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BIOSINTESIS DE POLIURGNIDOS EN Phycomyces blakesleeanus: CARACTERIZACION
DE LA GLUCURONOSIL TRANSFERASA

por Martha A. Avalos Lozano* y
Arturo Flores-Carredn* **

BIOSYNTHESIS OF POLYURONIDES IN Phycomyces blakesfeeanus: CHARACTERIZATION
OF GLUCURONOSYL TRANSFERASE

SUMMARY

Cell-free extracts from Phycomyces blakesfeeanus possess glucuronosyl
transferase activity. Most of the activity was present in a membrane
fraction that sedimented at 54,000 x g. Addition of mucoric acid or
mucoran stimulated the transfer of glucuronosyl residues. Similarly
non-ionic detergents stimulated the incorporation of glucuronosyl
residues but ionic detergents inhibited this activity. Treatment of
membrane preparations with neutral detergents did not extract any
transferase activity, but the insoluble enzyme became dependent on

the addition of an exogenous primer, mucoric acid being more efficient
than mucoran. Optima temperature and pH were 22°C and 7.5 respectively
in 22 mM Pipes buffer. Glucuronosyl transferase required divalent
cations for activity such as: Mn++> Fet+> Co**> Cu™*> Mg**> ca*t at 8
mM of concentration. Km for UDP-GlcUA was 0.3 mM. The effect of
sugars, nucleotides and sugar nucleotides on the activity of the
glucuronosyl transferase was studied.

RESUMEN

Extractos libres de células de Phycemyces blakesfeeanus presentaron
actividad de glucuronosil transferasa. La mayor parte de esta actividad
se encontrd en forma particulada en una fraccion mixta de membranas
(FMM) que sedimentd a 54,000 x g. La adicién de dcido mucdrico o
mucorana a la fraccién membranal incrementd la actividad enzimdtica.
Por otro lado, la presencia de detergentes no idnicos también la
estimuld. Sin embargo, los detergentes idénicos la inhibieron. Cuando
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se tratd la fraccidn mixta de membranas con detergentes no iénicos y
luego se recuperd el sedimento por centrifugacidon, éste presentd
actividad enzimatica y ademds se hizo dependiente de la presencia de
los aceptores exdgenos, dcido mucdrico y mucorana, siendo el primero
el mds efectivo. La temperatura y el pH Gptimos de la enzima fueron
de 22°C y 7.5 respectivamente en regulador de Pipes 22 mM. La enzima
se activo con los cationes divalentes Mnt*> Fett> Cot*s cutts Mgt
ca** a una concentracién de 8 mM. La Km para UDP-dcide glucurénico
fué de 0.3 mM. También se estudid el efecto de azlicares, nucledtidos
y azilicares nucledtidos sobre la actividad enzimdtica.

INTRODUCCIGN

Ph. bfakesleeanus es un hongo que pertenece a la clase Zygomycetes.
Una de las caracteristicas mas importantes que distinguen a esta
clase es la presencia de elevadas cantidades de polisacdridos acidi-
cos en sus paredes celulares, constituidos fundamentalmente de dcido
glucurdnico (AGlu) (Bartnicki-Garcia, 1970). En Mucor rouxii se han
aislado y caracterizado dos tipos de poliurdnidos, uno conocido como
dcido mucdrico, que es un homopolisacdrido constituido de AGlu ¥y
otro denominado mucorana que es un heteropolimero formado de manosa,
fucosa, galactosa y glucosa, ademds de AGlu (Bartnicki-Garcia y
Reyes, 1968; Bartnicki-Garcia y Lindberg, 1972). En M. mucedo sélo
se ha podido aislar el heteropolimero conocido como glicuromanana
(Datema et al., 1977). Estudios sobre la composicién quimica de las
paredes celulares de Ph. blakesfeeanus, también han puesto en
evidencia la presencia de AGlu en estas estructuras (Van Laere et al.,
1977). Cansino y Ruiz-Herrera (1979) encontraron que el 25% del peso
seco de la pared celular de los esporangiéforos de Phycomyces estd
constituido por AGlu. Los polimeros acidicos constituyen ?a fraccidn
amorfa de la pared celular en estos hongos, ademds de otras moléculas
tales como glicoproteinas, proteinas, lipidos y quitosana. Existen
informes en la literatura sobre la sintesis de poliurdnidos en M.
nouxii (Flores-Carredn y Bartnicki-Garcia, 1982; Dow et al., 1982;
Flores-Carre6n et al., 1985). La glucuronosil transferasa es la
enzima responsable de la polimerizacidn del AGlu y utiliza como
substrato uridina difosfato dcido glucurdnico (UDP-AGlu). En M.
noux{i{ esta actividad se ha encontrado presente en preparaciones de
membranas crudas (Flores-Carredn y Bartnicki-Garcia, 1982; Dow et al.,
1982). Cuando se adicionan al sistema enzimdtico dcido mucédrico o
mucorana, estos compuestos activan ligeramente la glucuronosil
transferasa. Estos resultados han sugerido que en las preparaciones
de membranas crudas existen aceptores enddgenos de residuos
glucuronosilo y que estos polimeros también actiGan como aceptores y
funcionan independientemente de los primeros. Flores-Carredn et al.
(1985) estudiaron las propiedades de la glucuronosil transferasa de
M. roux{{ presente en una fraccion mixta de membranas tratada
previamente con detergentes neutros. Los mismos autores sugirieron
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Fig. 1. Efecto de la concentracidn de enzima. La mezcla de reaccign
contenia: UDP-AGlu-C'" 0.33 mM; 0.2 mg de dcido mucérico; MnCl, 4 mM
y cantidades variables de FMM Tritdon X-100 al 1%. Se 1levd a un
volumen final de 0.15 ml con regulador de Pipes 22 mM pH 7:5. Las
muestras se incubaron a 28°C durante 60 min y la radiactividad
presente en el precipitado con ATA se determind segln Materiales y

Métodos.
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que este tratamiento extrae los aceptores enddgenos y por lo tanto es
posible estudiar las caracteristicas de la transferasa, utilizando
aceptores exdgenos purificados. En el presente trabajo nosotros
también observamos que Ph. bfakesfeeanus presenta actividad de
glucuronosil transferasa y que ésta se encuentra localizada en una
fraccidon mixta de membranas. De la misma manera que ocurre en M.
rouxii, cuando la fraccidén membranal se trata con detergentes neutros,
se solubilizan los posibles aceptores enddgenos y entonces se
requiere adicionar aceptores exdgenos tales como dcido mucdrico y
mucorana. Se presentan ademads los resultados que se obtuvieron al
analizar el efectE de detergentes idnicos y no iénicos sobre la
actividad de la transferasa asi como algunas caracteristicas
biogquimicas de la enzima para entender el mecanismo de sintesis de
poliurdnidos en los cigomicetos.

MATERTALES Y METODOS

Microorganismo y condiciones de cultivo. Se utilizd la cepa de
Phycomyces bLakesZeeanus NRRL-1555 donada por el Dr. Enrique Cerda

de la Universidad de Sevilla, Espafia. Para la propagacidn de éste
microor?anismo se obtuvieron esporas del hongo que habia sido
desarrollado en agar papa dextrosa durante 4-6 dias a 24°C. Se
inocularon matraces Erlenmeyer de 2 1 conteniendo 600 ml de medio de
extracto de levadura-peptona-glucosa (Bartngcki-sarcia Nickerson,
1962) con una suspensidn de esporas (5 x 10 esporas/m1¥ previamente
activadas con calor (48°C/20 min). Se incubaron en un baifio

metabdlico a 28°C a 150 rpm durante 15 h aproximadamente. Al cabo de
este tiempo las células se cosecharon por filtracidn al vacio
utilizando un equipo de filtracidn Millipore sin membrana. Las células
se lavaron exhaustivamente con regulador de Pipes (&cido
1,4-piperazina-dietano-sulfdénico) 22 mM de pH 7.5 y se utilizaron
inmediatamente para obtener la fraccidn enzimdtica o bien se guardaron
a -70°C hasta su procesamiento.

Obtencidn de la fraccidn enzimdtica. La masa celular obtenida, como
se menciono anteriormente, se resuspendid en 10 m1 de regulador de
Pipes 22 mM de pH 7.5 y se colocd en una botella de Braun conteniendo
perlas de vidrio de 0.45-0.5 mm de didmetro. Las células se rompieron
en un homogenizador Braun MSK durante 2 periodos de 1 min cada uno.
E1 homogenado (extracto crudo) se centrifugd a 3,020 x g durante 5
min. E1 residuo se separd y el sobrenadante se centrifugd a 64,000

x g durante 45 min. E1 residuc conteniendo la fraccidn membranal
(fraccion mixta de membranas, FMM) se resuspendid en el mismo
regulador. E1 tratamiento de la FMM con detergente se realizd de la
siguiente manera: a la FMM se le adiciond un volumen igual del
detergente no idnico Tritén X-100 al 2% y se dejd incubar a 4°C
durante 2 h. Posteriormente se centrifugdo a 154,000 x g durante 60
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min. E1 residuo obtenido se resuspendié en el mismo regulador. A
esta fraccion se le denomind fraccion mixta de membranas tratada con
detergente.

1

;i&todo para determinar actividad de glucuronosil transferasa. La
mezcla tipica de reaccion contenia: 0. mM DP-AGTu- iy
(UDP-G1cUA-C'* actividad especifica, 0.33 Ci/mol), 0.2 mg de dcido
mucdrico o mucorana; MnCl, 4 mM, y 75 ul (aproximadamente 1 mg de
jkfoteina) de la fraccidn gnzimﬂtica (FMM-nativa o FMM-tratada con
detergente) y regulador de Pipes 22 mM, pH 7.5 en un volumen final

e 0.15 m1. Después de incubar a 28°C durante 60 min la reaccidn se
detuvo adicionando 5 ml de dcido tricloro acético (ATA) al 10%, se
gité vigorosamente y se dejd a 4°C durante 60 min. Al cabo de este
iempo la mezcla se filtrd al vacio a través de filtros de fibra de
vidrio de 27 mm (Schleicher y Schull No. 8, Dassel Alemania) los
‘cuales se lavaron primero con 25 ml de ATA al 5% y posteriormente
u%:ﬂ 25 m1 de etanol. Los filtros se secaron en una estufa a 70°C

‘durante 30 min y luego se colocaron en viales conteniendo 5 ml de

jquido de centelleo no acuoso (2 g de PPO (2,5-difenil oxazoil) y
0.1 g de dimetil POPOP (1,4 bis 2-4 metil 5-fenil oxazol-benceno) en
1 1 de tolueno) y se midié la radiactividad en un espectrometro ge.
‘centelleo liquido (Packard Tri-Carb Mod 576). La actividad especifica
estd expresada en pmoles de AGlu incorporados por min por mg de
proteina.

‘Métodos analiticos. Para la determinacidn de proteinas se utilizo el
‘método de Bradford (1976). Los acidos urdnicos se determinaron por
e1 método del carbazol modificado por Bitter y Muir (1962). La
‘mucorana y el dcido mucdrico se obtuvieron de las paredes celulares
de Ta fase levaduriforme y de esporangidforos de M. rouxid, )
respectivamente, segin el procedimiento descrito por Bartnicki-Garcia
'y Reyes (1968).

ABREVIATURAS USADAS

Pipes, dcido 1,4-piperazina-dietano-sulfdénico; ATA, dcido tricloro
acético; FMM, fraccidn mixta de membranas; AGlu, dcido glucurdnico;
UDP-AGlu, uridina difosfato acido glucurdnico; ATP, adenosina
trifosfato; UTP, uridina trifosfato; GTP, guanosina trifosfato; CTP,
citidina trifosfato; NADPH, dinucledtido de nicotinamida adenina
fosfato reducido; NADH, dinucledtido de nicotinamida adenina reducido;
UDP, uridina difosfato; GDP, guanosina difosfato y ADP, adenosina
difosfato.
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Fig. 2. Efecto del tiempo de incubacidn sobre la actividad de la
glucuronosil transferasa. Se prepararon varios tubos con la mezcla
de incubacidén tipica conteniendo 0.8 mg de proteina y se incubaron a
28°C a diferentes intervalos 'de tiempo y se les determinéd
radijactividad.
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RESULTADOS

Distribucidon de la glucuronosil transferasa en extractos libres de
Células. En Ta tabTa 1 se muestra Ta capacidad que tiene cada una
de Tas diferentes fracciones obtenidas para incorporar AGlu a

artir de UDP-AGlu. La fraccidén que sedimentd a 54,000 x g presenté
a maxima actividad especifica y en ella se recuperd el 67% de la
actividad total.

Efecto del dcido mucérico y de la mucorana sobre la actividad de la
ucuronosil transferasa. La actividad de Ta glucuronosil transferasa
presente en Ta FMM-nativa incrementa variablemente su actividad

cuando se le adiciona dcido mucdrico al sistema (datos no mostrados).

También se ha observado que el tratamiento de la FMM-nativa con
Triton X-100, posiblemente solubiliza a los aceptores enddgenos y
ésto hace que la enzima ahora requiera de aceptores exdgenos para
expresar su actividad. En la tabla 2 se pueden observar 1los
resultados obtenidos al analizar el requerimiento de mucorana y de
dcido mucérico por la glucuronosil transferasa. En este caso el dcido
mucorico fué mejor estimulador que 1a mucorana y practicamente no se
observd actividad en ausencia de cualesquiera de los polimeros.

Efecto de detergentes sobre la glucuronosil transferasa. Se conoce

que algunas enzimas particuladas generalmente unidas a membranas son

activadas cuando estdn en presencia de detergentes o bien algunas de

ellas pueden ser solubilizadas. Nosotros intentamos primeramente ver

el efecto que tienen algunos detergentes idnicos y no idnicos sobre
la actividad de la enzima. Para ello se incubaron alicuotas de la

FMM-nativa en presencia de diferentes concentraciones de cada

detergente, 0.2 mg de acido mucérico por ensayo, 4 mM de Mnc12 y
UDP-AGlu-C** 0.33 mM (actividad especifica 0.3 Ci/mol) a 28°C
durante 60 min y se determind la radiactividad incorporada en el
precipitado con ATA como se menciond en materiales y métodos. Los
resultados se muestran en la tabla 3. Se observa que todos los

detergentes no i6nicos incrementaron la actividad enzimatica a

diferente nivel y dependiendo en algunos casos de su concentracidn.
Por ejemplo el Tritdn X-100 al 0.5% incrementd la actividad 1.8

veces, al 1% 2.6 veces y al 2% de 3.6. Por otro lado, el Brij 98
incrementd la actividad enzimatica al mismo nivel independientemente
de la concentracidon empleada. Por otro lado los detergentes idnicos
inhibieron la actividad a las concentraciones empleadas, con

excepcion del sarcosil NL-30 que solamente inhibido el 33% de la
actividad. Enseguida se probd si alguno de los detergentes neutros

0 el mismo sarcosil podrian solubilizar a la glucuronosil transferasa.
Para ello una FMM-nativa se incubd en presencia ya sea de Triton
X-100, Brij 98, tergitol o sarcosil a 4°C durante 1 h y posteriormente
se centrifugd a alta velocidad. Al sobrenadante (2 ml) y al residuo
(este d1timo resuspendido en el mismo volumen que el sobrenadante)
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Fig. 3. Efecto de la concentracidn de dcido mucérico sobre la
actividad de la glucuronosil transferasa. Se prepararon tubos con la
mezcla de incubacidn tipica (0.8 mg de proteina), y cantidades
variables de dcido mucdrico 10-0.24 mg), se incubaron a 28°C por 60
min y luego se les determind radiactividad.
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se les determind actividad enzimdtica en presencia y en ausencia de
dcido mucdrico . Los resultados se muestran en la tabla 4, en donde
se observa que la mayor parte de la actividad enzimdtica estd
presente en el residuo y que sdlo en algunos casos pudo detectarse
una actividad muy baja en el sobrenadante, solamente en presencia de
dcido mucdrico. Sin embargo cuando se analizd el comportamiento de
la enzima solubilizada en una columna de Bio-Gel A-5m ésta eluyd con
el volumen vacio de la columna (datos no mostrados), sugiriendo por
lo tanto que se trata de una fraccién de elevado peso molecular.

Caracteristicas bioquimicas de la glucuronosil transferasa. Los
estudios bioquimicos que a continuacion se detallan fueron realizados
con preparaciones mixtas de membranas tratadas con diferentes
detergentes neutros. En la figura 1 se observa el efecto de la
concentracién de proteina sobre la actividad enzimdtica, encontrando-
se la mixima a 1.8 mg de proteina. Por otro lado, cuando se analizd
el tiempo de incubacidén sobre la actividad de la enzima se observd
que aun después de 120 min de incubacidn la actividad seguia
aumentando (Fig. 2); sin embargo, en la mayoria de los experimentos
el tiempo de incubacidén utilizado fue de 60 min. Como ya habiamos
indicado anteriormente, la FMM tratada con detergente requiere de la
presencia de aceptores exdgenos. En la figura 3 se observan los
resultados obtenidos al analizar el efecto de la concentracidn de
dcido mucdrico y se aprecia que a las concentraciones ensayadas no
se alcanzé la saturacidén. La temperatura Optima de actividad se obtuvo
a 22°C (Fig. 4). Para determinar el pH dptimo de la actividad
enzimatica, la FMM tratada con Brij 98 se resuspendid en regulador
de Pipes 22 mM de diferentes valores de pH y se tomaron alicuotas
para determinar la actividad enzimatica. Los resultados se muestran
en la figura 5 en donde se observa que el valor dptimo de actividad
se obtuvo a pH 7.5. También observamos que la actividad enzimatica
fue casi indetectable en ausencia de cationes divalentes. Los iones
Mn*t a una concentracidén de 8 mM mostraron la midxima estimulacidn de
la actividad enzimdtica 1a cual dié un valor de 58 de actividad
especifica (Tabla 5). Si consideramos $§te ingremento como un 100%,
los cationes divalentes Fett, Co**, Cu Mg*t y Ca a la misma
concentracidén que los iones Mn** incrementaron la actividad
35,24,17,11 y 8%, respectivamente. Los iones Zn** no tuvieron ningin
efecto sobre la actividad. La constante de Michaelis por el UDP-AGlu
salculada por los dobles reciprocas de Lineweaver y Burk dié un valor
e 0.3 mM.

Efecto de azicares, nucledtidos y azicares nucledtidos sobre la
actividad de Ta glucuronosil transferasa. En Ta tabTa & se aprecian
Tos resultados obtenidos al amalizar el efecto que tienen algunos
azlicares sobre la actividad de la enzima en presencia de acido
mucérico o mucorana como aceptores exdgenos. Se observa que en
presencia de acido mucdrico, la L-fucosa y la glucosa muestran una
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Fig. 4. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimdtica.
prepararon tubos con la mezcla de incubacidn tipica y se incubaron

a diferentes temperaturas durante 60 min.
determind radiactividad.

Posteriormente se les

Se
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inhibicidén ligera en la actividad enzimdtica y la glucuronolactona
‘1ncrementé la actividad en un 15%. Por otro lado, en presencia de
mucorana el AGlu, la D-manosa, la glucuronolactona y la D-glucosa a
2 mM inhibieron la actividad 43,34,33% y 34% respectivamente.
También se estudid el efecto que pudieran tener algunos nucledtidos
sobre la actividad enzimdtica y en la tabla 7 se observan los
resultados obtenidos. En presencia de dcido mucérico, el UTP,

el GTP, el CTP, el ADP y el NADH inhibieron ligeramente la

actividad a una concentraci6n de 0.48 mM (el ADP se utiliza 0.05 mM);
el UDP (0.66 mM) inhibid el 35% y elevadas concentraciones de NADPH
(12 mM) inhibieron el 39%. Por otro lado, en presencia de mucorana,
el UTP y el GTP inhibieron la actividad 19 y 17% respectivamente a
una concentracidon de 0.48 mM, el NADPH 12 mM 1a inhibido 47% y el UDP
0.66 mM 1a inhibid el 56%. Los azidcares nucledtidos no mostraron
1ingin efecto significativo sobre la actividad enzimdtica, sin
2mbargo la adicign de un exceso de UDP-AGlu como se esperaba,
disminuyo la incorporacidn de la radiactividad en el producto
sintetizado, pero se incrementd la incorporacién neta de GlcUA
(resultados no mostrados).

DISCUSION

Los poliurdnidos son polimeros acidicos constituidos fundamentalmente
de dcido glucurdnico y los cuales se hayan presentes en gran
proporcidon en la pared celular de los cigomicetos (Bartnicki-Garcia,
1970). Sin embargo, existen pocos informes en la literatura sobre la
g]ucuronosil transferasa en hongos, la cual es la enzima responsable
e la polimerizacién de AGlu a partir de UDP-AGlu (Flores-Carredn y
Bartnicki-Garcia, 1982; Dow et al., 1982; Flores-Carretdn et al.,
1985). La mayoria de los estudios sobre esta enzima se han realizado
en sistemas de animales, por ejemplo en el higado de cerdo (Berry
11 al., 1978; Hochman y Zakim, 1983, 1984), en el higado de rata
Burchell, 1977, 1978; Gigon y Bichet, 1979; Bansal et al., 1981;
Kitchin, 1982; Watkins y Klaassen, 1982), en el higado de conejo
(Yost y Finley, 1983) y en el higado de pollo (Roth y Levine, 1983;
urchell et al., 1983).
En un trabajo previo demostramos que la glucuronosil transferasa de
" M. noux<{ es una enzima particulada (Flores-Carredn y Bartnicki-Garcia,
1982). En este trabajo presentamos evidencias de que un gran
porcentaje de la enzima en Ph. bfakesfeeanus se localiza en una
fraccion membranal. E1 tratamiento de la fraccidn membranal de M.
rouxii{ con detergentes no iénicos no extrajo la actividad enzimdtica,
lo cual sugiere que se encuentra firmemente unida a la membrana
(Flores-Carredn et al., 1985). Resultados similares se obtuvieron
cuando se intentd solubilizar la enzima de Ph. blakesfeeanus. Burchell
(1977, 1978) purificd la UDP-Glucuronosil transferasa de higado de
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Fig. 5. Efecto del pH sobre la actividad enzimdtica. Se prepararon

tubos con la mezcla de incubacidn tipica y ajustada a diferente valor
de pH con regulador de Pipes 22 mM. Se incubaron a 28°C por 60 min y
se les determind la radiactividad incorporada.
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rata y Singh et al. (1981) la de higado de cobayo utilizando Lubrol
12A9 al.1%. Por otro lado, el tratamiento de las fracciones
membranales de Ph. blakesfeeanus con detergentes idnicos inhibieron
la actividad enzimatica irreversiblemente. Sin embargo, se ha
informado que el tratamiento combinado y secuencial de las
membranas con Tritdén X-100 al 0.2% y desoxicolato al 0.18% como
concentraciones finales, han permitido a Hochman et al. (1981)
solubilizar la UDP-glucuronosil transferasa de higado de cerdo.

Mn aspecto interesante observado con la enzima de M. aoux£L, y que
también fue posible observar con la enzima de Ph. bﬁakeziezanuA, fue
el hecho de que el tratamiento de la FMM con detergentes neutros
olubiliza material que actia como aceptor endogeno de residuos
glucuronosilo. Las membranas tratadas con detergente requieren ahora
de la adicion de poliurdnidos (acido mucédrico o mucorana) para 4
expresar su actividad, siendo el dcido mucdrico el mds efectivo. En
M. nouxii se ha demostrado que el dcido mucdrico y la mucorana actdan
como aceptores de residuos glucuronus110 y no como activadores de la
glucuronosil transferasa (Flores-Carredn, et al., 1985). En sistemas

de animales se han utilizado fenoles substituidos y otros compuestos

toxicos como aceptores de residuos glucuronosilo (Berry et al., 1978);
Burchell, 1978).
La caracterizacién de la glucuronosil transferasa de Ph. blakesfeeanus

se llevdo al cabo con una FMM tratada con detergente neutro. Se
encontrd una temperatura optima de 22°C. E1 pH optimo fue de 7.5 con
regulador de Pipes 22 mM. La constante de Michaelis para UDP-AGlu
calculada por las dobles reciprocas de Lineweaver y Burk fue de 0.3
mM. Ademds se pudo observar que Ta enzima requ1er$ de cat1ones
divalentes tales como Mn**, Fe**, co*, cu**, Mg*" y ca** a una
concentracidon de 8 mM. Si la actividad detectada en presencia de
Mn** 8 mM se le asigna un valor de 100%. Los demds iones activaron:
35,24,17,11 y 8% respectivamente. Flores-Carredn y Bartnicki-Garcia
(1982), encontraron para M. rouxii{ valores de pH Optimo de 7.0, una
constante de Michaelis para UDP-AGlu de 0.2 mM y requerimento de
iones Mn** y Mg*+ con preparaciones de membranas nativas. Cuando se
utilizaron preparaciones de membranas tratadas con detergente se
encontraron valores de temperatura optima a 26°C y una constante de
Michaelis para UDP-AGlu de 0.73 mM a bajas concentraciones de
sustrato ya que se presentd una cinética con un comportamiento
bifasico (Flores-Carredén et al., 1985).

Se estudié el efecto de algunos azucares sobre la actividad de 1la

~ enzima en presencia de ac1do mucérico o de mucorana. Con acido
mucdrico no se observd ningin efecto sobre la actividad, con
excepc:on de la g1ucuronolactuna, la cual la activd 11geramente En
presencia de mucorana, los azicares; AGlu, manosa; glucuronclactona
y glucosa inhibieron la actividad enzimdtica en 43,34,33 y 34%,
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respectivamente. También se analizé el efecto de nucledtidos y se
encontrd que en presencia de acido mucérico o mucorana el UDP
inhibid la actividad enzimdtica 35% y 56% respectivamente. EI
NADPH también inhibid la actividad en presencia de ambos aceptores.
Este comportamiento parece ser importante desde el punto de vista
del mecanismo de regulacidn de la sintesis de los poliurdnidos. La
UDP-glucuronosil transferasa presente en los microsomas de cerdo
no tratados con detergentes es activada por UDP-N-acetil
glucosamina a bajas concentraciones. Esta propiedad se pierde
cuando los microsomas de cerdo son tratados con detergentes o
fosfolipasas y también es caracteristica de la enzima pura y
delipidada. Sin embargo, el efecto de la UDP-N-acetil glucosamina
se reconstituyd cuando la enzima pura se colocé en una bicapa
unilamelar de fosfatidil colina que estuviera en fase de gel. Esto
ha sugerido gue el medio ambiente lipidico en los microsomas
intactos esta en fase de gel a 37°C y es asi como los microsomas
no tratados pueden modular la sensibilidad de la enzima a la
activacidn alostérica por la UDP-N-acetil glucosamina (Hochman y
Zakim, 1983). En M. nouxii, la actividad de glucuronosil transferasa
presente en la FMM-nativa no se vio afectada por la presencia de
azicares nucledtidos, sin embargo, cuando se utilizé una FMM
tratada con detergente varios aziicares nucleétidos (UDP-AGlu,
UDP-glucosa y UDP-galactosa) estimularon su actividad. En Ph.
bfakesfeeanus estos mismos azlcares no tuvieron ningin efecto. Es
posible que las enzimas involucradas en la sintesis del
heteropolimero y que pudieran actuar en forma coordinada con la
glucuronosil transferasa, no se encuentren activas en las
condiciones del ensayo, o bien que éstas hayan sido solubilizadas
durante el tratamiento con el detergente.
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Tabla 1. Distribucidon subcelular de la actividad de la glucuronosil
transferasa en Ph. blakesfecanus

Actividad
Recuperacion

Fraccion Especifica Total %

Extracto crudo 7.3 3836 100
Residuo 1000 x g 9.7 87 2
§phrenadante 1000 x g 12.0 4388 114
Residuo 54,000 x g 35.0 2579 67
Sobrenadante 54,000 x g 8.8 1584 41

-

Se obtuvo un extracto libre de células y se centrifugd a 1000 x g
durante 5 min. E1 sobrenadante se centrifugdé a 54,000 x g durante
45 min. En cada centrifugacién se obtuvo un sobrenadante y un
residuo. De estos se tomaron alicuotas y se les determino proteina
y actividad enzimdtica de acuerdo al protocolo descrito en
Materiales y Métodos.
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Tabla 2. Efecto de aceptores exdgenos sobre la actividad de Ta
glucuronosil transferasa de Ph. blakeslecanus

Adicidn Actividad especifica
Ninguna 4
Mucorana (0.2 mg) 68
Acido mucérico (0.2 mg) 107

Rev. Mex. Mic. 5, 1989
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r
abla 3. Efecto de detergentes sobre la actividad de la glucuronosil
transferasa de Ph.

Actividad especifica

Detergente 0% 0.5% 1.0% 2.0%
33

58 103 113

83 106 121

110 108 123

83 83 71

83 121 118

95 81 95

55 70 106

100 61 88 120

31 88 105

Desoxicolato de sodio 5 0 0
Dodecil sulfato de sodio 0 0 0
Sarcosil NL-30 23 0 0

la mezcla de incubacidn se le adicionaron 0.2 mg de dcido

‘mucdrico y cantidades variables de los detergentes para dar las

‘concentraciones que se indican.



60

Rev. Mex, Mic. 5, 1989

Tabla 4. Efecto de detergentes sobre la solubilizacién de la
glucuronosil transferasa de Ph. blakesfeeanus

Detergente Fraccidn Acido mucdrico Actividad especifica
Sarcosil (0.5%) Sobrenadante - g
+
Residuo - 1.5
+ 19.7
Tergitol (2%) Sobrenadante - 0
+ 9.3
Residuo - 3.0
84.7
Brij 98 (0.5%) Sobrenadante - 0
0
Residuo - 7.6
+ 74.0
Tritén X-100 (1%) Sobrenadante - 0
. + )
Residuo - 9.0
113.8

Se tomaron alicuotas de la FMM-nativa (1 ml) y se mezclaron con un
volumen igual de los diferentes detergentes para obtener las

concentraciones indicadas.

Las mezclas se incubaron durante 1h a 4°C

y enseguida se centrifugaron a 160,000 x g durante 1h. EI
sobrenadante se separd y el res1duo se resuspendid en 2 ml de
Se les determind actividad
enz1mat1ca a ambas fracciones en ausencia y presencia de acido
mucérico (0.2 mg/ensayo).

regulador de Pipes 22 mM de pH 7.5.

Bla 5.
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Efecto de cationes divalentes sobre la actividad de la
glucuronosil transferasa de Ph. blfakesfeeanus

Cation Concentracidn (mM) Actividad
Especifica %
Sin adicidn - 0 0
Manganeso 2 34.5 59.5
4 50.0 86.2
8 58.0 100
Fierro 2 0.4 0.7
4 T 7 133
8 20.5 35.3
Cobalto 2 5.0 8.6
4 9.0 155
8 14.0 24.0
Cobre 2 0.3 0.5
4 0.8 1.4
8 10.0 17.2
Magnesio 2 1.3 2.2
4 5.6 9.7
8 6.2 10.7
2 2.6 4.5
4 2.6 4.5
8 4.9 8.4
2 0 0
4 0 0
8 0 0

* Calculado con base en que la mdxima actividad espe51f1ca que se
obtuvo con manganeso 8 mM se considerd el 100%.
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Tabla 6. Efecto de algunos azicares sobre la actividad de la

glucuronosil transferasa de Ph. blakesfeeanus en presencia

de dcido mucdrico o mucorana
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bla 7. Efecto de nucledtidos sobre la actividad de Ta glucuronosil
3 transferasa de Ph. blakesfeeanus

Actividad especifica

Actividad especifica

Azicar (mM) Acido mucdérico Inhibicién Mucorana Inhibicidn
% %
- 45.2 0 43.9 0
L-Fucosa 1 33.7 25 45.9 0
2 35.4 22 42.3 4
D-Galactosa 1 45.5 0 42.3 4
2 37.2 18 43.9 0
D-Glucosa 1 33.8 25 33.8 23
2 39.7 12 29.1 34
D-Acido Glucurdnico 1 44.0 3 25.2 43
2 39.7 12 25.0 43
D-Manosa 1 42.8 5 32.4 26
2 36.8 19 28.9 34
Glucuronolactona 1 45.9 0 34.2 22
2 52.4 0 29.3 33

Alicuotas de la FMM-tratada con Brij 36T al 1% se incubaron en presencia de
UDP-AGIu-C'* 0.33 mM, MnCl, 4 mM, 0.2 mg de dcido mucérico o mucorana y los
aziicares mencionados a una“concentracidn final de 1 y 2 mM, se 1levaron a un
volumen final de 150 uyl con regulador de Pipes 22 mM pH 7.5 y se dejaron a 28°C
durante 60 min. Ensequida se determind la radiactividad incorporada en el

precipitado con TCA como se describid en Materiales y Métodos.

ledtido (mM) Mucérico  Inhibicion  Mucorana Inhibicidn
% %
- 60.2 0 22.7 0
. ATP 0.24 62.3 0 20.8 8.4
0.48 60.4 0 20.7 9.0
uTp 0.24 63.2 0 17.9 21
y 0.48 49 .4 18 18.3 19
GTP 0.24 62.3 0 19.9 12
0.48 51.9 14 18.9 17
CTP 0.24 61.9 0 2l.3 6
0.48 50.1 17 23.0 0
NADPH 6 50.2 17 21.0 7
12 36.7 39 12.2 46
NADH 6 55.9 7 ND -
12 48.9 19 ND -
upp 0.33 43.0 29 15.6 31
0.66 39.0 a5 10.1 56
GDP 031 54.9 9 ND -
0.62 44.9 25 ND -
ADP 0.29 58.5 3 ND -
0.58 48.9 19 ND -

UDP-AGIu-C'* 0.33 mM, MnCl
nucledtidos a las concentr

S

Alicuotas de la FMM tratada con Brij 36T al 1% se incubaron en presencia de
4 mM, 0.2 mg de acido mucdrico o mucorana y los
iones finales arriba indicadas, se llevaron a un
volumen final de 150 ul con regulador de Pipes 22 mM de pH 7.5 y se dejaron
a 28°C durante 60 min. La radiactividad incorporada en el precipitado con ATA
 se determind como se indicd en Materiales y Métodos.

ND = No determinado.
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