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ESTUDIO DE UNA FRACCION PROTEOLITICA DE Mucor roux<d QUE INACTIVA A
LA QUITINA SINTETASA*
* %
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STUDY OF A PROTEOLYTIC FRACTION FROM Mucor houxidL THAT INACTIVATES
CHITIN SYNTHETASE

SUMMARY

In this communication we describe the partial purification of a
proteolytic fraction from Mucor rouxid (mycelium) that strongly
inactivates chitin synthetase. It was isolated following fractionation
of the cytosol with ammonium sulfate and chromatography of the
resulting fraction in a column of Bio-Gel P-100. The fraction with
proteolytic activity, which was recovered in the void volume of the
column, inactivated chitin synthetase directly in a manner dependent
on the concentration and the time of exposure to it. Both crude and
purified preparations of chitin synthetase from the mycelial form of
the fungus were markedly more sensitive to the inactivating fraction
than the corresponding preparations obtained from the yeast-like form.

RESUMEN

En este trabajo describimos la identificacidn y purificacién
parcial de una fraccién proteolitica obtenida de Mucor rhouxid
(micelio) que inactiva fuertemente a la quitina sintetasa. Ella fue
aislada después de fraccionar el citosol con sulfato de amonio y
someter a la fraccidn resultante a cromatografia en una columna de
Bio-Gel P-100. La fraccidn con actividad proteolitica, la cual se
recuperd en el volumen de exclusidn de la columna, inactivd
directamente a la quitina sintetasa de una manera dependiente de Ta
concentracién y del tiempo de exposicidn a la misma. Tanto las
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preparaciones crudas como purificadas de quitina sintetasa de 1la
forma micelial del hongo fueron marcadamente mas senslbles a la
fraccidn inactivante que las preparaciones correspondientes obtenidas
a partir de la forma de levadura.

INTRODUCCION

Adn cuando la activacidn in vitro de la quitina sintetasa
zimbgena por proteasas de diferente origen es un fenomeno.gten
documentado (Cabib, 1981; Ruiz—Herrera,'IQBZ), la_regulacidn de la
enzima <n v{vo por un mecanismo proteolitico es aun tema de
especulacidon. E1 papel de las proteasas enddgenas {n vivo COmO
moduladores de la quitina sintetasa fue postulado por Cabib y
colaboradores, quienes aislaron una proteasa neutra (la proteinasa B)
a partir de especies de Saccharomyces, la cual activaba a la enzima
de 1a levadura (Cabib y Ulane, 1973, 1974). Dicho postulado fue
cuestionado cuando independiente Wolf y Ehman (1978) y Zubenko et g}.
(1979) aislaron mutantes de Saccharomyces carentes en proteinasa B las
cuales mostraban un ciclo normal de desarrollo. Campbe[1 y Peberdy
(1979) aislaron una proteasa neutra a part1r_de Aspergillus nidufans
que activaba a la quitina sintetasa mas’ef1c1entemente que la
tripsina. Ruiz-Herrera y Bartnicki-Garcia (1976) observaron gue las
preparaciones crudas de quitina sintetasa obtenidas de la forma de
levadura de M. noux{{ se activaban lentamente, en tanto que la enzima
de la forma filamentosa del hongo se inactivaba rdpidamente cuando se
incubaban a temperatura ambiente. De acuerdo con estos autores, 1a
diferencia entre las dos preparaciones de quitina sintetasa podria
reflejar la operacién de proteasas enddgenas. Ruiz-Herrera (1984) ha
sugerido que la quitina sintetasa en el dpice de ]q hifa en .
crecimiento deberia inactivarse rdpidamente con objeto de garantizar
la extensién apical durante el desarrollo f11amentoso de los hongos.
Recientemente, Dfaz y Ruiz-Herrera (1987) aislaron una proteasa‘ac?d_a1
de bajo peso molecular (16,000 daltone§).a partir de l1a forma micelia
de M. noux<{, la cual inactiva a la quitina sintetasa. En el mismo
organismo, hemos detectado y purificado.parc1a1men§e.una fraccion
proteolitica distinta que también inactiva a 1a quitina sintetasa.
Decidimos analizar la inactivacidon de la quitina sintetasa por1esta
preparaci6n enddgena como un enfoque preliminar al objetivo a largo
plazo de entender el papel de estas enzimas en la regulacidén de Ta
quitina sintetasa.

MATERIALES Y METODOS

i ici i 110 del
Organismo y condiciones de cultivo. Para el desarro
presentg trabajo se utilizo Ta cepa ge Mucor rouxid IM-80 (ATCC
24905) la cual se mantuvo en medio so11dolcoqten1eqdo ex;racto de
levadura, peptona y glucosa (ELPG) (Bartnicki-Garcia y Nickerson,
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1962). Las esporas del hongo se cosecharon a partir de cultivos de
4-6 dias, mantenidos en botellas de Roux y se lavaron una vez por

_ centrifugacion con agua destilada estéril. Para la propagacidén del

organismo, las esporas se inocularon en matraces Erlenmeyer de 21
conteniendo 650 ml de medio 1iquido de ELPG a una densidad celular de
5 x 10° esporas/ml. Los matraces se agitaron a 120 rpm en un bafio de
agua a 28°C durante 10 h en aerobiosis para obtener la forma
filamentosa, o durante 12-13 h en condiciones anaerébicas y bajo una
atmosfera de N2:CO2 (70:30, v/v) para inducir el crecimiento en forma
de levadura.

Obtencidn de los extractos libres de células. E1 micelio de M,
noux{i{ se cosechd por filtracion al vacio a través de papel Whatman
No. 1, se lavd con 500-600 ml de regulador de KH,PO,/NaOH 50 mM de pH
6.5 el cual contenia MgCl, 10 mM (regulador de fhsfitos magnesio o
RFM) y se resuspendié en Sl mismo regulador. En el caso de la levadu-
ra, las células se cosecharon por filtracidn al vacio utilizando un
sistema Millipore equipado con un filtro tipo SM de 5.0 um. Al
paguete celular se le agregaron cantidades suficientes de regulador
de KH,P0,/NaOH 1 M, pH 6.5, MgCl, 1 M y sacarosa al 50% para obtener
conceﬁtrgciones finales de 50 mM7 10 mM y 10%, respectivamente. Las
células miceliales o levaduriformes se mezclaron con perlas de vidrio
(0.45-0.5 mm de diametro) en una botella de Duran y se rompieron
durante 60 seg en un homogeneizador celular Braun, Mod. MSK, enfriado
con una corriente presurizada de CO,. E1 homogenado se centrifugé
durante 5 min a 6500 x g (Rav) para“eliminar las paredes celulares.
E1 extracto libre de paredes se centrifugé durante 60 min a 68000 x g
(micelio) o durante 45 min a 54000 x g (levadura); el sedimento,
correspondiente a una fraccion mixta de membranas se descartd y en
cada caso, el sobrenadante designado como citosol, se recuperd y se
conservd a 4°C.

Purificacidn parcial de la fraccién con actividad proteolitica
gue inactiva a Ta quitina sintetasa (fraccion inactivante de Ta
quitina sintetasa o FIQS). a) Fraccionamiento salino. EIl citosol
obtenido de Ta forma micelial como ya se ha descrito, se fracciond
con sulfato de amonio agregando lentamente la sal sélida hasta
alcanzar el 60% de saturacidn. La muestra se agitd suavemente a 2-4°C
y después de 1 h la proteina precipitada se recuperd por
centrifugacidon a 10,000 x g durante 15 min y se resuspendié en 6-8 ml
de RFM. Al extracto obtenido de esta forma se le 1lamé fraccidn P-60.
b) Cromatografia de exclusidn molecular en una columna de Bio-Gel
P-100. La fraccién P-60 se sometid a cromatografia en una columna de
Bio-Gel P-100 (Bio-Rad Labs, Richmond, CA) de 2 x 130 cm equilibrada
con RFM conteniendo 0.02% de azida de sodio. La muestra se eluyd con
el mismo regulador y se recolectaron fracciones de 5 ml. A las
fracciones que eluyeron en el volumen de exclusién (Vo) de la
columna se les midié su capacidad para inactivar a la quitina sinteta
sa como se describe mas adelante.
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Purificacidon de la fraccidn inactivante de la quitina
sintetasa de M. nouxii por cromatografia de exc]u§1on
molecular. La fraccidon P-60 del citosol se sometid a
cromatografia en una columna de Bio-Gel P-60 como se
describid en materiales y métodos. En las fracciones
indicadas se determinaron la capacidad para inactivar a la
gquitina sintetasa cruda de la forma micelial (@) y la
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Obtencidon de diferentes preparaciones de quitina sintetasa. 1)
Preparaciones crudas de Tas formas de micelio y Tevadura.
Aproximadamente 6-8 ml del citosol, obtenido como ya se describid, se
sometieron a cromatografia en una columna de Bio-Gel A-5m de 2 x 28
cm equilibrada con RFM. La muestra se eluyd con el mismo regulador y
se recolectaron fracciones de 3 ml. En estas condiciones, la actividad
de quitina sintetasa eluye en las fracciones del volumen de exclusidn
de la columna. Después de medir dicha actividad como se describe mds
adelante, la fraccidn mas activa se utilizd como preparacién cruda de
quitina sintetasa. 2) Purificacidon de quitosomas. Los quitosomas se
purificaron a partir de las preparaciones crudas de quitina sintetasa
por centrifugacidn en gradientes de densidad de sacarosa siguiendo 1la
metodologia descrita por Martinez-Cadena et al. (1987) para los de la
forma micelial y aquélla descrita por Ruiz-Herrera et al. (1984) para
los quitosomas de la forma de levadura. 3) Preparaciones de quitina
sintetasa preactivada. En algunos experimentos se utilizé quitina
sintetasa preactivada tanto de micelio como de levadura, para lo cual
1.6 ml de la preparacidn de quitina sintetasa cruda se incubaron con
renilasa (una proteasa dcida de Mucor miehei; Novo Enzyme Corporation,
Mamaroneck, NY) a una concentracién final de 4 mg/ml en RFM. Después
de 30-60 min de incubacién a temperatura ambiente, la accidn
proteolitica de la renilasa se detuvo agregando 50 ul (50 ug) del
inhibidor de proteasas acidas, la pepstatina A. La muestra activada
se sometid a cromatografia en una columna de Bio-Gel A-5m de 1 x 17
cm equilibrada con RFM. La muestra se eluyd con el mismo regulador y
se recolectaron fracciones de 1 ml. La fraccidn con mayor actividad
de quitina sintetasa asociada al volumen de exclusién de la columna
se utilizo como fuente de la enzima preactivada.

Determinaciones enzimaticas. a) Quitina sintetasa. La actividad
de esta enzima se midio en copas desechables de poliestireno. La
mezcla de incubacidn contenia, en un volumen total de 50 pl: 30 wl
(45-75 pg de proteina) de la preparacién de quitina sintetasa, 10 ul
(200 ug) de renilasa y 10 pl de una mezcla de reaccidn conteniendo
UDP-'*C-N-acetilglucosamina 2 mM (act. esp., 0.25 Ci/mol).
N-acetilglucosamina 100 mM y ATP 2 mM en RFM. Cuando se usd quitina
sintetasa preactivada, la renilasa se excluyd de la mezcla de
reaccion. Después de incubar durante 30 6 60 min a temperatura
ambiente y en la obscuridad, se afiadieron 25-50 pul de acido acético
glacial para detener la reaccidn. La radiactividad incorporada en la
quitina se determindé por el método de filtracidn descrito por
Ruiz-Herrera y Bartnicki-Garcia (1976). b) Inactivacidon de la quitina
sintetasa por la FIQS. Para medir dicho efecto, rutinariamente se
agregaron alicuotas de 10 ul (50-100 pg de proteina) de las
preparaciones de FIQS a mezclas de reaccion de quitina sintetasa
preparadas como ya se describido. E1 decremento en la radiactividad
incorporada en la quitina, comparado con un control sin FIQS, se tomd
comd una medida de la actividad de la misma. c) Actividad proteolitica
de la FIQS. Esta se mididé utilizando dos tipos de sustrato: caseina
al 0.5% en regulador de KHZPO4 100 mM, pH 6.5, conteniendo MgC12 10
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Inactivacidon de la quitina sintetasa en funcidn del tiempo
de incubacién con FIQS. Alicuotas de 200 ul de una
preparacién de quitina sintetasa cruda preactivada de la
forma micelial se incubaron a temperatura ambiente con 50 pl
(470 ug de proteina) de FIQS o de RFM (control). A los
tiempos indicados se tomaron al1cuo§a§ de gada mezcla en las
cuales se ensayd la actividad de quitina sintetasa como se
describe en materiales y métodos. EI potcentaJe de .
inactivacidén para cada tiempo se calculé tomando como
referencia los valores de actividad en la mezcla control.
Dichos valores no variaron significativamente durante el
tiempo que durd el experimento.
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mM y hemoglobina desnaturalizada por el método de Schlamowitz y
Peterson ?1959) al 0.5% en regulador de H3P04/KH2PO 100 mM, pH 3.5,
conteniendo MgCl, 10 mM. Se mezclaron 1.8 ml de Gno u otro sustrato
con 0.2 ml de la"preparacion de FIQS y la mezcla se incubd durante

1 h a temperatura ambiente; se anadieron 2 ml de acido tricloroacético
al 5%, se dejo en reposo durante 1 h a 4°C y se centrifugd 5 min a
2600 x g. La liberacion de péptidos se midié por el método de Lowry

et al. (1951) modificado por McDonald y Chen (1965), en alicuotas de
T.07ml del sobrenadante.

Determinacidn de proteina. E1 contenido de proteina en las
diferentes preparaciones se midio por el método de Lowry et al.
(1951). R

RESULTADOS

Un paso en el procedimiento que hemos establecido para purificar
quitinasas a partir de la forma micelial de M. rouxi{ consiste en
fraccionar el citosol del hongo con sulfato de amonio al 60% de
saturacidon. La fraccidn resultante (P-60) es sometida Tuego a
cromatografia de exclusidon molecular en una columna de Bio-Gel P-100
(Pedraza-Reyes y Ldpez-Romero, 1989). Cuando la fraccién P-60 se
sometio a dicho tratamiento, observamos que las fracciones
correspondientes al volumen de exclusiéon (Vo) de la columna
inactivaban fuertemente a la quitina sintetasa. Paralelos al pico de
inactivacidon de la quitina sintetasa, detectamos otros de actividad
proteolitica sobre dos substratos: caseina y hemoglobina. Estos
resultados se muestran en la figura 1, donde se observa que la
hidrolisis de la casefna fue significativamente mayor que la de la
hemoglobina. Las fracciones de los picos no mostraron actividad
quitinolitica cuando ésta se ensayd sobre quitina naciente como ya se
ha descrito (Chagolla et al., 1987; Pedraza-Reyes y Ldépez-Romero,
1989) (resultados no mostrados).

Dado que la actividad de quitina sintetasa se ensaya rutinaria-
mente en presencia de una proteasa exdgena necesaria para activarla,
se considerd la posibilidad de que la fraccidn inactivante de la
quitina sintetasa detectada en este trabajo interfiriese con la
actividad de aquélla impidiendo de esta manera la activacidn del
zimdgeno. Los resultados mostrados en la tabla 1 indican que la FIQS
produjo niveles comparables de inactivacidon de la quitina sintetasa
independientemente de que ésta no se activara exbgenamente (actividad
basal) o se activara antes o durante el ensayo con renilasa. Con el
objeto de analizar la cinética de inactivacion, preparaciones de
quitina sintetasa se preincubaron con la FIQS durante diferentes
invervalos. Luego se agregd el substrato y demds ingredientes de la
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jvacién de la quitina sintetasa en funcidon de o
égig:n:raciones variables de FIQS. La ac§1v1dad de quitina
sintetasa en una preparacidn cruda obtenida de la forma
micelial se mididé en presencia de cantidades crecientes de
FI1QS, como se describe en materiales y métodos.
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mezcla de reaccidn de quitina sintetasa y la biosintesis del polimero
se dejo transcurrir durante 30 min. Los resultados mostrados en la
figura 2 indican que la inactivacidn de la quitina sintetasa por la
FIQS fue una funcidn del tiempo de exposicién a esta. Cuando se
agregaron cantidades variables de FIQS a mezclas estdndar de ensayo
de quitina sintetasa, la curva dosis-respuesta obtenida indicé que

la inactivacidén de la enzima es también una funcién dependiente de la
concentracidon de FIQS (Fig. 3).

Una observacidon relevante se hizo cuando la inactivacién por
FIQS se analizé utilizando diferentes preparaciones de quitina
sintetasa. Los resultados mostrados en la figura 4 indican que tanto
las preparaciones crudas como purificadas de quitina sintetasa de la
fase micelial del hongo fueron marcadamente mas sensibles a la

inactivacién que las preparaciones equivalentes obtenidas de la forma
de levadura.

DISCUSION

En este trabajo se describen la identificacién y la purificacian
parcial de una fraccidn con actividad proteolitica obtenida de la
forma micelial de M. rouxdi{ que inactiva a la quitina sintetasa. De
acuerdo con su comportamiento en la columna de Bio-Gel P-100, dicha
preparacidon es distinta a la proteasa dcida de bajo peso molecular
purificada a partir del mismo organismo por Diaz y Ruiz-Herrera (1987)
Y que también inactiva a la quitina sintetasa. Aunque no hemos hecho
experimentos para determinar su pH dptimo de actividad, la FIQS mostrd
mayor actividad sobre caseina, ensayada a pH 6.5, que sobre hemoglo-
bina, ensayada a pH 3.5. La observacidn de que la FIQS actia
similarmente sobre quitina sintetasa no activada con proteasa exdgena
0 activada antes o durante el ensayo con renilasa, descarta la
posibilidad de que el mecanismo de inactivacidén sea indirecto e
indica que la accidn proteolitica de la FIQS se ejerce directamente
sobre la quitina sintetasa. Ademds, la inactivacion de dicha enzima
fue una funcidn tanto de la concentracidon como del tiempo de
exposicidon a la FIQS.

Interesantemente, las preparaciones de quitina sintetasa obteni-
das de la forma micelial del hongo fueron mds sensibles a la
inactivacidn por FIQS que las preparaciones equivalentes obtenidas de
la forma de levadura. Estos resultados podrian interpretarse de tres
maneras. 1) Debido a su estructura, la quitina sintetasa de la forma
micelial seria mds sensible a la accidn de la FIQS que la de la forma
de levadura, 2) La diferencia en sensibilidad a la FIQS no radica en
la quitina sintetasa pex se sino en el distinto entorno que rodea a
la enzima en las dos preparaciones. En otras palabras, las
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preparaciones obtenidas del micelio poseerian un factor adicional que
amplificaria el efecto de FIQS. Dicho factor podria ser una segunda
proteasa que al activarse por FIQS aceleraria la inactivacién de la
quitina sintetasa. Esta posibilidad es bastante razonable si se
considera que la regulacidn de muchos fendmenos bioldgicos por
protedlisis limitada ocurre por un mecanismo de cascada (Wolf, 1980;
Neurath, 1984). 3) Una tercera posibilidad es que al agregar FIQS a
las preparaciones miceliales simplemente se acelere un proceso de
inactivacién de la quitina sintetasa que ya se habria iniciado
durante el rompimiento de las células y/o la posterior manipulacidn
de las muestras. Esta interpretacidn seria consistente con las
observaciones de Ruiz-Herrera Y Bartnicki-Garcia (1976) en el sentido
de que las preparaciones de quitina sintetasa micelial se inactivan
mucho mds rapido que las de la levadura.

Nuestros resultados y los de Dfaz y Ruiz-Herrera (1987) indican
que las células miceliales de M. rouxid (y presumiblemente también
las levaduriformes) poseén diferentes proteasas capaces de inactivar
a la quitina sintetasa. Queda por establecer cual de estas proteasas
cumple una funcién en la regulacidn de la quitina sintetasa <n vivo.



20 Rev. Mex. Mic. 5, 1989

Tabla 1. Efecto de la FIQS sobre gquitina singetasa ensqyada en
presencia y ausencia de proteasa exogena (renilasa)

Actividad de quitina
sintetasa!l

Condiciones de activacidn RFM (control) FIQS Inactivacidn (%)

Sin proteasa exé?sna

(Actividad basal 0.63 0.034 94.5
Preactivada 1.43 0.24 83.1
Activada durante el ensayo 3.50 0.14 96.0

Las mezclas de reaccidn para ensayar quitina sintetasa se
incubaron durante 30 min en ausencia o presencia de FIQ§ (57 yg de
proteina) y se midié la radiactividad incorporada en quitina.

lExpresada como nanomoles de N-acetilglucosamina incorporadas en
quitina por min por mg de proteina.

213 actividad basal se refiere a la actividad de qujtina sintetasa
expresada en ausencia de una proteasa activante exogena.
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