de calibrado se muestran en la Tabla X1
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111.3.4.- Valoracion del contenido de fenoles en muestras de cértex, talo y medio de

incubacidon

Con objeto de relacionar el contenido de fenoles y la maxima actividad de cada isoforma
de arginasa, se estudio la variacion temporal de atranorina y acidos evérnico y tsnico en funcidn
de las condiciones de incubacion. El analisis se realizdé a tres niveles: valorando los fenoles
presentes en el cortex, en el talo (una vez eliminados los corticales) v los disueltos en los medios
de incubacion, segun lo descrito en los apartados 11.10.1.1 y [1.10.1.2.

En la Figura 35 se muestran los resuitados de la variacion temporal de fenoles en muestras
de talo incubadas en L-arginina 40 mM tamponadas con Tris-HC1 0,1 M, pH 9.1. El acido
evernico v la atranorina representan el 70% y el 30%, respectivamente, de los fenoles totales
extraidos del cortex en ausencia de cualquier tratamiento. La cantidad de acido asnico aumenta
progresivamente desde el comienzo de la incubacion, mientras que el contenido de acido evérnico
disminuye en la misma medida en el cortex (Fig. 35 A-C).

En el talo (Figs. 35 D-F), la atranorina es, sin embargo, el fenol que se encuentra en mayor
cantidad; el acido evernico aparece en trazas y de acido usnico se detectan valores alrededor de
2.5 mg-g-! de talo seco.

En el medio (Figs. 35 G-I} se disuelve principalmente el acido evérnico, cuyo contenido
alcanza aproximadamente los 12,5 mg-g-! de talo seco entre las 4 h v 8 h de incubacion. La
atranorina solo se detecta a tiempos cortos y el contenido en 4acido Usnico aumenta
progresivamente desde las 10 h de incubacion de los talos.

Cuando éstos son incubados en disoluciones de cicloheximida 40 uM, en medios
tamponados con Tris-HCI 0,1 M, pH 9,1, el patrén de distribucion de los fenoles, en los
diferentes extractos, es muy distinto al obtenido cuando hay L-arginina en el medio. Los
resultados pueden observarse en las Figuras 36 A-1.

En el cortex (Figs. 36 A-C) se pueden detectar cantidades apreciables de atranorina vy

4cido usnico que oscilan entre 8 y 30 mg-g-1 de talo seco. El contenido de acido evérnico es algo
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mayor, alrededor de 40 mg- g1 de talo seco, excepto a las 2 h de incubacion, cuando se detectan
unos 140 mg-g-! de talo seco.

La cantidad de fenoles (atranorina y acido usnico) detectada en talo (Figs. 36 E y F) en
muestras incubadas en presencia del inhibidor de la traduccion es semejante a la de aquellas
incubadas en L-arginina. El contenido de acido evérnico en el talo (Fig. 36 D) es, sin embargo,
mayor y pueden apreciarse dos méaximos a 4 y 10 h de incubacidn.

Atranorina y acidos evérnico v Gsnico se solubilizan en menor cantidad en el medio (Figs.
36 G-1) que en el caso anterior (Figs. 35 G-I) como puede apreciarse por la diferencia de escala
grafica.

El acido usnico es el fenol detectado en mayor cantidad en el medio de incubacion. Su

contenido oscila entre 0,1 y 0,3 mg-g-! de talo seco.

I11.3.5.- Valoracion del contenido de fenoles solubles en el extracto libre de células

La solubilidad de los fenoles en disoluciones acuosas es muy baja aunque, como se ha
seftalado, varia en funcion del pH (Figs. 31, 32 y 33). Como una primera aproximacion, se calculod
la cantidad de atranorina, acido evérnico y acido usnico que se solubiliza en los extractos libres de
células procedentes de muestras de talo a los tiempos en que se detecta la maxima actividad de
cada isoforma de arginasa. Estos son:

1) Maxima actividad de la isoforma I de arginasa: talo incubado 6 h en L-arginina
40 mM tamponada con Tris-HC!I 0,1 M, pH 9,1.

1) Maxima actividad de la isoforma III de argnasa: taio incubado 16 h en
cicloheximida 40 pM tamponada con Tris-HC1 0,1 M, pH 9,1.

i} Maxima actividad de la isoforma IV de arginasa: medio de incubacién
procedente de talos incubados 8 h en L—arginina' 40 mM tamponada con
Tris-HCI 0,1 M, pH 9,1.

La cantidad de cada fenol detectada en estas condiciones puede ser un indicativo de la

concentracion accesible a la proteina y, en principio, aquella capaz de ejercer un determinado
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efecto fisiologico. La extraccion se realizo segin lo descrito en el apartado I1.10.1.3. de Material
y Métodos. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla XII. En las condiciones de maxima
actividad de la isoforma 1 de arginasa (i) se detectan 0,19 nmol de atranorina, 0,75 nmol de acido
evérnico y 1.0 nmol de acido snico. Estas cantidades son mayores en las condiciones de maxima
actividad de la isoforma I1 de arginasa (ii), va que se detectan 1,1 nmol de atranorina, 2,3 nmol
de acido evérnico y 2.7 nmol de 4cido usnico. En las condiciones de maxima actividad de la
isoforma I'V de arginasa (iii), el extracto libre de células contiene 5,4 nmol de atranorina, 3,7 nmol
de acido evérnico v 4,0 nmol de acido tsnico. Todos los valores vienen expresados por g de peso
de talo seco.

En este punto conviene puntualizar que los fenoles liquénicos estan localizados en tres
posiciones especificas:

a) Fenoles corticales, exocelulares, cristalizados sobre las hifas que forman el
cortex, en donde actian a modo de pantalla para filtrar densidades de flujo fotonico no lestvas
para las algas.

b) Fenoles intratalinos que, a su vez, pueden estar cristalizados sobre las paredes
celulares, tanto del fotobionte como del micobionte, o pueden estar localizados en el interior
celular, solubilizados en el citosol, tanto de las algas como del hongo. Sélo en esta ultima
localizacion podra tener efecto fisiologico sobre las enzimas citosolicas.

La estimacion de la concentracion de fenoles en los extractos libres de células puede dar
una idea aproximada de la conceniracion de fenoles intracelulares, aunque no exacta, dado que
parte de los fenoles parietales pueden disolverse durante el proceso de preparacion. Por ello, se ha
estimado la concentracion de fenoles corticales (apartado 11.10.1 de Matenal y Métodos) vy
fenoles intracelulares por comparacion a la encontrada en los extractos libres de células. La
concentracion de fenoles en cortex resultd ser aproximadamente 47 veces superior, y la de
medulares [,9 veces inferior a la del extracto libre de células. Por ello, para estimar la accion de
los diferentes efectores sobre la hipotética cooperatividad de una isoforma con el sustrato, se han

utilizado concentraciones de tenol aproximadamente mitad de las encontradas en los extractos
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libres de células para las isoformas I y III | talinas, y practicamente igual a la encontrada en los

medios de cultivo para la isoforma 1V, segregable, segun se especifica en las Tablas 1y XIIL
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Figura 30 - Espectros de absorcion ultravioleta de atranorina (A), acido evérnico (B) y
acido usnico (C) preparados en agua-HPLC:acido acético (99:1 v/v)
/acetonitrilo (30/70,v/v). La concentracion empleada fue de 0,1 mg-ml-1,

D.O. = densidad optica.
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Figura 3| - Estabilidad de una disolucion de atranorina (0,5 mg-ml-!) en tampon Tris-HCl
0.1 M apH 9,1 (A) vy pH 6,5 (B) en funcion del tiempo en oscuridad. La
cuantificacton de atranorina se llevé a cabo mediante HPLC utilizando una
columna de fase reversa Nucleosil 5C8 en las condiciones de analisis

especificadas en el apartado 11.10.4 de Material y Métodos.
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Figura 32 - Estabilidad de una disolucion de acido evérnico (0,2 mg.ml-1) (@) en tampon
Tris-HCI 0.1 M a pH 9,1 (A) y pH 6,5 (B) en funciéon del tiempo en
oscurtdad. La cuantificacion de atranorina se llevo a cabo mediante HPLC
utilizando una columna de fase reversa Nucleosil 5C8 en las condiciones de
analisis especificadas en el apartado 11.10.4 de Material y Métodos. (O),

acido everninico; ( .}, acido orselinico, (+), orcinol.
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Figura 33 - Estabilidad de una disolucion de acido dsnico (0,3 mg-ml~1) en tampon Tris-
HCI 0, M a pH 9,1 (A) y pH 6,5 (B) en funcion del tiempo en oscuridad. La
cuantificacion de acido usnico se llevd a cabo mediante HPLC utilizando una
columna de fase reversa Nucleosil 5C8 en las condiciones de analisis

especiticadas en el apartado 11.10.4 de Material y Métodos.
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Figura 34.- Cromatogramas representativos de los fenoles de E. prunasmri obtenido a
partir de diferentes muestras, segun lo descrito en el apartado I1 101 de
Material y Métodos. En (A) , cortex obtenido de taios incubados 16 h en [.-
arginina 40 mM; en (B), talo incubado 2 h en L-arginina 40 mM; en (C),
medio obtenmido de talos incubados 6 h en L-arginina 40mM. La separacion se
realizo en HPLC utihzando una columna Nucleosil 5C8 de fase reversa en las
condiciones de analisis descritas en el apartado 11.10.4 de Material y Métodos.
I, acido orselinico; 2, acido everninico; 3, acido evérnico; 4, atranorina; 5,

acido usnico. i = inyeccion.
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Tabla XI.- Ecuaciones de las rectas de calibrado, ajustadas por minimos cuadrados,
empleadas en la cuantificacion de atranorina, acido evérnico y 4cido usnico,
separados mediante HPLC en una columna Nucleosil 5C8 de fase reversa
en las condiciones descritas en el apartado [1.10.4. de Material y Métodos.

Fenotl Fcuacion de la recta de calibracion indirecta®*
Atranorina
{con actdo evermeo 0,01 mg-ml'l y=-0,039+0,55%, r=099

COmo patron externo)

Acido evérnico
(con atranorina 0,02 mg-ml'] y=-0,196+ 3,66 x; r=10,98
COmo patron externo)

Acido usnico
{con acido evérnico 0,01 mg-ml‘1 y=-0377+234x, r=0,97
COmo patrén externo)

* Calibracion reflerida al patrén externo
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Figura 35 - Variacion de ia cantidad de acido evérnico (®), atranorina () y acido Usnico
(m) en funcion del tiempo de incubacion de talos de £, prunastri, en tampon
Tris-HCl 0,1 M, pH 9,1, conteniendo L-arginina 40 mM. En (A B y (),
fenoles del cortex; en (D,E y F), fenoles de talo una vez extraidos los del

cortex v en (G,H e 1), fenoles en el medio de incubacion.
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Figura 36 - Variacion de la cantidad de acido evérico (®), atranorina (4 ) vy acido Usnico
{w} en funcion del tiempo de incubacion de talos de £, prunastri, en tampon
Trs-HCI 0,1 M, pH 9,1, conteniendo cicloheximida 40 uM. En (A.B v (),
tenoles del cortex; en (D,E y F), fenoles de talo una vez extraidos los del

cortex y en {G,H e ), fenoles en el medio de incubacion.
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Tabla X11.- Cantidad de fenoles endogenos detectada en los extractos libres de células
(medio de incubacion) de talos de £ prunastri incubados en las
condiciones de maxima actividad de cada 1soforma de arginasa.

Isoforma de Condiciones de maxima Fenol
arginasa actividad* (nmol-g-! peso seco)
atranofina acido evernico acido usnico
1 6 h 0,19 + 0,020 0.75 + 0,008 1,00 + 0,030

en L-arginina 40 mM

11 16k
en cicloheximida 40 uM 1,10 + 0,015 2,26 + 0,007 2,72 + 0,020

v 8h
en L-argimina 40 mM 5,37 + 0,012 3,67 + 0,008 4,05 1+ 0,030

* Detalles en apartado (1.10.1.3 de Material v Métodos
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[1L4.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE LA VELOCIDAD
DE REACCION DE LAS ISOFORMAS DE ARGINASA EN AUSENCIA Y
PRESENCIA DE EFECTORES

En este bloque se presentan las Figuras 37 a 44 y la

Tabla XIII
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La caracterizacion cinética de una enzima incluye habitualmente la determinaciéon de su
velocidad maxima {vpay) de reaccion y de su constante de Michaelis-Menten (Kpy) para cada
sustrato. Estos datos resultan muy Utiles a la hora de comparar diferentes isoformas. Por otro
fado, la presencia de uno o varios efectores puede modificar la cinética de la enzima, pudiéndose
comportar éstos como activadores o inhibidores. Los cambios producidos por el efector se
pueden observar a nivel de vyax ¥ Ky, encontrandose diferente tipo de accion sobre cada
isoforma.

Ya que existen variaciones del contenido de fenoles en las condiciones de méxima
actividad de cada isoforma particular, se tratd de ligar estos dos hechos estudiando el

comportamiento cinético de cada isoforma en presencia y/o ausencia de efector.

111.4.1.- Sobre la isoforma 1 de arginasa

L.a estimacion de velocidad de reaccion de la isoforma 1 frente a concentraciones
crecientes de sustrato (L-arginina) se realizo segin lo descrito en los apartados tL11. y 112, En
ta Figura 37 se muestran los resuitados obtenidos.

La vartacion de la velocidad de reaccion en funcion de la concentracion de sustrato se
puede asimilar a una hipérbola, lo cual demuestra que la isoforma | es una enzima micaeliana. A
partir de concentraciones de L-arginina superiores a 6 mM se puede apreciar una ligera inhibicion
por exceso de sustrato. El valor de Ky, estimado a partir de esta representacion directa, es de 1.5
mM v el de viay de 2,49 pmoles de amoniomin-1.

LLa representacton directa de los datos, concentracion de sustrato frente a velocidad de
reaccion, es el mejor sistema para calcular Ky v Vmax, Ya que no es necesario hacer
transformaciones de los resultados experimentales que distorsionan los posibles errores cometidos
en las medidas. Una vaniacion de la representacion directa de Michaelis-Menten es la sugerida por
Eisenthal-Cornish-Bowden, donde K, ¥ vmyax vienen definidas como la media de las diferentes
intersecciones obtenidas al representar las rectas formadas por los pares (vg, [S]). La manera de

representar los datos es la siguiente: cada valor de velocidad se dibuja en el eje de ordenadas
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(Vmax) v los correspondientes valores negativos de sustrato (-[S]) se dibujan en el eje de abcisas
{Km). Los dos puntos se unen extrapolando la linea en el espacio vipax < Ky En la Figura 38 se
muestra esta representacion, obtenida a partir de los resultados de velocidad de reaccidn de la
isoforma | de arginasa. Los valores de Kiy, ¥ vinax que se obtienen son 4,9 mM y 5,25 umoles de
amonio-min~ !, respectivamente.

La representacion de dobles reciprocas de Lineweaver-Burk es la mas utilizada; sin
embargo, produce rmportantes desviaciones de los valores de K, ¥ vipax, y2 que los posibles
errores cometidos en las medidas afectan en mayor grado a las dobles mversas de velocidad v
concentracion de sustrato.

La tercera representacion elegida para el calculo de los valores de Ky v vipay fue la de
Hanes, una transformacion de los datos directos en la que se eligen los pares [S]-vg~!/[S] Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 39. El valor de Ky, obtenido fue de 1,25 mM vy el
de vimax de 2,79 umoles de amonio-min-t,

El efecto de fa atranorina y los actdos evérnico y Usnico sobre fa velocidad de reaccton de
la isoforma I de arginasa se muestran en las Figuras 37 A-C (representacion directa) v 39 A-C
(representacion de Hanes). La concentracion fija de cada efector, utilizada en este estudio, es la
que se detalla en la Tabla [ de Material y Métodos (apartado 11.12).

La atranorina 33,3 nM (Figs. 37 A y 39 A) se comporta como un activador no
competitivo. Los valores de Ky v vinax de la isoforma 1 varian en presencia del efector v, segin
la representacion de Hanes (Fig. 39 A), los valores estimados son: Kmap) = 1,1 mM y
Vmax(ap) = 6,64 pmoles de amonio-min~1.

El acido everntco 130,0 nM (Figs. 37 B y 39 B) produce una pequefia activacion y podria
tratarse de un activador mixto. El valor de Kp(ap) de la isoforma I en presencia del efector es
0,68 mM segun la representaciéon de Hanes (Fig. 39 B); el valor de Vinax{ap) que se obtiene es de
2,75 umoles de amoniomin!

A diferencia de la atranorina y el acido evérnico, el acido usnico 173,3 nM (Figs. 37 C y

39 C) se comporta como un inhibidor competitivo de la isoforma I de arginasa. Los valores de
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Km(ap) ¥ vmax{ap) en presencia del efector obtenidos a partir de la representacion de Hanes (Fig.

39 C)son de 3.4 mM y 3,32 umoles de amonio-min-!, respectivamente.

111.4.2.- Sobre la isoforma 11 de arginasa

La estimacion de la velocidad de reaccion de la isoforma III frente a concentraciones
crecientes de sustrato (1.-arginina) se realizd seglin lo descrito en los apartados 1L 11,y .12, En
la Figura 40 se muestran los resultados obtenidos.

La variacién de la velocidad de reaccion en funcion de la concentracion de sustrato
muestra una cinética sigmoidal, caracteristica de enzimas alostéricas. A concentraciones de L-
arginina superiores a 7 mM se aprecia una ligera inhibicion por exceso de sustrato. El valor de
So, 5 (~ Kp), estimado a partir de esta representacion directa, es de 4,5 mM y el de v a¢ de 2,12

pumoles dge amonio-min- !

La representacion de Hill (Fig41) enfrentando log(— Yy )/108 [S], normalmente

Nuax TV

utiizada en los analisis de cméticas de tipo alostérico, da valores de pendiente de las rectas
ajustadas por minimos cuadrados supertores a uno. Como se discutira ampliamente, esta seria la
primera prueba sobre existencia de cooperatividad positiva en el ligamiento del sustrato.

El efecto de la atranorina y los dcidos evérnico y asnico sobre la velocidad de reaccion de
ta isoforma i de arginasa se muestran en las Figuras 40 A-C (representacion directa) y 41 A-C
(representacion de Hill). L.a concentracion fija de cada efector, utilizada en este estudio, es la que
se detalla en la Tabla I de Material y Métodos (apartado 11.12). Los tres fenoles: atranorina 190
nM, acido evérnico 390,0 nM vy acido usnico 470 nM, se comportan como inhibidores, ya que la
velocidad de reaccion de la 1soforma I de arginasa disminuye en su presencia. Los valores de
Sg.s(ap) son: 4.9 mM en presencia de atranorina; 4,4 mM en presencia de acido evérnico y 4,5

mM en presencia de acido usnico (Tabia XIII),
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111.4.3.- Sobre la isoforma IV de arginasa

f.a estimacion de la velocidad de reaccion de la isoforma IV frente a concentraciones
crecientes de sustrato (L-arginina) se realizd segln lo descrito en los apartados 1111, y H.12. En
la Figura 42 se muestran los resuhtados obtenidos.

La vanacion de la velocidad de reaccion en funcion de la concentracion de sustrato se
puede asimilar a una hipérbola, lo cual demuestra que la isoforma 111 es una enzima micaeliana.
En este caso. a diferencia de los anteriores (Figs. 37 y 40), no se aprecia inhibicion por exceso de
sustrato en el rango de concentraciones ensayadas. El valor de Ky, estimado a partir de esta
representacion directa, es de 4,45 mM y el de v,y de 3,0 umoles de amonio'min~!|

En la Figura 43 se muestra la representacion de Eisenthal-Cornish-Bowden obtenida a
partir de los resultados de velocidad de reaccion. Los valores de Ky, v vinax Que se obtienen son
4.0 mM y 4.7 umoles de amonio-min-!, respectivamente. Los valores de Km ¥ vihax obtenidos
mediante la representacion de Hanes (Fig. 44) fueron: Ky = 3,0 mM y vipay = 4,2 umoles de
amonio'min-!

El efecto de la atranorina y los acidos evérnico y usnico sobre la velocidad de reaccion de
la 1soforma IV de arginasa se muestran en las Figuras 42 A-C (representacion directa) y 44 A-C
(representacion de Hanes). La concentracion fija de cada efector, utilizada en este estudio, es la
que se detalla en la Tabla I de Material y Métodos (apartado I1.12).

La atranorina 1,69 mM se comporta como un activador mixto (Figs 42 A vy 44 A). Los
valores de Ky y vmay de la isoforma IV varian en presencia del efector y, segun la representacion
de Hanes (Fig. 44 A}, los valores estimados son K, (ap) = 0,96 mM y Vmax{ap) = 3,95 umoles de
amonio-min-! .

E} acido evernico 1.15 mM (Figs. 42 B y 44 B) y el acido usnico 1,27 mM (Figs. 42 C y
44 () se comportan como inhibidores no competitivos de la isoforma [V, Los valores de Km(ap)
que se obtienen a partir de la representacion de Hanes (Figs. 44 B y C) son 3,16 mM y 3,05 mM,
respectivamente. Los valores de vipax(ap) de la misma representacion son 3,69 v 3,39 pmoles de

amonio: min~ ! respectivamente.
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En la Tabla X111 se especifican los valores de Ky, ¥ vimax ©n ausencia y presencia de cada

efector. obtenidas de cada una de las distintas representaciones graficas.
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Figura 37 - Efecto de la concentracion de L-arginina (O) sobre la velocidad de reaccion de
la isoforma I de arginasa a una concentracion de 13 pg-ml-l. En (A), en
presencia de atranorina 33,3 nM (®); en (B), en presencia de acido evérnico

130,0 nM (®) yen (C), en presencia de acido usnico 73,3 nM (@)
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Figura 38 - Representacion de Eisenthal-Cornish-Bowden para la determinacion de Ky, y

Vmax de la isoforma I de arginasa.
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Figura 39.- Representacion de Hanes sobre la variacion de la velocidad de reaccion de la
isoforma I de arginasa (13 pg-.ml-!) (O) en funcién de la concentracion de L-
arginina, y = 0,45 + 0,36x; r = 0,97. En (A), en presencia de atranorina 33,3
nM (@), y = 0,17 +0,15x; r = 0,99, en (B), en presencia de acido evérnico
130,0 nM (@), y = 0,25 = 0,36x; r = 1,99; y en (C), en presencia de acido

usnico 73,3 nM (®), y = 1,02 = 0,30x; r = 0,96.
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Figura 40.- Efecto de la concentracion de L-arginina (O) sobre la velocidad de reaccion de
la tsoforma TII de arginasa a una concentracion de 93 pe.mi-1 En (A), en
presencia de atranorina 190 nM (®); en (B), en presencia de acido evérnico

390.0 nM (®) y en (C), en presencia de acido usnico 470,0 nM (®).
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Figura 41 - Representacion de Hill sobre la variacion de la velocidad de reaccion de la
isoforma Il de arginasa (93 pg-m]'i) (O) en funcion de la concentracion de
L-arginina. En (A), en presencia de atranorma 190 nM (®); en (B), en
presencia de acido evérnico 390,0 nm (®) y en (C), en presencia de actdo

asnico 470 nm (@),
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Figura 42 - Efecto de la concentracion de L-arginina {(O) sobre la velocidad de reaccion de
la isoforma IV de arginasa a una concentracion de 6 pg-ml-l. En (A), en
presencia de atranorina 1,69 mM (@), en (B), en presencia de acido evérnico

[,L15mM (@) yen (C), en presencia de acido asnico 1,27 mM (@),
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Figura 43 - Representacion de Eisenthal-Cornish-Bowden para la determinacion de Ky, y

Vmax de la 1soforma IV de arginasa.
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Figura 44 - Representacion de Hanes sobre la variacion de la velocidad de reaccion de la
isoforma 1V de arginasa (6 ug-ml‘l) (O) en funcién de la concentracion de L-
arginina, y = 0.72 + 0,24x; r = 0,98. En (A), en presencia de atranorina 1,69
mM (@) vy =024 + 0,25x; 1 = 0,99; en (B), en presencia de acido evérnico
[LIS mM (@), y = 0,86 + 0,27, r = 0,99, y en (C), en presencia de acido
asnico 1,27 mM (@), y = 0,90 + 0,29x; r = 0,98,
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Tabla X1IL- Constantes cineticas de las isoformas L. Il y 1V de arginasa, obtenidas mediante diferentes representaciones graficas

[soforma  Representacion Km Kp(ap) Vmax Vimax(@p)
de arginasa (mM) (mM) {umol amonio-min~!) (umol amonio-min~!)
atranorina _ acido evérnico  acido asnico atranorina acido evémico acido usnico
Directa 1,30 249
[ Eisenthal-
Cornish-Bowden 4.90 5,25
Hanes 1.25 1.10 0,68 340 2.79 6.64 2.75 3.32
Activador Activador Inhibidor
no competitivo mixto competitivo
1 Directa 4.5% 3,90%* 4,40%* 4,50+ 2.12 0.12 0,06 0.25
Inhibidor Inhibidor Inhibidor
Directa 245 3.00
v FEisenthal- 4.60 4.70
Cornish-Bowden
Hanes 3.00 0.96 3.16 3.05 4.20 3.95 3.69 3.39
Activador Inhibidor Inhibidor
e mixto no competitivo  no competitivo

* Representa el valor de Sy i ~ Ky,
** Representa el valor de S, s(ap)

6LT
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1IL5.- EVALUACION DE LA COOPERATIVIDAD. ECUACION DE HILL

En este blogue se presenta la Tabla X1V
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Kn algunas enzimas, la presencia de efectores modifica el patron de union al sustrato, bien
facilitandola (cooperatividad positiva), bien dificultando dicha union (cooperatividad negativa).
Con objeto de evaluar esta posible cooperatividad se eligio la representacion de Hill. En la Tabla
XIV se muestran las ecuaciones de las rectas, ajustadas por minimos cuadrados, resultantes de la

— Y ’ frente a log [L-argimna] de las tres isoformas, 1,
-V

representacion de los resultados log(
Vinax 0

[l y [V, de arginasa, en ausencia vy presencia de los tres efectores (atranorina y acidos evérnico y

USnico).

Como puede observarse, el valor de "h", pendiente de la recta, es menor de 1,5 en las
rectas correspondientes a las isoformas 1 y I'V. Esta pendiente adquiere un valor de 4,4 en la recta
correspondiente a la isoforma de arginasa I11.

i.as pendientes de las rectas que corresponden a la isoforma | en presencia de efectores no
se modifica sustancialmente respecto a aquella obtenida en su ausencia. Las pendientes de las
rectas que corresponden a la isoforma 111 son 3,75 en presencia de acido evérnico; 5,15 en
presencia de atranorina y 5,74 en presencia de acido usnico.

Las pendientes de las rectas correspondientes a la isoforma IV no varian en presencia de
acido evernico ni de acido usnico (1,25 y 1,20, respectivamente), pero en presencia de atranorina
adquiere un valor de 1,94 Estos valores han de compararse con la pendiente obtenida en ausencia

de efector, 1gual a 1,24
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‘I'abla X1V.- Ecuaciones de las rectas, ajustadas por minimos cuadrados, obtenidas
mediante la representacion de Hill, para la evaluacion de la cooperatividad
de las isoformas I, 11l y IV de arginasa en presencia y/o ausencia de

efectores.
Isoforina Ecuacion de la recta
de
arginasa
Sin efector Con efector
Atranorina (uM)  Acido evémico (uM) Acido Usnico (UM)
l y=-0358 +0,42%¢ y=-045+1,55x y=-033+1,65x y=-049+0,93x
=098 r=098 r =097 r=0.98
11 y=-267+440x y=-341+515x y=-188+375x y=-334+574x
r =096 r=0,99 r=10.97 r=40.95
v y=-068+124x y=-0,79+194x =-0,55+1,25x  y=-0,52+1,20x
F =099 r=0,.98 r=0,97 r=0,97

# Bl valor de la pendiente. b (constante de Hill), da una idea del grado de cooperatividad. Para valores
de h ~_ |, no hay cooperatividad. (Fershi, 1985)
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111.6.- LIGAMIENTO DE ATRANORINA, ACIDO EVERNICO Y ACIDO USNICO A
LAS ISOFORMAS L HI Y IV DE ARGINASA

En este bloque se presentan las Figuras 45 a 62 y la

Tabla XV
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La union de una molécula de efector a una proteina es el primer paso de su regulacion.
Con objeto de analizar este posible fendmeno, se realizaron estudios de ligamiento mediante el
método tradicional de equilibrio de dialisis, descrito en el apartado 11.14 de Material y Métodos.

Para la elaboracion de los resultados se eligieron diferentes representaciones graficas.

I11.6.1.- Ligamiento a la isoforma 1

Para poder determinar la unién efector-proteina es indispensable conocer, en primer lugar,
el tiempo necesario para que el ligando libre se encuentre en equilibrio. En la Tabla XV se
recogen estos resultados. El tiempo requerido para detectar atranorina libre en equilibrio entre las
dos subcamaras de dialisis es de 6 h; el del acido evérnico de 4,5 h y el del acido asnico de 14 h.
Los tiempos de equilibrio no varian en funcion de la isoforma de arginasa, siendo el mismo en

todos los casos.

[1.6.1.1.- Atranorina como ligando

La cinética de saturacion del ligamiento (ligando umdo frente a ligando total) de
atranorina se muestra en la Figura 45 A. La saturacion de los sitios de la 1soforma I se obtiene a
partir de los 0,1 pumoles de atranorina total. En la Figura 45 B se muestra la representacion de
dobles inversas ( r-! frente a [L]-1) de los resultados del ligamiento de atranorina. Los puntos
obtenidos se pueden ajustar a una curva exponencial. La inversa del punto de corte con ¢l gje de
ordenadas, igual a 4,0, proporciona el nimero aproximado de sit‘os de union que posee la
proteina para el efector. Por tanto, el nimero de sitios de union para atranorina en |a isoforma |
de arginasa es cuatro por molécula de proteina.

La representacion de Scatchard (r/[L] frente a r) del ligamiento de atranorina se muestra
en la Figura 46 A. Los puntos obtenidos no pueden asimilarse a una recta, hecho que sera

explicado posteriormente, sino que se ajustan a una parabola.
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L.a representacion semilogaritmica (r frente a log [efector]) permite obtener un espaciado
uniforme de los resultados, lo que facilita la valoracion del numero de sitios de unién por
molécula de proteina. hecho que, en otro tipo de representaciones, puede quedar enmascarado. La
representacion semilogaritmica del ligamiento de atranorina a la isoforma | se muestra en fa
Figura 46 B. El nimero de sitios de unién por molécula de proteina, estimado por interseccion en

el eje de ordenadas del nivel de saturacion, es de ~ 4.0.

i11.6.1.2.- Acido evérnico como ligando

La cinética de saturacion del ligamiento de acido evémnico a la isoforma [ se muestra en la
Figura 47 A Como puede observarse, dicha saturacion se produce a partir de 0,05 pmoles de
acido evérnico total. En la Figura 47 B se muestra la representacion de dobles inversas. El numero
de sitios de union por molécula de proteina, estimado en esta curva exponencial, es de ~ 4,0. La
representacion de Scatchard se muestra en la Figura 48 A Como puede observarse, existe
igualmente un alejamiento de la linearidad en los puntos. La representacion semilogaritmica del
ligamiento del acido evémico a la isoforma | se muestra en la Figura 48 B. El nimero de sitios de

union por molécula de proteina se estimo entre 4 y 5.

I11.6.1.3.- Acido dsnico como ligando

La cmetica de saturacion del ligamiento de acido Gsnico a la isoforma I de arginasa se
muestra en la Figura 49 A La saturacidén se produce a partir de 0,05 umoles de acido dsnico
total. En la Figura 49 B se muestra la representacion de dobles inversas. La curva exponencial que
se obtiene al ajustar los puntos proporciona un valor estimado de 10 sitios de unién por molécula
de proteina. En la representacion de Scatchard (Fig. 50 A), los puntos se ajustan casi a una recta y
no a una parabola, como ocurre con el ligamiento de atranorina y acido evérnico. El punto de
corte con el eje de abeisas da un nimero de sitios de union para el acido Gsnico por molécuta de

isoforma 1 ~ 10.0. Este valor también concuerda con el obtenido a partir de la representacién
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semilogaritmica (Fig. 50 B). También debe resaltarse en este punto que el acido usnico es
inhibidor competitivo de fa isoforma I de arginasa, es decir compite con la L-arginina por el

centro activo de la proteina (Tabla XIII).

111,6.2.- Ligamiento a la isoforma I

I11.6.2.1.- Atranorina como ligando

La Figura 51 A muestra la cinética de saturacion del ligamiento de atranorina a la isoforma
I de arginasa. Los sitios de unién en la proteina se saturan a partir de 0,07 pmoles de atranorina
total. Sin embargo, para valores superiores de ligando total, puede verse una disminucién de la
cantidad de atranorina unida. Este fendmeno también se observa en la representacion
semilogaritmica (Fig. 52 B). En la representacion de dobles inversas (Fig S| B}, los puntos se
pueden ajustar a una curva exponencial, cuya inversa del punto de corte en el eje de ordenadas da
un valor de 26 sitios de unmon por molécula de enzima. O, lo que es lo mismo, una aita
mespecificidad de unidn. La representacion de Scatchard se muestra en la Figura 52 A En este
caso se puede observar una clara desviacion de la linearidad de los puntos. Estos podrian ajustarse
bien a una parabola o, como se intenta expresar con la linea discontinua, a un posible "ciclo de

histéresis”

1.6.2.2.- Acido evérnico como ligando

La cinética de saturacion del ligamiento de acido evémico a la isoforma 111 de arginasa se
muestra en la Figura 53 A. La cinética, que es hiperbolica, muestra la saturacion a partir de 0,075
umoles de acido evérnico total, En la Figura 53 B se muestra la representacion de dobles inversas.
La curva exponencial que se obtiene en el ajuste de los puntos proporciona un valor estimado de
8 sitios de union por molecula de proteina. En la representacion de Scatchard (Fig. 54 A), los

puntos se alejan de la linearidad, ajustandose a una parabola. El valor del numero de sitios de
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union del acido evérnico a la isoforma IIT de arginasa, obtenido mediante la representacion
semilogaritmica, da un valor de 6 (Fig 54 B), algo menor que el obtenido a partir de la

representacion de dobles inversas (n=38).

111.6,2.3.- Acido usnico como ligando

La Figura 55 A muestra la cinética de saturacton del ligamiento del acido uUsnico a la
isoforma 111 de arginasa. Los sitios de unién de la proteina se saturan a partir de 0,14 pmoles de
acido Usnico total. En la representacion de dobles inversas (Fig. 55 B), el ajuste de los puntos
coincide con una curva exponencial cuya inversa del punto de corte con el eje de ordenadas
permite estimar en 26 el nimero aproximado de sitios de union por molécula de proteina. Es
decir, en este caso existe una alta inespecificidad de union. En la representacion de Scatchard
{(Fig. 56 A) los puntos se pueden ajustar a una parabola, tal como ocurre en los casos del
ligamiento del acido evérnico a la isoforma 111 Ei namero de sitios de union para el acido Usnico
por moleécula de isoforma 1l es de ~ 28, segun se deduce de ios resultados obtenidos en la

representacion semilogaritmica.

I11.6.3.- Ligamienteo a la isoforma 1V

I1L.6.3.1.- Atranorina como ligando

La cinetica de saturacion del higamiento de atranorina a la isoforma IV de arginasa se
muestra en la Figura 57 A. Como puede observarse, dicha saturacion se produce a partir de 0,18
umoles de atranorina total. En la Figura 57 B se muestra la representacion de dobies inversas. El
numero de sitios de unidn para atranorina es de ~ 23, lo que nuevamente demuestra una alta
inespecificidad en la union. La representacién de Scatchard se muestra en la Figura 58 A. Como

puede observarse. existe igualmente un alejamiento de la linearidad en los puntos. La
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representacion semilogaritmica del ligamiento de la atranorina a la isoforma [V se muestra en la

Figura 58 B. El nimero de sitios de unién por molécula de proteina se estimé en 16,

111.6.3.2.- Acido evérnico como ligando

La figura 59 A muestra la cinética de saturacion del ligamiento de acido evérnico a la
isoforma 1V de arginasa. Los sitios de union en la proteina se saturan a partir de 0,015 pmoles de
4cido evérnico total. Sin embargo, como ocurre en el ligamiento de atranorina a la isoforma 111
(Fig. 51 A), para valores del ligando total superiores a 0,015 pmoles, existe un descenso de la
cantidad de acido evérnico ligado. Este fendmeno también se observa en la representacion
semilogaritmica (Fig. 60 B). En la representacion de dobles inversas (Fig. 59 B) los puntos se
pueden ajustar a una curva exponencial cuya inversa del punto de corte en el ¢je de ordenadas da
un valor de ~_ 5 sitios de union por molécula de enzima. La representacion de Scatchard se
muestra en la Figura 60 A. En este caso se puede observar una clara desviacion de la lineandad en
los puntos. Estos podrian ajustarse a una parabola o, segun se muestra con la representacion
discontinua, a un posible "ciclo de histéresis”. Recordemos que el acido evémico actua como
inhibidor no competitivo de la isoforma IV, mientras que se comporta como activador mixto de la

isoforma I (Tabla XIiI).

111.6.3.3.- Acido ausnico como ligando

La Figura 61 A muestra la cinética de saturacion del hgamiento del acido usnico a la
isoforma 1V de arginasa. Los sitios de union de la proteina para este efector se saturan a partir de
0,075 umoles de acido usnico total. En la representacion de dobles inversas (Fig. 61 B) el ajuste
de los puntos cotncide con una curva exponencial cuya inversa del punto de corte en el eje de
ordenadas permite estimar en ~ 32 el numero de sitios o, lo que es lo mismo, vuelve a existir una
altisima inespecificidad en la union. En la representacion de Scatchard (Fig. 62 A), los puntos se

pueden ajustar a una parabola. El niimero de sitios de union para el acido Usnico por moiécula de
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1isoenzima 1V es de ~ 24, segun se deduce de los resultados obtenidos en la representacion

semilogaritmica (Fig. 62 B)



Tabla XV.- Tiempo requerido para el equilibrio del ligando libre en las dos subcamaras de la dialisis. Los detalles del experimento se
describen en el apartado 11.14.3 de Material y Métodos.

Atranorina (0,08 mg-ml“] ) como ligando

Acido evérnico (0,03 mg-ml“l) como ligando

Acido asnico (0,05 mg-ml‘[} como ligando

Tiempo Atranorina Tiempo Acido evérnico Tiempo Acido tsnico
(h) (mg-mi-1 {min) (mg-ml"]) (h) (mg-ml" D
Subcamara  Subcamara Subcamara  Subcamara Subcamara  Subcimara
A B AB A B A/B A B A/B

1 0,035 0,146 0.24 2 0,048 0,113 043 2 0.016 0.246 0.06
2 0,053 0,125 0,42 45 0,072 0,102 0.70 4 0.027 0.073 0,37
3 0.063 (0,084 0,75 90 0,078 0.095 .82 6 0.028 0.664 0.44
4 0,046 0,050 0,091 130 0,079 0,092 0.85 8 0.036 0.062 0,58
5 0,040 0,045 0,088 180 0.085 0,084 1,01 10 0,056 0.065 0.86
6 0.064 0,064 1,00 223 0,083 0,084 0.98 12 0.061 0.071 0.86
7 0,039 0.072 0,82 285 (3.087 0.089 0.97 14 0.076 0.074 1.02
16 0.073 0.074 0.99

68T
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Figura 45 - Ligamiento de atranorina a la isoforma 1 de arginasa a una concentracion 2,55
uM. En (A), representacion directa; en (B), representacion de dobles-inversas

donde el ajuste de la curva exponencial es y = 0,25.¢2820% . + = 0 g9
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Figura 46.- Ligamiento de atranorina a la isoforma I de arginasa a una concentracion 2,55
um. En (A), representacion de Scatchard; en (B), representacion semi-

fogaritmica.
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Figura 47 - Ligamiento de acido evérnico a la isoforma [ de arginasa a una concentracion
de 2,55 uM. En (A), representacion directa, en (B), representacion de dobles-

inversas donde el ajuste de la curva exponencial es y = 0,23.e%70% =093
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Figura 48 - Ligamiento de acido evérnico a la isoforma I de arginasa a una concentracion
2,55 uM. En (A), representacion de Scatchard; en (B), representacion semi-

logaritmica.
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Figura 49 - Ligamiento de acido Gsnico a la isoforma I de arginasa a una concentracion
2.55 uM. En (A), representacion directa; en (B), representacion de dobles-

inversas donde el ajuste de la curva exponencial es y = 0,11 et 70N =) 92
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Figura 50.- Ligamiento de acido Gsnico a la 1soforma I de arginasa a una concentracion
2,55 uM. En (A), representacion de Scatchard; en (B), representacton semi-

logaritmica.
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Figura 5] - Ligamiento de atranorina a la isoforma III de arginasa a una concentracion
1,42 uM. En (A), representacion directa; en (B), representacion de dobles-

inversas donde el ajuste a la curva exponencial es y = 0,04. 338X 1 =096
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Figura 52.- Ligamiento de atranorina a la isoforma lI de arginasa a una concentracion
1,42 pM. En (A), representacion de Scatchard; en (B), representacion semi-

logaritinica.
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Figura 53.- Ligamiento de acido evérnico a la isoforma Ill de arginasa a una
concentracién 1,42 uM. En (A), representacién directa; en (B),

representacion de dobles-inversas donde el ajuste a la curva exponencial es y

=013 !N 1 =096,
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Figura 54 .- Ligamiento de acido evérnico a la isoforma Il de arginasa a una
concentracion 1.42 uM. En (A), representacion de Scatchard, en (B).

representacion semi-logaritmica.
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Figura 55 - Ligamiento de acido snico a la isoforma IH de arginasa a una concentracidn
1,42 uM. En (A), representacion directa; en (B), representacion de dobles-

inversas donde el ajuste a la curva exponencial es y = 0,04, e!3-11X. = ¢ g5
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Figura 56.- Ligamiento de acido usnico a la isoforma III de arginasa a una concentracion
1,42 uM. En (A), representacion de Scatchard; en (B), representacion

semilogaritmica.



R
—
)
N -
a ]
o] e
&) =
- a7
- =
4]
N .

. =
o -
2]

e
[ -
30
]
o
ey
rL

o

C 20
"~
oy
v
h
*
o

o 10
i
o

{)

2 Fr A
0,9 .
c/—— e
06 L/ \
.
0,3 |, Ot
.\
l 1 ]
9]
(} 10 20 30
r = dc. ljsniC()p/Pt
B B
o« _~*
/
- .
.
o
*
1 [ [ ] ]
0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
log |L| = log [ac. Gsnico| (pM)




214

Figura 57 - Ligamiento de atranorina a la isoforma IV de arginasa a una concentracion
1,50 uM. En (A), representacion directa; en (B), representacion de
dobles-inversas donde el ajuste de la curva exponencial es y = 0,04-¢71.70 x.

r=1098
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Figura 58 - Ligamiento de atranorina a la isoforma 1V de arginasa a una concentracion
1,50 uM. En (A), representacion de Scatchard; en (B), representacion semi-

fogaritmica.
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Figura 59 .- Ligamiento de acido evérnico a la isoforma IV de arginasa a una
concentracion 1,50 uM. En (A), representacion de Scatchard; en (B),

representacion semi-logaritmica.
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Figura 60.- Ligamiento de acido evérnico a la isoforma IV de arginasa a una
concentracion 1,50 pM. En (A), representacion de Scatchard; en (B),

representacion semi-logaritmica.
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Figura 61.- Ligamiento de acido Gsnico a la isoforma IV de arginasa a una concentracion
1,50 uM. En (A), representacion directa, en (B), representacion de dobles-

inversas donde el ajuste de la curva exponencial es y = 0,03 2033 % =0 95
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Figura 62.- Ligamiento de acido usnico a la isoforma I'V de arginasa a una concentracion
1,50 uM. En (A), representacion de Scatchard; en (B), representacion seni-

jogaritmica.
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I1L7.- EFECTO DEL LIGAMIENTO DE ATRANORINA, ACIDO EVERNICO Y ACIDO
USNICO PRODUCIDO EN LAS ISOFORMAS DE ARGINASA

En este se presentan la Figura 63 y la Tabla XV1
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IMi.7.1.- Isoforma |

El ligamiento de atranorina, acido evérnico y acido usnico a la isoforma 1 de arginasa
produce agregacion de la proteina nativa, segiin puede observarse en los resultados expuestos en
la Tabla XVI. Para confeccionar esta Tabla, se eligié una de las concentraciones de efector que
producia saturacion de los sitios de unién en la proteina.

La atranorina 108,0 uM (0,108 pmol en la subcamara de ligando, como s'e deduce de la
Fig 45 A) promueve la dimerizacion, ya que se detecta un agregado de aproximadamente 39
kDa. el cual representa un 9,2%. De la forma nativa de la proteina, queda un 68% después del
ligamiento y aparece un tercer agregado de aproximadamente 30 kDa que no se sabe a qué puede
corresponder.

El ligamiento de dcido evernico 51,0 pM (0,051 pmol en la subcamara de hgando, como
se deduce de la Fig. 47 A) produce agregacion de la isoforma I a dimero, trimero, tetramero y un
polimero de aproximadamentre 9 unidades (M, ~ 160 kDa). La forma nativa, tras Ia
polimerizacion, representa el 50% de la proteina.

El acido usnico 87,0 uM (0,087 pmol en la subcamara de hgando, como se deduce de la

Fig. 49 A) produce agregacion en el 20% de la proteina nativa y aparecen dimeros, trimeros y

hexameros.
111.7.2.- Isoforma HI1

El ligamiento de atranorina, acido evérnico y acido usnico a la isoforma III de arginasa
produce agregacion de la proteina en diferentes proporciones, segun el ligando efector (Tabia
XVI).

La atranorina 71,0 uM (0,071 umol en la subcamara del ligando, como se deduce de la
Fig. 51 A) agrega la proteina a dimero y trimero pero, en este caso, tras el ligamiento aparece una
forma de peso molecular aproximadamente 19 kDa, inferior al peso molecular de la proteina

nattva (26 kDa).



228

El acido evérnico 45,0 uM (0,045 umol en la subcamara del ligando, como se deduce de
la Fig. 53 A) produce las mismas formas de agregado que la atranorina.

El acido usnico 77.0 uM (0,077 umol en la subcamara del ligando, como se deduce de la
Fig. 55 A) ocasiona agregacion de la isoforma [Il de arginasa al dimero exclustvamente (M, ~ 57
kDa). Se detecta un 61% de otra forma de peso molecular inferior a la proteina nativa (M; ~ 18

kDa).

111.7.3.- Isoforma IV

Sobre la isoforma IV de arginasa, el ligamiento de atranorina 198,0 uM (0,198 umol en la
subcamara del ligando, como se deduce de la Fig. 57 A) polimeriza la proteina a dimeros y
trimeros quedando, tras la umodn, aproximadamente un 90% de la forma nativa.

El acido evernico 23,0 uM (0,023 umol en la subcamara del ligando, como se deduce de
la Fig. 59 A) produce diferentes grados de agregacion: dimeros, trimeros, hexameros v
undecameros.

El acido asnico 87,0 uM (0,087 umol en la subcamara del ligando, como se deduce de la
Fig. 61 A) agrega la forma nativa al dimeros, trimeros, tetrameros y un polimero de 13 unidades
(M~ 260 kDa) que representa aproximadamente el 3% de la proteina nativa.

La actividad arginasa de los diferentes agregados no ha sido analizada, dado el caracter
microanalitico del método de HPLC-exclusion molecular empleado.

En la Figura 63 A-C se muestran tres cromatogramas representativos del efecto de
agregacion ocasionado en las isoformas I, Il y IV nativas de arginasa, tras e] ligamiento de los

distintos efectores.



Tabia XVL- Efecto del ligamiento de efectores sobre las isoformas de arginasa, analizado mediante HPLC de excluston molecular.
Los detalles del experimento se citan en el apartado 1 14 de Matenal y Métodos

Sobre la isoforma I de arginasa

Sobre la i1soforma III de arginasa

Sobre ia isoforma I'V de arginasa

Efector Forma M, Aparicion Efector Forma M, Aparicion Efector Forma M, Aparicion
{nmol} molecular (Da) (%) {nmol) motecular (Da) (%) (nmol) molecular (Da) (%o)
nativa 18.300*%*  68.19 s.i. 18.800 67.27 nativa 20.100 890.58
Atranorina §.i* 28.700 2264 Atranorina nativa 26.000 31.04 Atranorina dimero 40.600 812
(108.0) dimero. 38.700 9.17 (71.0) dimero 50.100 0,89 (198,0) trimero 65.300 2.30

trimero %).300 0.80

nattva 18.200 49.97 5.1 19.000 6.98 nativa 20.000 50,12
Acido dimero 36.500 28.86 Acide nativa 26.100 1924 Acido dimero 41.800 21.53
evérnico trimero 55.100 1391 £vernico dimero s.i. 40.800 14.83 evérnico trimero 60.200 11,85
(31. tetramero 71.400 7,15 (45,00 dimero 53.600 54.99 (23.00 hexamero 128.300 15.98
NONAMEro 139.000 011 {rimerc 83600 3.96 undecamero 235500 (.52
nativa 20.000 31.067
Acido nativa 18.000 80.52 Acido 5.1 18.400 61.37 Acido dimero 42.900 29.16
usnico dimero 36.000 12.19 usnico nativa 26.000 3227 asnico trimero 65.400 13,43
(87.0) trimero 48,000 6.35 (77.0) dimero 57.000 6.36 (87.0) tetramero 85.200 2117
hexamero 102.000 06,74 tridecamero 261.600 3.17

* 5.1 = sin identificar

** La maxima desviacion tipica obscrvada no excedi6 en valor de 700 Da en ningun caso

6eT
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Figura 63.- Cromatogramas obtenidos mediante HPLC de exclusion molecular de los
distintos agregados de arginasa tras el ligamiento del efector. En (A),
agregados de la isoforma I en presencia de 87 nmoles de acido tusnico; en
(B}, agregados de la isoforma III en presencia de 7] nmoles de atranorina y
en (C), agregados de la isoforma IV en presencia de 23 nmoles de acido

evernico. Las flechas indican el pico identificado como monémero (forma

nativa).
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l.os ultimos pasos de la via de la sintesis y el catabolismo de arginina en vegetales son
similares a los que se producen en mamiferos y bacterias (De Ruiter y Kollofel, 1982). Mora ef a/.
(1965) propusieron una clasificacion de los organismos en ureotélicos o uricotélicos, en tuncién
de la produccion de urea o acido urico; clasificacion que también adoptaron para las arginasas de
dichos organismos. Sin embargo, se ha descrito actividad arginasa en plantas de soja (Kang y
Cho, 1990), especie gue carece del ciclo del acido urico. La importancia de dicha actividad en
este tipo de organismos radicaria, en Gltima instancia, en la produccion de ornitina para la sintesis
de poliaminas, segun proponen Pohjanpelto v Holttd, 1983).

En el presente trabajo se han descrito y caracterizado cuatro isoformas de arginasa (111,11
y TV), si bien la isoforma I y la II son la misma, segun se deduce de su similitud en el punto
soeléctrico (Figs. 5 v 6), en el peso molecular (Fig. 14) y en la composicion de aminoacidos
(Tabla V). También se han descrito isoformas de arginasa en higado de raton (Herfeld y Raper,
1976; Spolans y Bond, 1988, Tarrab ef al., 1974) y en N. crassa (Borkovich y Weis, 1987a) que
difieren en sus propiedades cataliticas, moleculares e inmunolégicas. Las isoformas 1 y IV de £
prunastri son inducibles por L-arginina, al igual que las arginasas de £. coli (Crabeel et al., 1975)
y Lactobacillus lactis (Ananyan, 1981). La isoforma 11l es preexistente y posiblemente se active
tras la liberacion de arginina vacuolizada, segin describieron Martin-Falquina y Legaz (1984).
También se han descrito arginasas constitutivas en N. crassa (Weiss y Davis, 1973, 1977) y en
levaduras (Cybis y Davis, 1975).

lLa isoforma 1V de arginasa posee un resto glicositado compuesto de 280 residuos de
glucosa, 27 de fructosa y 85 de manosa (Planelles y Legaz, 1987). La proteina es segregable al
igual que la arginasa de raton (Spolaris y Bond, 1988).

En las isoformas I, 111 y IV de arginasa predominan los aminoacidos acidos (Tablas V,

VIl y X). Las isoformas I y 1l presentan, sin embargo, ciertas diferencias a nivel de los
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aminoacidos basicos y aquellos con radicales no polares. Al copurificar las dos proteinas, las
diferencias encontradas podrian deberse a la microheterogeneidad obtemda al purificarlas a partir
de una variada poblacion de individuos. La isoforma IV no presenta diferencias significativas en
su composicion de aminoacidos respecto a la isoforma 1. Ya que la 1soforma 1V de /. prunastri
sOlo se segrega en condictones de induccion nutricional, probablemente se trate de la misma
proteina que la isoforma [. Blanco et al (1984) y Pérez-Urria y Vicente (1989) también describen
secrecion de ureasa en F. prunastri. La isoforma III presenta claras diferencias en la composicion
aminoacidica frente a las isoformas I y I'V. Posee una menor proporcion de aminoacidos acidos y
de aquellos con grupos polares; sin embargo, tiene abundancia de aminoacidos con grupos no
polares (Tabla VHI), lo cual indica una menor acidez de la proteina y, probablemente, una alta
tendencia a la hidrofobicidad de la cadena pohpeptidica. La composicion de aminoacidos de las
isoformas de arginasa de /. prunastri no guarda relacion con la de otros organismos como rata,
polio o cerdo {lkemoto, 1989)

El punto 1soeléctrico, estimado mediante electroforesis capilar, de la isoforma I, alrededor
de 4,9 (Fig. 10), el de la isoforma 111, alrededor de 5,3 (Fig. 18) y el de la isoforma IV, alrededor
de 4,8 (Fig. 23), corrobora que se trata de proteinas de caracter acido. Wright ef a/. (1981)
describieron una arginasa acida de alcachofa con pl de 5,3, estimado mediante electroenfoque en
columna. Dichos autores observaron diferenctas, aunque no significativas, en la determinacion del
pl, ya que el valor estimado por electroforesis en gel de poliacrilamida oscilaba entre 5,0 y 5,9. El
pl de las isotormas de arginasa de . prunastri difiere segin el método empleado. Asi, el valor
para la isoforma [ es de 5,80, estimado por electroenfoque (Fig. 5), el de la isoforma III de 6,18
(Fig. 16} y el de la isoforma IV de 5,6 (Fig. 21), valores algo diferentes a los obtenidos por
electroforesis capilar Ya que la eficiencia del sistema capilar es muy superior a la del
electroenfoque en columna, en lo que se refiere a la separacion de picos, el valor elegido de pl de
las isoformas de arginasa es el determinado mediante electroforesis capilar. La heterogeneidad de
carga tambien fue descrita por Spolarics y Bond (1988) en dos subunidades de arginasa (una de
35 kDa y otra de 38 kDa) de higado de raton. Ambas subunidades contenian proteinas basicas

(rango de pl 7.8-9.1) y proteinas acidas (rango de p! 5,8-6,4) cuya multiplicidad de carga



constituia una variante de Ja misma proteina.

El significado de haber detectado tres isoformas de arginasa con distinta carga podria
llevar a pensar en su distinta interaccion con la membrana celular o con otras enzimas, incluso con
la funcion de la enzima en diferentes rutas metabolicas. En . prunastri, la enzima proporctona
ornitina y urea. Estos intermediarios, a su vez, conducen a rutas (biosintesis de poliaminas y ciclo
de la urea, respectivamente) cuyas funciones pueden estar reguladas de forma independiente.

En otro orden de funciones, Sticher y Jones {1992} detectaron dos grupos de isoformas de
o-amilasa diferenciables en su punto isoeléctrico, en capas de aleurona de cebada: las isoformas
de alto pl (4,90 vy 4,72) y las de bajo pl (4,64 y 4,50). Las cuatro isoformas tenian diferente
localizacion subcelular v, a su vez, las de pl 4,72 y 4,56 eran formas segregables al medio de
incubacion. En f. prunastri. 1a isoforma 1V de arginasa, segregable al medio, también tiene un pl
ligeramente inferior (5,6 6 4,8, segun la técmca utiizada) que la isoforma I (pl=5,86 0 4.9).

Los espectros de absorcion ultravioleta de las tres isoformas presentan un maximo a 275~
278 nm (fig. 25}, es decir, ligeramente desplazado hacia longitudes de onda inferiores al maximo
de absorcion del Trp hbre (280 nm) (Campbell y Dwek, 1984). Esto indica la existencia de Tyr en
la cadena polipeptidica. El espectro de absorcion ultravioleta de la arginasa de §. cerevisiae
presenta un maximo a 278 nm, lo cual indica el dominio del Trp en su cadena polipeptidica (Green
et al , 1990), ademds la absorbancia decae a partir de 300 nm. Sin embargo, en el espectro de las
arginasas de K. prunastri se puede observar una discreta absorbancia a longitudes de onda
supertores a 310 nm. Este hecho refleja una tendencia a la agregacion por parte de las enzimas,
fenomeno descrito para otras proteinas, como por ejemplo el alergeno principal del olivo
(Lauzurica et al., 1988; Wheeler et al | 1987).

Los espectros de emiston de fluorescencia (Figs. 26, 27 v 28) se obtuvieron sobre la base
de ia fluorescencia natural de los anillos aromaticos de algunos aminoacidos. Cuando se excita
con una longitud de onda de 295 nm (Fig. 27), es decir, analizando exclusivamente la
contribucion del Trp, se detecta un maximo airededor de 350-352 nm. Dicho maximo se
encuentra muy proximo al del Trp libre (350 nm) (Campbell y Dwek, 1984), lo cual indicaria que

el Trp se situa en un entorno bastante accesible. Una situacion similar se describe para los dos
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residuos de Trp presentes en la albumina bovina (Pico y Houssier, 1989). Los cambios producidos
en la fluorescencia de estos Trp son utilizados por los autores para estudiar ia union de sales
biliares a [a albumina; dicha unién se traduce en un "atrapamiento” de la fluorescencia. Green e/
al. (1991) observaron que la intensidad de fluorescencia de la arginasa de 3. cerevisiae, excitando
a 295 nm, incrementaba el 100% y el maximo se desplazaba de 337 a 352 nm cuando quelaban el
Zn2" por dialisis, en comparacion con la holoenzima. En E. prunastri, no se ha demostrado que
la arginasa posea Zn2¥ como ion asociado, pero llama la atencion el hecho de observar el pico de
maxima emision de fluorescencia a 352 nm en las tres isoformas, idéntica longitud de onda a la
que emite la arginasa de levadura en ausencia de Zn2+.

lLa excitacion y emision simultaneas, espectro sincronico, a diferentes longitudes de onda
(Fig. 29), muestra dos maximos de emision. El principal, a 355 nm, pone de manifiesto la
contribucion de los Trp, el segundo maximo, centrado entre 305-307 nm, indica la presencia de
Tyr. El maximo de fluorescencia del aminoacido libre es 303 nm (Campbell y Dwek, 1984). El
segundo maximo esta ausente en la isoforma III de argmasa, lo que indicaria que ésta presenta
una accesibilidad diferente a los residuos de Tyr. Sin embargo, la isoforma Il posee un maximo a
288 nm, correspondiente a la fluorescencia de la Phe. El maximo de fluorescencia del aminoacido
hbre es 282 nm (Campbell y Dwek, 1984). En S. cerevisiae el maximo de emision a 377 nm y el
de excitacion a 284 nm, se encuentran alejados de los maximos del Trp, es decir, el aminoacido se
encuentra en un entorno bastante hidrofobico (Green et al, 1990).

De los resultados obtenidos a partir de los espectros de absorcion y de emision de
fluorescencia, se desprende que las tres isoformas de arginasa presentan una alta homologia.

La arginasa ha sido descrita, generalmente, como una enzima oligomérica, compuesta por
un numero variable de subunidades, entre tres y ocho, en funcion del organismo del que se aisle.
Asi, la arginasa de higado de rata se describio como un trimero o un tetramero ( Aguirre y Kashe,
1983, Garganta y Bond, 1986; Hirhs-Kolb y Greenberg, 1968). La arginasa de S. cerevisiae es un
trimero (Green et al, 1990) y la de soja un tetramero (Kang y Cho, 1990). Sin embargo, la
arginasa de N. crassa y la de Bacillus licheniformis presentan un mayor niumero de subunidades,

7y 8, respectivamente (Borkovich y Weiss, 1987b). Por otra parte, la subunidad monomérica



237

tiene un peso molecular, determinado por electroforesis en SDS, que oscila entre 33 kDa, la de 5.
licheniformis, v 55 kDa, la de soja.

El peso molecular de las distintas isoformas de arginasa de K. prunastri fue calculado
mediante HPLC en columnas de exclusién molecular, técnica que permite obtener una eficacia
media por pico de ~ 100.000 platos tedricos (Tabla V1). Las isoformas I y 1l tienen un peso
molecular de 18 kDa y 16 kDa, respectivamente, la isoforma III de 26 kDa y la isoforma IV de
arginasa de 20 kDa (Figs. 14, 19 y 24), valores inferiores a los descntos para otras arginasas. El
analisis en presencia de SDS (Fig. 13) demostré que se trata de formas monomeéricas; no se
detectaron oligomeros en ningun caso. Los pesos moleculares, calculados mediante exclusion
molecular en Sephadex (G200, de estas mismas arginasas fueron 180 kDa para la 1soforma 1
{Legaz vy Vicente, 1980); 330 kDa para la isoforma 11l (Martin-Falquina y Legaz, 1984) y 245
kDa para la isoforma IV (Planelles y Legaz, 1987); es decir, se trataria, al menos, de decameros
segun el valor de peso molecular del mondémero estimado por HPLC.

Esta discrepancia en los valores de peso molecular, calculados por distintas técnicas,
podria explicarse si existiera autoasoctacion de las moléculas de arginasa durante el proceso de
filtracion en Sephadex, fendmeno semejante al descrito por lkemoto ef al. (1990). Dichos autores
purificaron arginasa, de higado y eritrocito humano, con un valor de peso molecular aproximado
de 100 kDa; sin embargo, cuando expresaban la arginasa de higado humano en £. coli, el peso
molecular que obtenian de la proteina purificada era de 35 kDa, es decir, el monémero. lkemoto
et af (1990) concluyeron que la arginasa nattva era un monomero y el aparente polimorfismo de
las moleculas de arginasa podria estar causado por autoasociacidon o incluso modificacion
proteolitica durante el proceso de purificacion. Este fendomeno también fue observado por Totani
{1973) al purificar la arginasa de higado de cerdo.

Las isoformas [ y IV de arginasa no s6lo poseen una composicion de aminoacidos muy
semejante e igual valor de pl (4,9 y 4,8) sino también un peso molecular muy semejante (18 kDa
la isoforma | y 20 kDa la isoforma 1V) (Figs. 14 y 24). La diferencia de 2 kDDa de peso molecular
se debe al resto glcosidico, el cual representa el 10% del peso de la proteina. La composicion de

este residuo, determinada por Planelles y Legaz (1987), es de 280 restos de glucosa, 27 de



fructosa v 85 de manosa. El resto glicosidico de las proteinas segregables oscila entre el 5 y el
40% del peso de la glicoproteina, segin proponen Goochee y Monica (1990), y puede tener
implicaciones en su actividad bioldgica especifica (actividad por gramo de glicoproteina). En £,
prunastri, ambas isoformas son activas, pero la forma segregable es unas 3 veces menos afin por
su sustrato que la isoforma 1 de arginasa (Tabla XIII). Este fenomeno de pérdida de actividad es
bien conocido en las hormonas glicoproteicas como, por ejemplo, la tirotropina, donde la
completa desglicosilacion supone una pérdida de actividad (Baenziger y Green, 1988, Sairam,
1989).

La isoforma Il de arginasa es de mayor tamafio que la I y la IV (26 kDa) y nca en
aminoacidos  caracteristicos de pre-proteinas. Existen varias explicaciones posibles a esta
heterogeneidad. En primer lugar, las diferencias de peso molecular entre dos isoformas pueden ser
la consecuencia de una proteolisis post-traduccional, hecho que viene avalado por los altos mveles
de Met detectados (unas dos veces superiores en la isoforma 111 respecto a la 1), Sticher y Jones
(1992) también definieron modificaciones post-traduccionales que afectaban a la carga de
diferentes isoformas de a-amilasa. Al tgual que ocurre con la pérdida de actividad biologica
debido a la desglicosilacion, una diferencia de 8 kDa en el peso molecular repercute a nivel de la
K. haciendo 3 veces menos afin por la L-arginina a la isoforma I1I que a la 1. Este significado
regulador de la arginasa in vivo, consecuencia de las variaciones de tamafio, ha sido descrito por
Messenguy y Dubois (1983) en las argtnasas de levaduras. Aguirre y Kasche (1983) encontraron
diferencias de 5 kDa entre subunidades de arginasa de higado de rata; la proteolisis in vifro de la
proteina demostré que este fragmento no era esencial para la actividad enzimatica. Resultados
similares encontraron Spolaricks y Bond (1988) en las arginasas de raton y Cronin v Tipton
(1985) en la fosfofrutoquinasa de Tripanosoma brucei brucei. Burkovich y Weiss (1987b)
detectaron dos formas de arginasa, de 36 y 41 kDa, respectivasmente, en N. crassa. Los estudios
de transcripcion in vitre indicaron que ambas formas procedian de mRNAg diferentes. Dichos
autores apuntaban la posible existencia de promotores alternativos para la transcripcion, de tal
manera que el pool de argmina permitiera una mayor expresion de uno de los promotores. Este

fenomeno también ocurre en la invertasa de levaduras (Perlman ¢f af., 1984) y en la glutamina
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sintetasa de F. coli (Reitzer y Magasanik, 1985).

Los valores de Ky v Vipax resultan muy utiles cuando se trata de comparar diferentes
isoformas. La determinacion de estos parametros se puede realizar mediante diferentes
represertaciones graficas, sin olvidar que la interpretacion de estos valores debe ser independiente
del método por el cual se calculen dichos parametros. La representacion directa de los datos
parece ser el mejor sistema para calcular Ky y vipax (Henderson, 1992). En este mismo grupo
entra la representacion de Eisenthal-Cornish-Bowden, pues emplea los pares (vq_[Sgl), obtenidos
directamente. Asumiendo siempre que la medida de la concentracion de sustrato tiene un error
proximo o tgual a "cero", los posibles errores experimentales se introducen en la valoracion de la
velocidad de reaccion. La representacion de Lineweaver-Burk, ain siendo la mas utilizada.
produce errores importantes en la determinacion de parametros cinéticos, debido principalmente a
la desviacion de la linearidad, consecuencia de las transformaciones matematicas de los datos. En
la representacion de Eadie-Hofstee también se pueden encontrar desviaciones de la lineandad
interpretadas, en muchos casos erroneamente, como cooperatividad de la enzima por su sustrato.
En el caso que nos ocupa, no se ha elegido ni la representacion de Lineweaver-Burk ni la de
Eadie-Hofstee por las razones expuestas anteriormente, méaxime cuando la isoforma (Il de
arginasa exhibe cooperatividad en la union de L-arginina (Fig 40)

J.as isoformas  y 1V de arginasa son enzimas micaelianas (Figs. 37 y 42). El valor de Ky
de lawsoforma | es 1.5 mM v el de la 1soforma 1V de 4,45 mM; ambos obtenidos a partir de la
representacion directa. Esto indica que la isoforma 1 es tres veces mas afin por su sustrato que la
isoforma IV. Sin embargo, al comparar los valores de K, obtenidos mediante la representacion
de Eisenthal-Cornish-Bowden (Figs. 38 y 43), 4,9 mM para la isoforma I y 4,0 mM para la
isoforma 1V, el razonamiento anterior no seria valido. En este caso, ¢l valor de 4,9 mM, calculado
para la isoforma I, es muy aito debido a que la enzima presenta una ligera inhibicién por exceso de
sustrato. Cuando esto sucede, la representacion de Eisenthal-Cornish-Bowden no resuita
conveniente (Henderson, 1992).

En el presente trabajo se opto por una tercera representacion grafica, la de Hanes, que

corrobora la credibilidad de los valores obtenidos a partir de la representacion directa, ya que
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ambos ejes son independientes. El valor de Ky, de la isoforma I de arginasa, obtenido a partir de
esta representacion es de 1,25 mM (Fig. 39) y el de la isoforma 1V de 3,0 mM (Fig. 44). Dichos
valores confirman lo propuesto anteriormente: la isoforma I es aproximadamente tres veces mas
afin por la arginina que la isoforma I'V. Arginasas purificadas a partir de otros organismos tienen
valores de K, algo superiores. Es el caso de la proteina de 5. cerevisiae (Km = 15,7 mM) ( Kang
y Cho, 1990), la de alcachofa (Ky, entre 8,0 y 18 mM) (Wright e7 al, 1981) y la arginasa de
higado de rata (K,y, entre 1,7 y 18 mM) (Garganta y Bond, 1986).

Aun siendo menor el valor de Ky, de la isoforma I que el de la IV, la velocidad maxima de
eésta ultima es mayor {Tabia X111}).

La isoforma I de arginasa, a diferencia de la I y la IV, exhibe una cinética sigmoidal,
tipica de enzimas alostéricas (Fig 40), lo cual implica la existencia de cooperatividad positiva en
la union de su sustrato. Este resultado se confirma al comparar el valor del coeficiente de Hill
(h) ~ 4 (Fig. 41 y Tabla XIV).

La arginasa de higado de rata muestra diferentes cinéticas en funcion no solo de la
concentracion de sustrato (arginina), sino de cofactor (Mn2%). A concentraciones de arginina
alrededor de 1 mM, tanto en presencia como en ausencia de Mn2t 30 pM, la enzima exhibe
cinética micaeliana, pero su K, varia de 0,94 mM (en presencia de Mn?7) a 1,58 mM (en
ausencia de Mn27). Sin embargo, en el rango de concentracién entre 5 vy 35 uM de arginina, la
arginina pasa de ser micaeliana , con valor de Ky = 14,4 uM (en ausencia de Mn21), a alostérica,
con Sy 5 = 6,5 uM y un coeficiente de Hill = 2, lo que demuestra su cooperatividad en la union
del sustrato {(Maggini ez al., 1992). Es posible que la isoforma 11 de arginasa exhibiera diferente
cinética variando la concentracion de Mn2¥, aunque esta conducta no ha sido comprobada, ya
que la concentracion de cofactor utilizada ha sido la misma en todos los casos.

Carvajal er al. (1982) refirteron cambios de cinéticas hiperbolicas a sigmoidales
producidas por diferentes grados de asociacion de las subunidades de arginasa de higado humano
en funcion del pH La arginasa constitutiva de /. prunastri, aislada y purificada por Martin-
Falquina y Legaz (1984) no mostraba cooperatividad en la union sustrato, posiblemente debido a

un grado de asociacion de las subunidades distinto al encontrado en el presente trabajo, como
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podria sospecharse de su elevado peso molecular, estimado en 330 kDa. También es posible que
se trate de una “falsa cooperatividad". Tipton (1992) define como "falsa cooperatividad” la
reflejada como consecuencia de la lenta asoctacion-disociacion de vanas subunidades de una
enzima. Este fenomeno también ha sido observado en la GTP ciclohidrolasa | de higado de rata
(Hatakeyama et a/. 1989). Por otra parte, la riqueza en aminoacidos no polares de la isoforma 11
de arginasa (Tabla VIII), permitiria la formacion de un nicleo hidrofobico, base para dicha
asociacion, El valor de Sg s (concentracion de sustrato que produce el 50% de la velocidad
maxima) es 4,5 mM (Tabla XIH), lo que indicaria que la enzima es ¢uatro veces menos afin por
L-arginina que la isoforma . En este caso, ademas, el valor de vyax = 2,12 pmoles de amonio.
min-! es el menor obtenido en comparacion con las otras isoformas.

Una conclusion generalizada sobre cinéticas sigmoidales, asume que el alosterismo se
produce en enzimas oligoméricas (Price y Stevens, 1986), pero este no es el caso. También puede
ocurrir en proteinas con varios sttios de umon para el sustrato (Merkler y Schramm, 1990). Se
han descrito cinéticas alostéricas debidas a interacciones proteina-proteina que conlievan cambios
en la estructura terciaria y cuaternaria; es el caso descrito para la asociacién del inhibidor de fa
subtilisina a la subtilisina o de la arginina a la ornitina carbamil transferasa (Janin y Chothia,
1990). Esta altima posibilidad queda descartada al tratarse de isoformas punficadas como
monomeros.

Otra diferencia signiticativa entre las tres isoformas de arginasa es la regulacion que sobre
ellas ejercen los fenoles atranorina, acido evérnico y acido Usnico. Antes de comentar estos
efectos se deben matizar una serie de detalles.

En primer lugar, comentar que la determinacion de los fenoles, en general, no resulta
problematica, siempre y cuando tengan una alta solubilidad en agua. Es el caso del resorcinol o el
catecol. Risner y Cash (1990) extrajeron compuestos fenolicos, a partir de muestras de humo de
cigarrillo, utilizando disoluciones acuosas de acido acético al 1% (v/v). Guisse y Bertru (1987)
propusieron un sistema de extraccion que consiste en acido acético y Oxido de éter, lo que
suponia una ventaja sobre el anterior. En ambos casos se empleaba una columna de fase reversa

en HPLC, detectando los compuestos a 280 nm 6 254 nm, Ambos métodos son mas rapidos y la
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sensibilidad obtenida mayor gue en los descritos por Coutis et al. (1979) y Nanni ef al. (1988),
utilizando cromatografia de gases.

Los fenoles de £ prunastri tienen muy baja solubilidad en agua, por lo que el empleo de
fases acuosas en su extraccion no resulta adecuado. El método de extraccion que se describe en el
presente trabajo tiene grandes ventajas sobre otros utilizados hasta el momento. En primer lugar,
se propone una mezcla de fases organicas extractivas que tiene en cuenta la naturaleza y
propiedades quimicas de las funciones presentes en los fenoles liquémcos. La mezcla de
clorotormo/ acetonitrilo/ éter dietilico/ acetato de etilo, recupera hasta el 99% de los fenoles
contenidos en muestras acuosas (Fig. 2). En segundo lugar, la elucion isocratica de la fase movil
es menos compleja y mas rapida en comparacion con las eluciones en gradiente como, por
gjemplo, la sugerida por Murphy y Brad-Stutte (1983) en el analisis de los acidos benzoico y
cinamico. En tercer lugar, debe resaltarse la ventaja que supone la deteccion de cada sustancia a la
longitud de onda de su maxima absorcion. En la deteccion de los fenoles de E. prunastri se ha
empleado un cambio de longitud de onda temporal en funcion del tiempo de retencion de los
compuestos. La deteccion de atranorina, acido evérnico y acido Usnico a 254 nm de longitud de
onda fija fija (Legaz v Vicente, 1983), puede llevar a resultados equivocados, debido a la menor
absorbancia que presentan estos compuestos respecto a otras longitudes de onda. Strack et al.
(1979) también detectaron fenoles de diferente naturaleza a 254 nm.

La senstbilidad del método de deteccion propuesto permite cuantificar fenoles en el rango
de nmoles, resultado éste que solo se obtenia utilizando complejos protocolos de derivatizacion y
postentor deteccion fluorimétrica (Ogan y Katz, 1981).

El fraccionamiento del talo que se propone, permite observar la localizacién mayoritaria
de cada uno de los fenoles. Los talos incubados en arginina retienen principalmente atranorina y
acido usnico, siendo el acido evérnico el que se segrega al medio en mayor proporcion. Una
primera aproximacion seria suponer que la atranorina v el acido usnico fueran los fenoles
responsables de la regulacion de la actividad de la isoforma 1, mientras que el acido evérnico seria
el responsable de ia regulacion de la isoforma 1V. Sin embargo, la cantidad de fenol solubilizado

en el extracto libre de células y el medio de incubacion difiere de la detectada en talo, esta
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cantidad es del orden de un millon de veces inferior. Por tanto, la idea anterior de regulacion de la
actividad de las isoformas de arginasa en funcion de la cantidad de fenol detectada en talo o en
medio no es valida, debiéndose estudiar el efecto regulador en funcion de la cantidad de efector
accesible a la enzima. La mayor cantidad de fenoles solubilizados se detecta en el medio de
incubacion, por lo que seria la isoforma 1V de arginasa la regulable por mayores concentraciones
de efector (Tabla XII). No hay contradiccion entre este resultado y la baja solubilidad de los
fenoles en agua, ya que valores alcalinos de pH incrementan su solubilidad, asi como la formacion
de quelatos (Rundel, 1978).

La baja cantidad de fenoles encontrada en los extractos libres de células se debe a que
¢stos cristalizan en los espacios intercelulares sobre las paredes del alga (Ahmadjian y Jacobs,
1985, Avalos y Vicente, 1987, Honegger, 1986, Legaz y Vicente, 1989). Estos fenoles, junto con
los depositados en el cortex (Fig. 35 A-C) no tendrian efecto regulador significativo sobre las
1soformas de arginasa, va que no estan solubilizados.

El patron de distribucion de los fenoles en talos incubados en cicloheximida (Fig. 36 A-C)
es muy diferente al anterior. Los fenoles que se detectan en mayor cantidad son los acidos
eVErnico y usnico, siendo €stos, a su vez, }os que se solubilizan en mayor medida en el extracto
libre de células (Tabla XII).

Los fenoles estan descritos como potentes reguladores de vanas actividades enzimaticas.
Aunque habitualmente se describen como inhibidores (Planas ef al., 1981, Ravise et af., 1980),
algunas veces se comportan como activadores. Este fenomeno se ha descrito para la actividad
lacasa de Agaricus bisporus y Pleorotus ostreatus {Giovannozi-Sernanni y Luna, 1981). La
activacion o nactivacion, en general, depende de la concentracion de efector utilizada. Asi, la
arginasa inducible purificada por Legaz y Vicente (1982) es activada por atranorina a
concentraciones comprendidas entre | y 8 uM, pero resulta completamente inhibida a
concentraciones supertores a 12 uM. El acido evérnico inactiva totalmente a la enzima a
concentraciones superiores a 16 uM (Legaz y Vicente, 1983).

La isoforma I de arginasa, asimilable a la enzima inducible de Legaz vy Vicente (1982), es

activada por atranorina 33,3 nM, fenol que se comporta como un activador no competitivo, es
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decir, no compite con el sustrato por el centro activo de la proteina. El 4cido evérnico 130 nM es
un activador mixto de la isoforma 1, mientras que €l acido Gsnico 173,3 nm se comporta como un
inhibidor competitivo. Puede entonces afirmarse que, en general, bajas concentraciones de fenoles
producen activacién, mientras que las altas concentraciones ocasionan ¢l efecto contrario.

L.a isoforma 11l de arginasa es inhibida por los tres fenoles a concentraciones que oscilan
entre 0,10 y 0,47 uM (Fig. 40). La arginasa pre-existente, descrita por Martin-Falquina y Legaz
(1984), asimilable a la isoforma I1I, resultaba activada por mezcias de fenoles a concentraciones
superiores a 6 uM de atranorina, 19 M de acido evérnico y 200 pM de dcido usnico.

Los acido evémico (1,15 mM) vy asnico (1,27 mM) se comportan como inhibidores no
competitivos de la isoforma [V de arginasa, mientras que la atranorina 1,69 mM es un activador
mixto. La arginasa segregable, descrita por Planelles y Legaz (1987), asimilable a la isoforma 1V,
era activada por &cido usnico en el rango de concentraciones comprendidas entre 20 y 120 pM,
diez veces inferiores a las ensayadas en el presente estudio.

No obstante, la concentracion de fenol solubilizada en el extracto libre de células y por
tanto accesible, en principto, a la enzima, va a depender del pH del medio en cada momento
(Legaz er a/., 1993b), por lo que siempre es conveniente cuantificar el fenol, previo al ensayo de
efeccion in vitro, Otra gran variacion que puede observarse en la cantidad de fenoles es la debida
a las condiciones ambientales (Legaz ef af., 1986), las cuales a su vez varian dependiendo no sdlo
de la estacion del afio sino de otros muchisimos factores como pluviosidad, densidad de flujo
fotonico, temperatura, etc..

Los estudios de ligamiento contribuyen en gran medida al conocimiento de las
interacciones entre una proteina y sus efectores. Los resultados obtenidos se presentan
habitualmente como cinéticas de Scatchard (1949), a partir de las cuales se establece el nimero de
sitios de union para el efector y sus caracteristicas. Sin embargo, es muy dificil obtener estas
conclusiones a partir de una sola representacion grafica (Pedersen ef af., 1986, Kliotz, 1989;
Munson vy Rodbard, 1980). Por ello, en el estudio que se presenta, se han elegido otras tres
representaciones graficas la directa de ligamiento, la de dobles-inversas y la semi-logaritmica

(Tabla 11D
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Las representaciones directas de los datos del ligamiento de atranorina, acido evérnico y
acido usnico a cada una de las isoformas de arginasa muestran, ain siendo cinéticas hiperbolicas,
una cierta tendencia a la sigmoicidad (Figs. 45, 47, 51, 53, 57, 59 y 61), a excepcion del
ligamiento del acido usnico a las isoformas Iy III (Figs. 49 y 55, respectivamente) claramente
hiperbolicas. Price y Dwek (1982) proponen la existencia de cooperatividad positiva como
explicacion a estos perfiles de la grafica de saturacion.

También puede observarse que el nivel de saturacion de sittos en la proteina es diferente
segun la isoforma de la que se trate. Asi, las isoformas 1 y 1V necesitan mayor cantidad de
atranorina (aproximadamente el doble) que la isoforma III para lograr la saturacion (Figs. 45 A,
5t Ay 57 A). El comportamiento de las proteinas frente al dcido evérnico es muy diferente. La
isoforma 1V satura sus sitios de union para el efector a menor cantidad de ligando (entre 3 y 5
veces menos) que las isoformas Iy HI (Figs. 47 A, 53 Ay 59 A). Por el contrario, la saturacion
del numero de sitios para el acido usnico (Figs. 49 A, 55 Ay 61 A) se produce a cantidades de
ligando casi dos veces superiores en la isoforma IH que en las isoformas I y IV. La principal
diferencia entre las isoformas | y IV respecto a la III estriba en que las primeras necesitan mayor
cantidad de atranorina que de otros efectores para saturar sus sitios, mientras que la isoforma HI
requiere mayor cantidad de usnico que de otros efectores para alcanzar la saturacion.

LLos datos del ligamiento utilizados en la representacion de dobies-inversas se ajustan, en
todos los casos, a una curva exponencial (Figs. 45 B, 47 B, 49 B, 51 B, 53 B, 55B, 57B, 59 By
61 B), hecho que indica la existencia de un claro patron de cooperatividad positiva para la union
de los tres fenoles a las tres isoformas de arginasa, segun propone Neet (1980). Este tipo de
representacion permite realizar una primera aproximacion al nimero de sitios de ligamiento (n)

para el efector por molécula de proteina, como definieron Klotz y Hunston (1971).
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ISOFORMA DE | NUMERO DE SITIOS DE UNION PARA EL EFECTOR
ARGINASA POR_MOLECULA DE PROTEINA |
EFECTOR
ATRANORINA | AC. EVERNICO | AC. USNICO
i [ 4 4 10%
1 ~ 26 8 26
v i 23 5 32

*Valores superiores a 1 indican inespecificidad en el ligamiento (Klotz, 1989)

La isoforma | es la que liga los efectores con una mayor especificidad, solo posee 4 sitios
de union para la atranorina v otros 4 para el 4cido evérnico por molécula de proteina. La
semejanza entre la isoforma 1 y la 1V radica en su especificidad para ligar acido evérnico, pero la
diferencia entre ambas proteinas estriba en que la isoforma IV pierde la especificidad en el
ligamiento de atranorina y acido usnico. La isoforma HI presenta una mayor semejanza con la
isoforma IV que con la I, va que IH Y IV ligan acido evérnico de forma especifica, pero
atranorina y acido isnico de manera inespecifica.

No obstante, Kiotz (1989) apunta la posibilidad de obtener conclusiones erroneas a partir
de la representacion de dobles-inversas de los datos de ligamiento, debido a la fuerte compresion
que sufren éstos en las proximidades del eje de ordenadas. El propone determinar el namero de
sitios de union a partir de Ia representacion semi-logaritmica. Nosotros estamos de acuerdo con
Klotz (1989), ya que en este tipo de representacion se obtienen dos claras ventajas. En primer
lugar, existe un espaciado uniforme de los datos y , en segunde lugar, se puede observar una
plataforma de saturacién inequivoca a partir de la cual se puede calcular el nimero de sitios de
ligamiento.

Los valores que se obtienen mediante esta representacion (Figs. 46 B, 48 B, 50 B, 52 B,
54 B, 56 B, 58 B, 60 B y 62 B) son practicamente iguales a los obtenidos mediante la
representacion de dobles-inversas. La unica variacion en el namero de sitios es la obtenida en el
ligamiento de atranorina a las isoformas Il y IV (Figs. 52 y 58). Donde antes aparecian 26 y 23
sitios, respectivamente, ahora son aproximadamente 13 y 15 los sitios de unidn para el ligando.

En cualquier caso, un valor superior a 10 sitios lo tnico que indica es una alta inespecificidad de
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ligamiento proteina-efector. No obstante, esta diferencia de valores podria deberse a que la
enzima se estd saturando en realidad a niveles inferiores de ligando a los que indica la
representacton directa, segun propone Pedersen e/ al (1986). Honoré y Brodersen (1983)
determinaron 11 sitios de union para el diflunisal (farmaco antiinflamatorio) a la albumina, no
logrando saturar la proteina a los niveles de farmaco utilizados, por lo que el nimero de sitios
propuesto resultd ser erroneo. En nuestro caso esto no sucede, ya que siempre se obtiene una
curva de saturacion previa.

La literatura muestra la representacion de Scatchard como la habitual en el estudio del
ligamiento. Cuando la representacion proporciona una linea recta, esto se interpreta como la
union de un ligando homogéneo a sitios idénticos e independientes. Sin embargo, existen cinéticas
de ligamiento donde los datos se alejan de la linearidad. En las tres isoformas de arginasa se
observa este comportamiento para el ligamiento de cualquier efector (Figs. 46 A, 48 A, 52 A, 54
A, 56 A, 58 A, 60 Ay 62 A), donde los datos se pueden ajustar a curvas coOncavo-convexas,
excepto la que muestra la union del acido Gsnico a la tsoforma 1 (Fig. 50). Este tipo de curvas se
considera indicativo de cooperatividad positiva en [a union del ligando a la proteina (Price y
Stevens, 1986). Es decir, se puede concluir que existen interacciones entre los diferentes sitios de
tal manera que la atinidad de cada sitio cambia con la ocupacion de los otros y en estas
condiciones se podria determinar mas de una constante de ligamiento para cada uno de los sitios
(Kiotz y Hunston, 1977).

La cooperatividad positiva se puede mimetizar por varios artefactos, como por ¢jemplo es
la heterogeneidad del ligando. Mendel ez a/. (1985) observaron este efecto en el ligamiento de
receptores de superficie celular a lipoproteinas. El efecto se debia a que las lipoproteinas se aislan
generalmente como mezclas heterogéneas de particulas de varios tamafios y caracteristicas. De
acuerdo con los mismos autores se debe entender como ligando heterogéneo a una mezcla de
figandos que tienen distinta afinidad por el receptor (proteina) o bien un ligando con impurezas
quimicas. En el caso que nos ocupa, la existencia de cooperatividad positiva definida en el
ligamiento de atranorina y acidos evérnico y usnico a las isoformas de arginasa no esta

mimetizada por el empleo de ligandos heterogéneos. Se han utilizado fenoles (ligandos)
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fase reversa. Otro artefacto que puede mimetizar la cooperatividad positiva es la autoasociacion
del ligando (Ishida ef af | 1988) Esta posibilidad puede ser descartada si el ttempo requerido por
los fenoles para alcanzar el equilibrio de dialisis en presencia o ausencia de la proteina no difiere
en mas de 2 h (Pedersen e¢f o/, 1986), lo cual se satisface en nuestro czso.

Otra posible explicacion de los resultados obtenidos en las representaciones de Scatchard
estaria relactonada con los cambios en el peso molecular de las isoformas, debidos a la reaccion
asociacion-disociacion de las proteinas en presencia del fenol. Diversos autores (Ainslie ¢/ af
1972, O'Fagain et a/, 1982) hablan de una "cinética transitoria lenta" para apoyar la
cooperatividad mostrada en el ligamiento de efectores a enzimas monoméricas, caso de las
isoformas I, 111 y IV de arginasa. Esta cinética consistiria en una reaccion de isomerizacion o bien
en una asociacion-disociacion de la proteina. Un mecanismo de este tipo fue descrito para la
glutamato deshidrogenasa (Frieden y Colman, 1967). En un principio,estos autores establecieron
una correlacion entre los cambios de peso molecular de la enzima y la activacion o inhibicién por
nucleotidos de purina (GTP y GDP), de tal manera que el polimero era activo y el mondémero era
relativamente inactivo. Sin embargo, los resultados cinéticos y de ligamiento, les permitieron
concluir que el GTP y el GDP se unian menos a la forma polimérica que a la monomeérica. Existia
una fuerte cooperatividad positiva a valores altos de concentracion de proteina, pero este efecto
era menor a concentraciones de proteina inferiores a 0,01 mg-ml-1. Esto se debia a que en el
primer caso la concentracion de proteina era mayor que la constante de disociacion para el
efector. La representacion de Scatchard de los datos de ligamiento de atranorina a la isoforma I
de arginasa (Fig 52 A) resulta especialmente discutible. Si bien los puntos se pueden aproximar a
una curva concavo-convexa, sefialabamos en el punto 11.6.2.1. de Resultados que otra
posibilidad seria ajustarlos a un "ciclo de histéresis”. Dicho de otro meodo, la isoforma 11 muestra
una muy lenta respuesta de asociacion-disociacion a los cambios de concentracion de atranorina.
Este hecho viene avalado por el perfil de la curva semi-logaritmica (Fig. 52 B), donde se observa
un descenso de la cantidad de atranorina ligada a partir de concentraciones de efector libre

superiores a 1,8 uM. Conviene también resaltar la consecuencia que el ligamiento de atranorina
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produce en la isoforma 111 en comparacion con los otros efectores en las distintas isoformas.. Es
el unico caso en que solo se observa un 2% de formas poliméricas respecto a la proteina nativa
(Fig. 63). Podriamos, entonces, definir el comportamiento de la isoforma 11l de arginasa como
histerético en su union a la atranorina, segun la definicion propuesta por Neet y Ainslie (1980)
para este tipo de respuestas. Un comportamiento similar ocurre en el ligamiento de acido evérmco
a la isoforma IV (Fig. 60 A) aunque, en este caso, se hace menos patente el ciclo de histéresis. La
glucosidasa de cafia de azicar también se comporta como histerética en su interaccion con Mn2+
(Legaz eral., 1991).

Las isoformas | y 1V de £. prunastri no muestran cooperatividad en la union del sustrato,
como se desprende de sus cinéticas micaelianas (Figs. 37 y 42) v del coeficiente de Hill (h) (Tabla
X1V} Es solo en presencia de efectores cuando se observa la cooperatividad positiva. Teng-Leary
y Kohlhaw (1973) describieron una situaciéon similar en la «-isopropilmalato sintasa de
Salmonella typhimurium. |.a enzima exhibia cooperatividad positiva para el ligamiento de Leu
(retroinhibidor) pero no para el ligamiento del sustrato, lo que permitia deductr que estaba sujeta
a un equilibrio de asociacion-disociacton determinado por el efector.

La isoforma 111 de arginasa muestra una clara cooperatividad para la uniéon del sustrato ,
como se puede deducir de su cinética sigmoidal (Fig. 40) y del valor del coeficiente de Hill (Tabla
X1V). De los datos del ligamiento también se desprende que la isoforma I presenta
cooperarividad positiva en el ligamiento de atranorina y acidos evérnico y (snico.

La unica excepcion de ligamiento con cooperatividad positiva la presenta el 4cido tsnico
en su umon a la isoforma I de arginasa (Fig. 50 A). La representacion de dobles-inversas (Fig. 50
B) v la semi-logaritmica (Fig. 51 B) confirman una union inespecifica al estimar en 10 el nimero
de sitios de hgamiento; sin embargo, la cinética de Scatchard no da una curva concavo-convexa
(Fig. 51 A). Hay dos posibles explicaciones, una seria que en la isoforma I no se produjera
reaccion de asociacion-disociacion en presencia de acido Gsnico o que todas las formas de
proteina mostraran la misma afinidad por el efector. También conviene destacar que la (nica

inhibicion competitiva de cualquier isoforma es la producida por acido usnico sobre la isofroma |

(Tabla XII1)
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Se han propuesto varios modelos para explicar las cinéticas cooperativas de las enzimas.
En general, todos ellos se centran en las interacciones entre subumidades de enzimas
oligoméricas.Sin embargo, cuando se trata de enzimas monomeéricas, como es el caso que nos
ocupa, todos apuntan a la existencia de asociaciones-disociaciones de la enzima (Ainslie et al,
1972, Meunier ef al., 1974), hecho que se confirma por las cinéticas concavo-convexas de la
representacion de Scatchard.

Ricard ef al. (1974) proponen un nuevo concepto, el de "transicion con memona", para
explicar el alejamiento del comportamiento micaeliano en algunas enzimas monomeéricas. Ll
concepto se basa en la existencia de dos formas conformacionales distintas de la enzima en
equilibric v no a un mecanismo de transicion lenta como el descrito por O'Fagain ¢f al. (1982). La
explicacion de Ricard et al (1974), no obstante, no es valida para la isoforma 11 de arginasa, ya
que su teoria implica cooperatividad a nivel cinético, pero que no se manifiesta en los estudios de
ligamiento. La isoforma 111 muestra cooperatividad tanto a nivel cinético como en el ligamiento de
efectores.

L.a reaccion de asociacion-disociacion es muy importante en la regulacion de la actividad
enzimatica, ya que cada una de las formas presenta diferente afinidad por el efector. También
resulta necesario conocer qué proporcion de cada una de las formas enzimaticas existe para una
concentracion dada de efector. Frieden v Colman (1967) estudiaron los cambios de peso
molecular ocurridos en la o-isopropilmalato sintasa promovidos por el ligamiento de Leu y
concluyeron que existia un claro predominio de espectes diméricas frente a monodmeros y
tetrameros, aunque no llegaron a determinar la proporcion de mondémero y polimeros existente a
cada concentracion de efector. En nuestro caso, se ha podido calcular la proporcion de formas
monomérica y poliméricas, estimando los pesos moleculares de cada tsoforma de arginasa tras el
ligamiento del efector a diferentes concentraciones (Tabla XVI). En todos los casos, puede
observarse un claro predominio de la forma nativa sobre las poliméricas, tras el ligamiento. Los
tipos de agregados que suceden con mayor frecuencia son los dimeros y los trimeros, si bien el
tipo de agregacion es funcion de tres variables: isoforma de arginasa, naturaleza del efector vy

concentracton del mismo (Tabla XVIy Fig. 63).
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En términos generales, Ja union de acido evérnico a las isoformas 1 y Ill de arginasa
proporciona los mayores niveles de polimerizacion, encontrando tnicamente un 49,97 y 19,24%
de las formas nativas, respectivamente. Para la isoforma 1V el menor porcentaje de forma nativa
aparece cuando se liga acido Gsnico a la proteina. En todos los casos, la atranorina produce los
menores niveles de polimerizacion, asi como los oligdbmeros de menor numero de subunidades.

£} agregado de mayor tamafo encontrado para la isoforma [ corresponde a un nonamero,
obtenido tras el ligamiento de acido evérnico a esta isoforma; el oligomero representa solo un
0.11% de la proteina total. Por otra parte, se detecta un tridecamero tras la union de acido tsnico
a la isoforma 1V, el cual representa un 3, 17% de la proteina total.

La isoforma I} no presenta, en ningin caso, agregados mayores que trimeros; sin
embargo, no solo se detectan polimeros, sino que también picos correspondientes a un peso
molecular inferior { ~ 19 kDa) al de la forma nativa de la isoforma Il La proporcion de estos
picos oscila entre el 7 vy el 67% de la proteina total eluida del sistema de HPLC. Ademas, este
peso molecular es similar al estimado para la isoforma I de arginasa. Este hecho implica que,
posiblemente, el auténtico monomero de arginasa en £. prunasfri posea un peso molecular de 18
kDa. La aparicion de esta forma tras el hgamiento de atranorina, acido evémico o acido usnico a
la isoforma Il estaria induciendo un cambio en la estructura cuaternaria de la proteina,
permitiendo su disociacion en una forma de menor tamafio.

La proyeccion fisiologica que puedan tener la existencia y produccion de las diferentes
isoformas, previamente descritas, es de dificil evaluacion, Para situar este punto de la discusion,
habria que hacer las siguientes precisiones:

a) En k. prunastri; los sistemas de carboxilacion que utilizan dioxido de carbono
atmosférico producen primariamente hidratos de carbono, mientras que el producido por
descarboxilaciones internas, singularmente por hidrolisis de urea, va a ser empleado en la sintesis
de fenoles (Blanco er al | 1984), principalmente acido evérnico. Sobre esta base, la modulacion de
la actividasd arginasa se relaciona con el nivel de &cido evérnico a través de la activacion de sus
enzimas subsidianas: ureasa y ornitina descarboxilasa. Hay que hacer notar que, sobre la base del

numero de sittos de union del acido evérnico, como ligando, a las diferentes isoformas de
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arginasa, este fenol es el Unico que muestra especificidad de ligamiento, siendo activador mixto de
la isoforma 1 e inhibidor de las isoformas III y 1V. Por tanto, en una secuencia, posiblemente

fungica (Vicente y Legaz, 1992), descrita como

- Acctil CoA carboxilasa

Arginina —19 Ornitina —29 CO2 —> | - Orselinato sintasa — Acido cvérnico

- Orsclinato dépsido hidrolasa
I Arginasa
2 Ormitina descarboxilasa
el fenol regularia su nivel como activador de la isoforma | o retroinhibidor de la isoforma III,
primando una relacion u otra segun la necesidad fisiologica.

El CO7 producido por hidrolisis de la urea es, preferentemente aigal, lo cual no invalida la
hipotesis de retroinhibicion dado que cantidades discretas de acido evérnico pueden encontrarse
en el citoplasma del ficobionte.

b) Ei papel de una isoforma segregable de arginasa es dudoso. Aunque puede
esperarse que un liquen epifito encuentre arginina exogena en su sustrato, es dificilmente
imaginable que los fenoles puedan actuar como efectores extratalinos de arginasa. Serta mas facit
considerar esta i1soforma como una sefial fingica de tipo parasitario (Molina ef al., 1993),
segregada a los espacios intercelulares como una funcién exclusiva del estado de rehidratacion del
talo (Legaz y Vicente, 1991a; Vicente, 1990). En los espacios intercelulares, los principales
efectores serian aquellos fenoles que son retenidos por las paredes celulares, principalmente acido
usnico (Ahmadjian y Jacobs, 1985, Honegger, 1986), que actia como inhibidor de la enzima.

¢) Tanto sobre Ia base de una arginasa como efector de parasitismo fungico, como
sobre la posible multiplicidad de formas de una sola enzima en funcidn de su sitio de produccion,
la aparicion de isoformas de arginasa y el cambio en sus propiedades, podria ser un mero reflejo
de estados diferentes de desarrollo. Algo semejante fue, ya hace 20 afos, sugerido por Martin
(1973) al demostrar que la invertasa exocelular de Parmelia caperaia era fundamentalmente
distinta, tanto en su peso molecular como en sus propiedades cinéticas, de la sistetizada por

micobtonte vy ficobionte aistados.
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& Se han purificado cuatro isoformas de arginasa de talos de Lvermia prunasiri. Las
denominadas isoformas | v II son intratalinas, inducibles por arginina, y han sido purificadas 148 y
359 veces, con recuperaciones det 4,5% y 1,8%, respectivamente. La isoforma III, también
intratalina, constitutiva, ha sido purificada 259 veces con una recuperacion del 2.0%. La isoforma

IV, glicosilada, inducible y segregable ha sido purificada 616 veces con un rendimiento del 5,6%.

24 Se han determinado los pl de las cuatro isoformas, purificadas a homogeneidad por
electroenfoque en columna y por electroforesis capilar. Los valores de pl obtenidos por el pnmer
procedimiento, tueron 5.86, 5,83, 6,18 y 5,60 para las isoformas 1, 1, HI y IV, respectivamente.
lLa separacion por electroforesis capilar fue desarrollada a dos valores distintos de pH, 7.1 y 9,0,
tomandose como valor de pi la media de los dos valores obtenidos. Estas medias fueron 4,90,

5,00, 5,38 y 4,80 para las isoformas 1, 1I, IIf y IV, respectivamente.

3 El analisis de aminoacidos de las cuatro isoformas indica que las isoformas I, 11 y IV son
ricas en Asx, Glx, Ser y Gly, conteniendo de uno a tres residuos Trp por molécula. En cambio, la
isoforma 11 es rica en aminoacidos no polares, como Ala, Val y Leu, conteniendo nueve residuos

Trp por molécula.

4, El peso molecular de las diferentes isoformas de arginasa fue estimado por
HPLC-exclusion molecular, usando dos configuraciones de columna; una columna TSK GS000
PWXL o dos columnas Zorbax-diol en serie, GF450-GF250. Los valores obtenidos fueron de 10
kDa para la 1soforma 1, 16 kDa para la H, 26 kDa para la 111 y 20 kDa para la 1V, stendo todas

ellas monoméricas.

5% Sobre los datos precedentes, puede concluirse que las isoformas ! y II son muy similares,
asi como la IV, salvo que, en este ultimo caso, la proteina inducible ha sido segregada. Segun
Planelles v lLegaz (1987) la isoforma IV esta glicosilada. La isoforma I, constitutiva, es

fundamentalmente diferente de las inducibles.
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o Todas las isoformas presentan un maximo de absorcion en el uitravioleta de 275-278 nm,

que indica la presencia de Tyr.

7 En el espectro simultaneo de excitacion-emision de fluorescencia, todas las isoformas
presentan un maximo de emision a 355 nm. La isoforma IV presenta un maximo adicional a 305
nm._ Utilizando luces monocromaticas de excitacion de 257 nm, 275 nm 6 295 nm, se obtienen
maximos de emision entre 345 y 349 nm, 342-346 nm y 351 nm, respectivamente. Al excitar la
isoforma III con tuz de 275 nm, aparece otro maximo secundario de emision a 288 nm, indicativo

de Phe

8" Los tres tenoles mayoritanios de f. prunastri han sido eficientemente separados por HPLC
de fase reversa, usando una columna Nucleosil 5C8 y como fase movil acetonitrilo:agua:aceético,
1socratico. La deteccion fue llevada a cabo usando un detector de longitud de onda variable, a 280
nm para atranorina y acido usnico y a 270 nm para el acido evérnico, coincidentes con sus

maximos espectros de absorcion.

9. Mediante protocolos de extraccién diferencial y analisis por HPLC, se han determinado las
concentraciones aproximadas de los tres fenoles que pueden tener acceso a las diferentes

tisoformas de arginasa, para proceder al estudio de su papel como efectores enzimaticos.

10°. Las isoformas 1y Il de arginasa son enzimas micaelianas, con valores de K, para arginina
de 1,25 mM y 3,0 mM, respectivamente, determinados por el procedimiento grafico de Hanes,
aungue también se calculo de la representacion directa [S) frente a V), y de acuerdo con el
procedimiento de Eisenthal-Cornish-Bowden. La isoforma [l muestra una cinética sigmoidal de

saturacion por sustrato, indicativa de alosterismo, con un valor Sq 5 para arginina de 4,5 mM.
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I1°.  Los diferentes fenoles muestran ejercer acciones distintas sobre las diferentes 1soformas a
las concentraciones de efector ensayadas. La isoforma | sufre activacion no competitiva por
atranorina, activacion mixta por acido evérnico e inhibicion competitiva por acido usnico. La
isoforma 111 es inhibida por los tres fenoles. Atranorina se comporta como activador mixto y los

acidos evérnico y usnico como inhibidores no competitivos de la isoforma I'V.

12*  La union del sustrato, arginina, a las isoformas I y 1V se realiza sin cooperatividad, dada
su naturaleza micaeliana que proporciona un valor de coeficiente de Hill cercano a la unidad. La
union de los diferentes efectores no altero sensiblemente esta conducta, salvo la union de la
atranorina a la isoforma 1V, que aumenta el valor de h a 2. La union de la arginina a la isoforma
11] se lleva, sin embargo, a cabo con un grado de cooperatividad (h) de 4,4, siendo sensiblemente

incrementado por atranorina y actdo usnico y débilmente rebajado por acido evérnico.

13 La estimacion del numero de sitios de union por molécula de proteina (n) de cada uno de
tos ligandos (efectores) a las distintas isoformas de arginasa indica que solo el acido evérnico es
capaz de unirse a sitios especificos en las tres isoformas, sobre la base del bajo nimero de sitios
de union, que han sido estimados en 4, 8 y 5 para las tsoformas I, III y 1V, respectivamente. El
ligamiento de la atranorina a la isoforma ! también se lleva a cabo por 4 sitios de union
especificos. Sin embargo, esta misma atranorina se liga inespecificamente a las 1soformas I y IV,
por 26 y 23 sitios de union, respectivamente. El acido usnico actda como ligando inespecifico

para las tres 1soformas, con 10 sitios de union para la 1soforma I, 26 para la Hll y 32 parala I'V.

14° Se ha calculado la proporcion de formas monoméricas y poliméricas tras el ligamiento de
los efectores. En todos los casos, predomina la forma nativa sobre las poliméricas. Los tipos de

agregados que aparecen con mayor frecuencia son dimeros y trimeros.



257

Para un mayor seguimiento de las conclusiones, se adjunta la Tabla XVII, resumen de los

datos numericos que las justifican.

1.- PURIFICACION DE LAS ISOFORMAS DE ARGINASA

[SOFORMA VECES RENDIMIENTO (%)
1 148 4,5
1l 359 1.8
i 259 2
v 616 5.6

2.- PUNTO ISOELECTRICO DE LAS [SOFORMAS DE ARGINASA

ISOFORMA  pl por electroenfoque pl por E.C.
en columna pH 7 pH 9 pl
I 5.86 533 4.50 4.9
I 5,83
il 6,18 5,70 5.07 5,38
v 5,60 4,80 4,80 4,80

3.- COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LAS ISOFORMAS DE ARGINASA

ISOFORMA AMINOACIDOS Trp
(n° de residuos)

1
Ricas en Asx, Glx, Sery Gly
It

111 Rica en no polares Ala, Val y Leu 9

IV Rica en Asx, Glx, Ser y Gly 1-2
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4.- PESO MOLECULAR ESTIMADO EN HPLC POR EXCLUSION
MOLECULAR DE LOS ISOFORMAS DE ARGINASA

ISOFORMA COLUMNA COLUMNAS
TSK G5000 PWXIL. ZORBAX-DIOL GF450-GF250

I 18 18
1 16 16
I 20,5 26
IV 20 20

Todas son monomeros

5.- ABSORCION UV DE LAS ISOFORMAS DE ARGINASA

ISOFORMA MAX. ABSORBANCIA
I 275-278
11 275-278
v 275-278

6.- EMISION DE FLUORESCENCIA DE LAS ISOFORMAS DE ARGINASA

ISOFORMA MAX. EMISION ESPECTRO
FLUORESCENCIA SIMULTANEO
(EXCITACION 275)  (EXCITACION 295) (EXCITACION 257)
I 346, 305 351, hombro 416 349,302 355
HI 345, 305, 288 331, 351, 397-401 349 355

v 337, 3006 331, 351, 40! 345, 260 355, 305
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7.- ABSORCION UV DE FENOLES

FENOL MAXIMO ABSORBANCIA
ATRANORINA 280
ACIDO EVERNICO 270
ACIDO USNICO 280

8.- SEPARACION DE FENOLES

HPLC fase reversa; columna Nucleosil 5C8, isocratico 1 ml'min-! y fase movil agua : acido

acético (99:1, v/v)/acetonitrilo (30:70, v/v).

9.- CONSTANTES CINETICAS DE LAS ISOFORMAS DE ARGINASA

Isoforma Km Vmax
(mM) (umol amonio-min-1)

Directo i,5 2,49

[ Eisenthal-Cornish-Bowden 4,9 5,25

Hanes 1,25 2,79

[l Directo S 5-4.5 2,12
Directo 4.45 3.0
Y Eisenthal-Comish-Bowden 4.0 4.7

Hanes 3,0 4,2
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10.- VARIACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS EN PRESENCIA DE

FENOLES (K, (ap) Vinax{ap))

Isoforma Ky, (ap) (mM) Vmax (ap) (pmol amonio min~!)
Atranorina Ac evémnico Ac. usnico Atranorin  Ac. evérnico  Ac. usnico
a
! 110 0,68 3,40 6,64 2,75 3,32
activador activador inhibidor
no competitivo mixto competitivo
i 4,90 4,40 4,50 0,12 0,06 0,25
nhibidor mhibidor inhibidor
v 0,96 3,16 3,05 3,95 3,69 3,39
activador mhibidor inhibidor
mixto no competitivo  no competitivo

11.- COEFICIENTE DE HILL (h)

Isoforma  En ausencia de efector En presencia de efector
Atranorina Actdo evémico Acido usnico
I 1,42 1,55 1,65 0,93
11 4,40 5.15 3,75 5,74
v 1,24 1,94 [,25 1,20

»
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12.- NUMERO DE SITIOS DE UNION DE LOS DISTINTOS LIGANDOS A LAS

ISOFORMAS DE ARGINASA

Isoforma Numero sitios (m)*
Atranorina Acido evérnico Acido usnico
1 4 4 [0
111 26 8 20
v 23 5 32

* Estimado de la representacion de dobles-inversas de los datos de ligamiento

13.- EFECTO DEL LIGAMIENTO DE LOS FENOLES A LAS ISOFORMAS DE
ARGINASA

Polimerizaciones a dimeros y trimeros principalmente.
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