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INTRODUCCION

Consideraciones generales.

Tanto los organismos unicelulares como los seres superiores
estdn constituidos, fundamentalmente, por macromoléculas.

Polisacdridos, proteinas y lipidos representan para estos
sistemas vivientes los basamentos estructurales, las sustancias
de reserva y las fuentes de energia. Los dcidos nucleicos 1les
permiten conservar los caracteres propios de la especie, a tra-
vés de la informacidén genética. Hormonas y vitaminas controlan
crecimiento, reproduccidén, metabolismo y diferenciacidn.

Una caracteristica propia de los seres vivos radica en la
forma extraordinariamente ordenada con que desempefian sus multi-
ples funciones en base a una serie de reacciones quimicas, con-
troladas por variados tipos de mecanismos, gue dirigen y coorai
nan las Jdistintas formas de expresién bioldgica. Por supuesto,
cuanto mds complejo sea el organismo, mayor ha de ser el numero
¥y la variedad due forwas que exhiben dichos mecanismos.

Considerables progresos se han hecho en los uUltimos afios en
el estudio de los procesos de control del metabolismo celular .
Se ha establecido claramente que organismos tan simples cowmo 1las
bacterias poseen intrincados sistemas regulatorios que encauzan
los distintos intercambios de materia y energfa. En algunos ca-

s0os, ha sido posible develar la forma en que se desenvuelve el



mecanismo de regulacibn, al haberse determinado la existencia

de una interaccidén elemental de control constituida por una en-

zima, proteina de actividad‘biolégica especifica y de un agente
activo, generalmente un metabolito de bajo peso molecular.

En los orgaenismos diferenciados, a un nivel de complejidad
mucho mayor, existen actividades controladas por sistemas con ca
pacidad de decidir entre varias posibilidades y clegir la mis co
rrecta. Tal es el caso del sistema nervioso en el mantenizmiento
de la homeostasis, en la coordinacidén tisular y en la secrecidn
hormonal.

Hasta el presente, es prédcticamente imposible interpretar es
tos complicados mecanismos de control a nivel wmolecular. Conside
rando, sin embargo, que todas las estructuras implicadas en la ac
tividad bioldgica son bdsicamente similares, posiblemente la regu
lacién de las wmismas se haga por wecanismos comunes.

Quizds, la aparentemente simple forma de control:

metabolito regulador—-enzima

sea la formula bdsica y universal de una compleja y correcta polé

tica celular.



3',5' Adenosina monotosfato cfclico

El 3',5'Adenosina monofosfato ciclico, llamado comunmente

AMP cficlico es una molécula pequefia que cumple importantes fun-

ciones como metabolito reguledor, tanto en bacterias como en or
ganismos superiores. No solamente sus funciones son de control
a nivel de actividad enzimdtica sino también a nivel genético.

Los primeros experimentos que llevaron al descubrimiento
del AMP ciclico fueron exitosamente realizados por el grupo de
E.W. Sutherland en 1957, al estudiar las ya conocidas funciones
de la adrenalina, en la degradacidn del glucdgeno y aumento de
la glucemia (1-4).

Utilizaron homogenatos de higado de perro, em los cuales la
concentracidén de fosforilasa de glucébdgeno activa (E.C. 2.4.1l.1 :
ol 1,4-glucdn-ortofosfato glucosil transferasa) (5,6) representa
un balance entre su inactivacidn por la fosforilasa fosfatasa
(fosforilasa fosfohidrolasa, E.C.1.3 17) (7,8) y su fosforilacién
por la fosforilasa b quinasa (ATP: fosforilasa fosfotransferasa
E.C. 2.7.1.38) (9). Describieron, que en presencia de adrenali-
na o glucagén, se producf{a un auuento de la fosforilasa a (acti-
va) con la subsiguiente degradacidén del glucbégeno. Este proceso

se realizabe en dos etapas: a) formacién de un factor activo en

presencia de hormonas, en la fraccidn particulada y b) estimula-
cién de la fosforilasa por este factor en la fraccién sobrenadan
te del homogenato, en el cual las hormonas por si mismas, no te-

nian efecto.



Aislaron este factor activo, lo purificaron a traves de

columnas de intercambio idnico, estudiaron sus propiedades, efeE
tos biolégicos y distribucidn.

Sutherland y su grupo determinaron la estructura quimica
del compuesto aislado, caracterizdndola como una adenosina dies
terificada en sus posiciones 3' y 5' por un solo grupo fosfato.
Este compuesto fue idéntico al 4cido adenilico ciclico estudia -
do por Cook, Lipkin y Markham (11) y obtenido por digestidn al -
calina del ATP con hidrdéxido de bario.

Esta, comparativamente, pequefia molécula es llamada segundo
mensajero entre las hormonas y sus efectos en el interior de 1la
célula. Es un cowmpuesto termoestable, dializable que se encuen-
tra intracelularmente en concentraciones mil veces menores a las
del ATP. Es muy resistente a la inactivacidén por dcidos y por 4l-
calis. Tiene su mdximo de absorcidén a 256 mu.

La presencia del AMP ciclico fue descripta en una gran varie
dad de seres vivientes, desde bacterias hasta el hombre y estd pre
sente en casi todos los diferentes tipos celulares. Cumple funcio
nes de regulacién en la mayor parte de los caminos metabdlicos ,

controlando la velocidad de sintesis y degradacidén de las macromo

1éculas.



3',5' ADENOSINA MONOFOSFATQ CICLICO



Adenilato ciclasa

1~ Aislamiento

Adenilato ciclasa es la enzima que cataliza la forwmacidn de

AMP ciclico y pirofosfato a partir de ATP y Mg++ o un**,
Mg++ o Mn
ATP B AMP cf{clico + PPi

Adenilato ciclasa

++

Fue descripta por primera vez por Sutherland y colaborado-~
res en 1962 (13,14). Se utilizé como fuente de enzima una frac
cién particulada de homogenato de higado de perro. Utilizando
ATR-

8-014

vés de columnas de Dowex 2-X8 y posterior recromatografia en co-

vomo sustrato, aislaron el AM?Cl4ciclico formado a tra

lumnas de Dowex 50 X8; eluyendo en ambos casos con HC1l 0.05 N.

La enzima aislada de higado era bastante estable a 2°C y
actuaba éptimamente en un rango de pH entre 7.2 y 8.2. Utiliza
como co-sustrato al catidén Mg y es activada por el F~ a una con
centracién de 10 mM (15). E1 Mn™" puede reemplazar al Mg’ en
ciertas preparaciones mientras que el cott y ca** no son sustra
tos pare esta enzima, Es inhibida en un 80 % por el Zn*".

Al ser tratada la fraccidn particulada con Tritén 1.8% (de
tergente no-iénico) se perdia actividad en esta fraccién recu-
perdndosela en el sobrenadante. La fraccidén particulada no
correspond{a a mitocondrias o microsomas pero podria tratarse de

membranas plasmdticas o ndcleos.



2- Equilibrio de la reaccién

A partir de una preparacidén parcialmente purificada de en-

zima de Brevibacterium ligquefaciens, Colowick y colaboradores( 35,

36) estudiaron el equilibrio de la reaccibén. La ventaja de este
sistema radica en jue la adenilato ciclasa de B. liquefaciens es

soluble y por lo tanto fdcilmente purificable.

La reaccién:

Mg**

ATP m—  AMP ciclico + PPi

Adenilato ciclasa

se considera termodindmicamente reversible, con una constante de

equilibrio de 0.08M. Utilizando AMP ciclico 10 mM, PPi 10 mM ,

grandes concentraciones de enzima, largos tiempos de incubacidn
(10 a 20horas) a pH 7.3, 25°C y a una concentracién de Mg++li-
bre de 107
disociacién de los complejos del Mg'® con ATP y PPi) (37), obte

M (p.Mg = 3, calculada en base a las constantes de

nemos una constante de equilibrio de :

[AMP ciclicé][?Pi]

Ke = = Oo 08 M
o]

A partir de la Ke podemos calcular la energia libre de la

reaccidn.

ATP ™= AMP ciclico + PPi

AF =« RT InKe = + l.6 Kcal.

-8



Es una reaccién endergédnica, donde el equilibrio tiende a
desplazarse hacia la sintesis de ATP.
El enlace 3' P del AMP ciclico representa una unién de alta

energia. De acuerdo a las siguientes ecuaciones:

AMP ciclico + PPi === ATP A P= =-1,6 Kecal.

ATP + H, O —®= 51 AMP + PPi & F= -10.3 Kcal.
2 -

; — —
AMP ciclico + H,0 =5 AMP 4 F= -11,1 Kcal.

El AMP ciclico nos muestra una energia libre de hidrélisis
sorprendentemente alta.

Confirmada por las mediciones de entropfa (A H) de la reaccidn
A H= -14,1. Los valores de entropia TA S son de - 2.2 Kecal.

Esta alte energia libre de hidrdélisis es utilizada por la cé-
lula para catalizar la unidén del AMP ciclico a proteinas especifi-

cas con una gran afinidad de "binding" por el nucledtido.
AMP ciclico + E-OH —— ™ AMP ciclico-E-OH

AMP ciclico-E-OH — B ANMP N~/ OE

en reacciones de adenililacidn.

Como vemos, termodindmicamente, la reaccidn catalizada por
la adenilato ciclasa se produce en el sentido de la sintesis del
ATP,



Desde el punto de vista fisioldgico es prdcticamente impo-
sible que se sintetice ATP a partir de AMP ciclico y PPi, por dos
razones fundamentales:

a) La concentracién de ATP intracelular
(2.5 x lO-BM), es mil veces superior a la del AMP ciclico (10-6
a 10-8M). Estos bajos niveles de AMP ciclico hacen que la reac-
cibén nunca se produzca en el sentido de la sintesis de ATP.

b) E1 AMP c{iclico formado es rdpidamente
utilizado por la célula en numerosas reacciones de los distin-
tos caminos metabdlicos. La pirofosfatasa inorgdnica destruye
rdpidamente al pirofosfato formado. Por lo tanto, al ser utili-

zados los productos de reaccidén, el equilibrio tiende a despla-

zarse en el sentido de la sintesis de los mismos.

3- Distribucidén y localizacidn

Posteriormente al descubrimiento de Sutherland, numerosos
grupos de investigadores detectaron actividad enzimdtica en bac-
terias (16,17), plantas (18,19) y animales (19,20).

En mam{feros se encontré en todos los tejidos ensayados, con
excepcién de eritrocitos caninos (13)y una cepa de hepatoma de ra

ta (21).

-10-



Generalmente se encuentra localizada en la fraccién par-

ticulada correspondiente a mewmbranas plasmdticas, tal es el

caso del hepatocito (22), células grasas (23,24), eritrocitos de
aves (25), rifién de mami{feros (26), huevos de erizo de mar ( 27 ).

Menos frecuentemente es una forma mitocondrial encontrada
en corteza cerebral (28), misculo esquelético de conejo (29), tes
ticulos de perro (30) y espermatozoides de caracol (31).

En células grasas (32) y en reticulo sarcoplasmético de cora
zén (33) se encontré actividad enzimdtica asociada al reticulo en
doplasmdtico.

También se describié una adenilato ciclasa soluble en Brevi-

bacterium liguefaciens (34) y una forma parcialmente soluble en

Escherichia coli (17).

4- Propiedades

Dijimos anteriormente que la mayor parte de las adenilato ci
clasas conocidas se encuentran asociadas a la fraccidn particula-

da correspondiente a membrana plsmiticas

Las actividades especificas mds altas para esta enzima fue -
ron encontradas en tumor adrenal de ratén (39) y en corteza cere-

bral de perros (13).



Son muy pocas las evidencias acerca del comportamiento

cinético basal de esta enzima, casi todos los estudios se refie-

ren a efectos hormonales.

Rodbell, Birnbaumer y colaboradores estudiaron exhaustiva-
mente la adenilato ciclasa de células grasas (40,41). Utiliza -
ron como preparados enzimdticos, "ghosts" o sacos vacios de mem-
branas plsmdticas de células grasas, obtenidas de tejido epididi
mal de ratas. Es una enzima bastante inestable, tanto a 0° como
a 37° se inactiva por tripsina; tiene como sustrato al ATP y al
Mg++ como catién divalente. Este Ultimo puede ser reemplazado por
el Mn++, no asi por el Ca++ que inhibe su actividad. E1 ATP 1i -
bre es un inhibidor de la reaccidén. Su pH 6ptimo es 7.4.

Cinéticamente se puede inferir, que su comportamiento es el
de una enzima alostérica. Tiene un sitio catalitico al que se u
ne el sustrato ATP—Mg++y un sitio regulatorio con gran afinidad
por el Mg++ libre. Graficos de Hill para el Mg++ nos da un n de
aproximadamente 2. El Km para el ATP oscila entre 0.25 y 0.50 mil.

La enzima es activada entre 5 y 6 veces por el F-, este a-
nién incrementa la afinidad de la ciclasa por el Mg++, pero no
modifica su Km para el ATP. lLas hormonas presentan el mismo e-
fecto sobre este sitio.

La enzima aislada de membrana plsmdtica de misculo esquelé-
tico (42) manifiesta el mismo comportamiento en cuanto a sustra-
to, catién divalente, Km para el ATP y activacién por F . Ciné-
ticamente se lo clasificéd como un sistema alostérico"V" dado que
el catidén y el F aumentan la velocidad mdxima de la reaccién en

zimdtica.



Uno de los efectos mds discutidos es el del F como activa-

dor. Con excepcidn de la adenilato ciclasa de Brevibacterium 1li

quefaciens(43), la mayoria de las adenilatos ciclasas descriptas

hasta el momento , incluida la de Escherichia coli, se activan

por el F . En concentraciones entre 5 y 10 mM de F  se incremen-
ta la actividad enzimdtica de 3 a 8 veces en homogenatos de celu
las, wds de 10 veces en preparaciones de tumor adrenal de ratén
(39) o en preparaciones de misculo cardiaco tratado con detergen
tes (44). En eritrocitos de rana, la actividad depende de la pre
sencia de F en la reaccidn (45) este ién incrementa 20 veces 1la
formacién de AMP ciclico.

Inicialmente se pensé que el F activaba protegiendo al ATP
durante el curso de la reaccién. Sin embargo, esto no explicaba
el hecho bastante conocido, de que en presencia de F no se tie
ne estimulacidn hormonal (La Unica excepcidn es la ciclasa de gldn
dula pineal de rata, estimulada por adrenalina, en presencia de
F ) (46). Por otra parte, se observd, que no disminuia el efecto
activador del F en presencia de un sistema regenerante de ATP(40).
Finalmente, inhibiendo la actividad ATPasa con iones Nit?t en mem
branas de eritrocitos de rana (45), no se observd ningin efecto
sobre la actividad de la ciclasa.

El F no afecta el Km de la enzima con respecto al ATP y por
si so0lo no es activador, necesita al catidn divalente para actuar.
Posiblemente se forme un complejo "metalo-fluoruro" con el compo-
nente del sistema encargado de regular la actividad adenilato ci
clasa (40). La accién del F con respecto a otros activadores hor
monales, es "no competitiva" indicando que actdan en sitios sepa-

rados del sistema.



El pirofosfato inorgdnico (0.5 ml) inhibe en forwa no com
petitiva la respuesta enzimdtica al F_ pero no modificea la ac -
cién horwonal. El Ha' actda en forma inversa, modifica la ac-
cién hormonal pero no el efecto del F . Los detergentes, que so
lubilizan a la enzima de la membrana, no modifican el efecto ac~
tivador del F (47). Como vemos, ain sigue sin dilucidarse su
accién. Posiblemente, mediante interacciones cooperativas con los
componentes del sitio catalitico de la enzima, ejerza su accidn.

En Escherichia coli el GMP ciclico, lo wmismo que el PEP, ac

tivan a la enzima a altas concentraciones.

5- Inhibidores de la adenilato ciclasa

Los cationes divalentes, CaH’,Ba++ Yy Zn++ inhiben a la enzi-

ma. Aloxano, a concentraciones de 1 mM, inhibe la actividad enzi-
matica en un 85 % en preparaciones de higado de rata, misculo car
diaco, rifién y cerebro (48).

Algunas purinas inhiben las preparaciones enzimdticas. La
ciclasa de tumor adrenal es inhibida por deoxiATP (39), este nu
clétido inactiva también la ciclasa de erotrocitos de rana (45);

el GTP inhibe la ciclasa de Brevibacterihm ligquefaciens, pero

no tier efecto en preparaciones de rifién, adrenales (49) o tumor



adrenal (39). En este ¥ltimo caso el 5' AMP y el ADP en concen-
traciones de 3.5 uM tienen algin efecto inhibitorio.

En Escherichia coli la enzima es inhibida por altas concen-

traciones de piridozal fosfato, oxaloacetato y malato (50).

6- 3',5' AMP ciclico fosfodiesterasa

E1l dnico mecanismo fisioldgico conocido de degradacién del
AMP ciclico, estd catalizado por la 3',5' fosfodiesterasa del AMP
ciclico.

La enzima cataliza especificamente la ruptura de la unién

3',5' fosfodiester y transforma al AMP ciclico en 5' AMP.
++

Mg

3',5' AMP ciclico + H,0 —== 5' AMP

AP cfclico fosfodiesterasa

El 5' AMP es el unico producto formado en la reaccidn.

Esta enzima fue descripta en 1958 por Sutherland (4) quien
posteriormente la purificé y estudid sus propiedades (51). Se
la encontrdé en numerosos tejidos, especies y tipos celulares (51,
52). Podemos dec¥ que sudistribucidén es paralela a la de la ade
nilato ciclasa, sin embargo, mientras la localizacidén de ésta ﬁl

tima estd asociada a membranas, la AMP ciclico fosfodiesterasa



se puede ubicar tanto en la fraccidén particulada como en la so-
luble (52,53,28). Tal es el caso, por ejemplo, de la enzima ex-
traida de cerebro y corazén (51). Totalmente localizada en 1la
fraccién soluble se encuentra la AMP ciclico fosfodiestersa de
higado (54). De Robertis describié en la fraccién de corteza ce
rebral, rica en terminaciones nerviosas, una fosfodiestersa loca
lizada en la fraccién soluble y en la microsomal (28).

En cuanto a sus propiedades, podemos decir, que su actividad
es dependiente del catiédn Mg++. Generalmente se activan por imi-
dazol. Cheung comunicé un efecto activador sobre la fosfodieste-
rasa de cerebro bovino ejercido por una proteina, estable al calor
bajo pH y urea 8 M, que se encuentra presente en los extractos cru
dos de cerebro (55).

Con excepcidn de la fosfodiesterasa soluble de Escherichia

coli (56) y de la segregada al medio por la ameba Dictyostelium

discoideum (52), la mayoria de las fosfodiesterasas se inhiben

por metilxantinas. El S6rden decreciente de eficiencie, como in-

hibidores , es el siguiente: teofilina, cafeina y teobromina.,
Otras sustancias menos frecuentes como inhibidores son las

bencil-isoquinonas, el alcaloide papaverina (57) y el dcido bro-

molisérgico (58).



7- Efectos hormonales

Podemos dividir la historia del AMP ciclico en tres etapas.
Un primer periodo que involucra su descubrimiento, identificacién
y caracterizacién de la enzima que cataliza su formacién (59). Un
segundo perfodo comprende los estudios realizados sobre la puri-
ficacién, propiedades, mecanismos cinéticos y distribucidn de 1la
adenilato ciclasa (60).

Quizds la etapa mds importante, desde el punto de vista fisio
1l6gico y farmacolégico,sea la tercera. En este periodo se inten-
sificaron y completaron los estudios acerca de 1los efectos hormo -
nales sobre la adenilato ciclasa (61,62).

La mayor importancia metabdélica de la adenilato ciclasa radi-
ca, fundamentalmente, en el hecho de que su actividad puede ser re
gulada por accién de las hormonas.

Podemos recapitular l1os efectos hormonales en los siguientes
puntos:

1- Las hormonas estimulan la adenilato ciclasa, en preparacio
nes apropiadas de células, en concentraciones fisiolggicas.

2- Las hormonas incrementan la concentracidn intracelular de
AMP ciclico hasta niveles, que a pesar de ser bajos, son 1lo sufi-
cientemente adecuados para producir una respuesta fisioldgica.

3- Puede potenciarse el efecto hormonal (para incrementar 1la
magnitud de la respuesta fisioldgica, o aumentar la sensibilidad
del tejido por la hormona) agregando a la preparacién inhibidores
de la AMP ciclico fosfodiesterasa.

4- E1 efecto fisiolégico de las hormonas puede mimificarse por

el agregado de AMP ciclico exdgeno.



En la tabla I, detallamos las principales hormonas "primer

mensajero" que interaccionan con la adenilato ciclasa, el teji-

do en el cual actdyan y los efectos que producen en el metabolis-~

mo a través del AMP ciclico, "segundo mensajero".

TABLA I. Hormonas gue modifican la concentracidn intracelular

de AMP ciclico.

Hormona Tejido Respuesta principal

-Adrenalina Higado Glucogenolisis (59)
Mdsculo Glucogenolisis (59)
Corazén Efecto inotrdépico (63)

Gldndula salival
Tejido adiposo

Nor-adrenalina Sist. nervioso

Gldndula pineal

Glucagén Higado
Tejido adiposo

Adrenocorticotrofina Adrenales
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Secrecidn de amilasa (64)
Lipblisis (65)

Liberacidn de acetil-
colina (66)

Sintesis de melano-
toninas (67)

Glucogenolisis (59)
Lipélisis (68)

Produccidn de esteroides
(69)



Tabla I- continuacidén ceee.

Hormona

Tejido

Respuesta principal

Adrenocorticotrofina

Tirotrofina

Hormona paratiroidea

Hormona luteinizante

Vasopresina

Tiroxina

Prostaglandinas

Giberelinas

Tejido adiposo

Tiroides

Corteza renal
Huesos

Cuerpo luiteo
Médula renal
Corazén
Hipéfisis (77)
Tiroides (78)

Bazo (79)

Lipélisis (68)

Hidrélisis de la tiroglo-
bulina (70)

Ioduracién (71)

Oxidacién de la glucosa (72)
Fosfaturia (73)

Reabsorcién de calcio (73)
Sintesis de esteroides (74)
Reabsorcién de agua (75)

Taquicardia (76)

Mdsculo esquelético (80)

Plantas y mlcroorganismos (18,19)

-19-



8- Receptores hormonales

El primer paso en la accidén hormonal, es el "reconocimiento"
de la hormona por la adenilato ciclasa y la posterior iniciacién
de la reaccién a nivel de los sitios cataliticos de la enzima. Por
lo tanto el "receptor hormonal" tiene dos propiedades fundamenta-
les: 1) discriminar entre una hormona u otra y 2) iniciar una reac
cién o una serie secuencial de reacciones, que lleven a una modi-
ficacién de la actividad adenilato ciclasa.

Por lo tanto, cada sistema enzimdtico deberd contener un com-
ponente sumamente "sensible" para detectar la hormona especifica ,
llamado discriminador; un amplificador que transmite la "seiflal ex
—12_10-8 M)
en una "seflal interna" que aumente los niveles de AMP ciclico de
1079

M a 10-3M bajo ciertas condiciones. Por lo tanto, el siste-
ma es capaz de transformar la seflal externa hormonal (catecol-ami

terna" dada por la hormona ( en concentraciones de 10

nas u hormonas peptidicas) en una sefial interna: AMP ciclico. Es
ta transferencia,requiere necesariamente, un tercer componente lla

mado transductor, gque una al discriminador con el amplificador.

El conjunto constituye la unidad de transferencia de informacidn

del sistema adenilato ciclasa.
Podemos representar esquemdticamente esta unidad, de acuerdo

al modelo propuesto por Rodbell (81).

discriminador 9mPlf Ircador-
senal I seal
externa | interna

g

transductor AMPciclico



En células grasas, varias hormonas tienen efecto sobre 1la
adenilato ciclasa: ACTH, glucagén, secretina, tirotrofina, hor-
mona luteinizante aumentan los niveles de AMP ciclico en ghosts
de células grasas y en membranas purificadas por el método de
Neville (22,82). Pero estas hormonas también aumentan la acti -
vidad enzimdtica en sus correspondientes tejidos especificos: ti
roides, cuerpo luteo, corteza cerebral, etc., por consiguiente po

demos pensar que el discriminador para cada hormona estd unido

covalentemente a su correspondiente amplificador en cada uno de

los tipos celulares especificos.

No se observa aumento en la estimulacidén de la adenilato ci-
clasa cuando actuan dos o mds hormonas en forma combinada; es de
cir, no se detectan "efectos aditivos". De acuerdo a estos resul
tados, podemos llegar a la siguiente conclusién: existen varios

discriminadores hormonales acoplados a un amplificador comin en

el sistema de células grasas. Otro ejemplo de un amplificador re
gulado por varios discriminadores es la enzima de misculo cardia-
co, estimulada por glucagbén y adrenalina (83). El F-, conocido ac
tivador de la wmayoria de las adenilato ciclasas, tampoco afecta la
accién hormonal en forma aditiva (40,84,85).

La especificidad del discriminador por cada hormona se demues
tra por las distintas curvas que se obtienen de actividad de adeni
lato ciclasa en respuesta a diferentgs hormonas. Por otra parte(84,
85), Hetcher (86) y colaboradores observaron que empleando como in-
hibidores andlogos de la adrenalina o ACTH, desaparece el efecto Ae
estas hormonas pero no el del glucagén , secretina o F.

En cuanto a la naturaleza del discriminaedor, podemos decir,

-2] -



que el pretratamiento de los "ghosts" con tripsina destruye el
efecto hormonal en el caso del glucagén, secretina o ACTH, sugi-
riendo que los receptores para estas hormonas estdn expuestos ex
ternamente a la accién de la enzima proteolitica. En el caso del
F~ o adrenalina, los efectos se mantienen después de la protedli-
sis debido a que estos receptores son menos accesibles a la des-
truccién por tripsina.

El transductor es el componente del sistema encargado de co
municar, directa o indirectamente, los diferentes discriminadores
especificos con el amplificador.

El pretratamiento de los "ghosts" con fosfolipasa C purifica
da(86) destruye la estimulacién hormonal en células grasas. Esto
nos indicaria que los fosfolipidos son esenciales para obtener u-
na respuesta hormonal. Otra evidencia respecto al rol de los 1li-
pidos, la obtenemos de la accién de los detergentes, particular -
mente de los no-ibnicos; el tratamiento con digitonina, reduce no
tablemente la respuesta del sistema al ACTH, glucagén o adrenali-
na,pero aumenta el efecto del F como activador.

Como disminuyen los efectos hormonales, por accién de 1los
detergentes, es posible que la unién de los lipidos al discrimi
nador involucre un tipo de interaccién a través de los grupos PO
lares de los fosfolipidos, o entre la regién no-polar de los 1li-
pidos con 10s componentes hidrofdébicos de las distintes estructu
ras discriminadoras. Por lo tanto, modificaciones conformaciona
les de las proteinas o cambios en la fuerza iénica, podrian pro-
ducir una alteracién en la zona de unién con los 1l{pidos o en el

estado fisico de los mismos.



Es necesario establecer claramente que en células animales,
la adenilato ciclasa constituye un sistema complejo, integrado
por distintos componentes macromoleculares suscepti
bles a ser modificados independientemente, permitiéndole al sis
tema distintos grados de regulacién.

En la figura 1, se esquematiza, de acuerdo al modelo pro -
puesto por Rodbell (81), la posible participacidn de los 1lipidos

en el acoplamiento de discriminador, transductor y amplificador.

Una estimulacidén en el sistema endocrino, produce la secrecidén

hormonal, cada una de estas hormonas especificas tiene recepto -

res adecuados en el sistema adenilato ciclasa. La unién de 1la

hormona a la membrana produce una '"sefial externa" que se trans-

mite a través del transductor hacia el sitio catal{tico de la en
. . . ++

zima donde el ATP, en presencia del Mg ', es transformado en AMP

cf{clico, "sefial interna" o segundo mensajero. Debido al aumento

0 a la disminucidén de la concentracién intracelular de este nucleé
tido originan cambios metabdlicos en respuesta a la acciédn hormo-
nal.

Por lo tanto, las diferentes respuestas fisioldgicas produ-
cidas como consecuencia de las distintas hormonas, se deben funda
mentalmente a la modificacién en la actividad de la adenilato ci-

clasa.

-23-
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Uno de los sistemas hormona-ciclusa mds estudiados por Bir-

baumer, Rodbell y colaboradores, fue el del glucagén en células
hepaticas(47,87-90).
Utilizaron membranas de higado purificadas por el método de

Neville (82). El glucagén en concentraciones de 10710_ 1077

M in
crementa mds de 10 veces la actividad enzimdtica, 1o mismo gque el
F . La adrenalina solamente produce un 10% de la estimulacién ob
servada en presencia del glucagdén. La urea en concentraciones de
0.4 M reduce notablemente la afinidad del sistema por el glucagdn
lo mismo que el tratamiento de las membranas con dodecil sulfato
de sodio o fosfolipasa A.

Se estudié 1la unidén ("binding") de la hormona a la enzima em
pleando glucagén 1121 y se observaron los siguientes efectos:
a) la radiactividad pegada a membranas aumenta paralelamente al au
mento de la actividad enzimdtica; b) el "binding" se reduce nota-
blemente por el agregado de glucagdén no marcado ; c) el "binding"
no se altera por el agregado de ACTH, adrenalina o péptidos produ-
cidos por la degradacién parcial del glucagén nativo, lo que nos
estd indicando la "especificidad" del discriminador.

Se detrminé un ndmero finito de sitios de unidén del glucagén
con el sistema ciclasa, en la membrana plasmdtica, estimado en 2.5
pmoles por mg de proteina de membrana. Estos sitios tienen las
caracteristicas de lipoprotefnas y forma un tipo de asociacidn no-
covalente con el glucagén.

Como el "binding" es temperatura dependiente y se modifica por
el agregado de EDTA puede estar, también influenciado, por facto -

res adicionales distintos de los factores intrinsecos entre la hog

mona y la enzima.



Uno de los efectos mds notables del "binding" del glucagén
es producido por los nuclebtidos de guanina, GDP y GTP en con -
centraciones de 0,05 mM. Estimulan la respuesta de la adenil -
to ciclasa a la hormona, aumentan la velocidad y el grado de di
sociacidn del glucagdn unido disminuyendo la aparente afinidad
de los sitios de "binding".

No son conocidos los mecanismos por los cuales actdyan. Se
sabe que no requieren para su accidn cationes divalentes o reac-
ciones de fosforilacién.

A bajas concentraciones, no producen una interaccién compe-
titiva con el glucagdn por los sitios de "binding", indicando que
los nucledtidos ejercerian un tipo de modificacién alostérica en
los sitios de unién de la hormona. La accién del GTP y GDP es
inhibida por los readivos de grupos sulfidrilos (p-Cl-mercuriben-
zoato) que también inhibe el "binding" con el glucagén, confirman
do la posibilidad de que se trate de efectos alostéricos.

Los guanil nucledétidos inhiben la respuesta de la ciclasa al
F, actuando en la misma concentracidén en que aumentan el efecto
activador de la hormona.

Se unen a la membrana en sitios distintos a los del glucagdn;
desde alli cumplen un rol obligatorio y especifico en la activa -
cibén de la enzima por la hormona y posiblemente en los mecanismos
de accién del F en ese sistema.

Birnbaumer (91) present§ nuevas evidencias que indican, que la
activacién de la ciclasa por el glucagébn, en células hepdticas, es
el resultado de dos procesos rdpidos, uno inducido por la estimu-

lacidén de la hormona, y el otro por el GTP o ATP,



La estimulacién por el glucagdn no persiste si se extrae la
hormona del medio de incubacibén, 0 si se la desplaza por el agre
gado de un inhibidor competitivo (des-l-histidina glucagdén) bio
1l8gicamente inactivo. Estos datos indican, que la reaccién del

glucagdn con su receptor, es reversible y que la proporciébn de la

enzima estimulada depende continuamente de la concentracién  del
glucagén libre en el medio. La accidn simultdnea de GTP o ATP y
glucagén llevan a un incremento en la actividad adenilato cicla-
sa y permiten que tanto los receptores del glucagén como la enzi
ma existan en rdpidos y reversibles estados de actividad ( Figg

ra2)o

Up:unidn rdpida GLUCAGON
Uj:union lenta /U

Dq

r

ATP
E:enzima D; .
D.discriminador | \\ AMPciclico + PP

j:ingctivola 1y \SGLUCAGON
a:activofa

GOTP # /-, *

Figura 2.



Levey (100) solubilizé la adenilato ciclasa de misculo
cardfaco por tratamiento con el detergente iénico Lubrol. Esta
preparacidén soluble, no responde a la activacién por adrenalina,
posiblemente los receptores hayan sido inactivados o disociados
en sus distintos componentes.

Trabajos de Cuatrecasas (93) demuestran que la insulina, en
concentraciones de 10 y 100 munidades por ml, inhiben en un 33%
el efecto activador del glucagdén y de la adrenalina sobre la a-
denilato ciclasa de membranas de higado. Este es el Unico efec
to inhibitorio de esta hormona sobre la ciclasa, descripto hasta

ahora.



RC AMP ciclico ——W~ p_ i
+ ciclico = R-AMP ciclico + C
ATP-Mg

El aumento producido por las hormonas, de la concentracién
intracelular de AMP ciclico, désplaza el equilibrio de la ecua-
cién anterior hacia la formacién de la subunidad C, que es 1la
forma activa de la proteina guinasa.

Concomitantemente con la activacién de las enzimas respon-
sables de la degradacién del glucbgeno, se produce una modifica-
cibén en la actividad de la glucbdgeno sintetasa (UDP-glucosa: ol
1-4 glucdn- - 4- glucosil transferasa E.C. 241.11) (96). Esta
enzima existe en dos formas: una forma fosforilada, inactiva (D)
y una forma no fosforilada, activa (I). La misma proteina quina
sa que cataliza la activacidén de la fosforilasa b quinasa, puede
fosforilar la glucdgeno sintetasa convirtiéndola en inactiva (97).
In vitro, la forma D se activa sdélo en presencia de glucosa-6-P,

mientras que la I se independiente de glucosa-6-P.

Cuando la concentracidn intracelular de AMP ciclico disminu-
ye se producen los mecanismos inversos: la desfosforilacién de
la fosforilasa y de la glucégeno sintetasa, catalizada por fosfa
tasas especificas. Estas fosfatasas también existen bajo dos for
mas:activa e inactiva. La interconversién de la forma inactiva
a la activa es catalizada por el AMP cfclico a través de la prote
{na quinasa.

En la figura 3, presentamos un esquema general de lo dicho

anteriormente.



Papel del AMP ciclico en el metabolismo celular

1- A nivel de los hidratos de carbono

El AMP ciclico module la actividad de numerosas enzimas y
en su mayor parte los efectos fisioldgicos del nucledtido se de

ben a su capacidad para transformar de:

activa —® jnactiva
-

en presencia de ATP y Mg++, las enzimas claves de un determinado
camino metabdlico.

En el caso del metabolismo del glucdgeno, la regulacidédn de
la glucogénesis y glucogenolisis, nos sirve de modelo para expli
car la forma de accidén del AMP ciclico.

El glucdgeno, en su degradacién, es hidrolizado a glucosa-XP
por 1la enzima fosforilasa (5,6) la cual existe en el higado y en
el misculo bajo dos formas: fosforilasa a (activa) y b (inactiva).
La fosforilasa b, es convertida en a por la fosforilasa b quinasa
(9) la cual existe también bajo una forma activa y en otra inacti
va. La fosforilasa b quinasa inactiva es activada por otra enzi-
ma, una proteina quinasa cuya actividad depende fundamentalmente
de la presencia de AMP ciclico (94,95). La proteina quinasa tie
ne dos subunidades: catalitica (C) y regulatoria (R), las cuales
pueden disociarse en presencia del AMP ciclico pasando de un esta

do activo a otro inactivo.

_L
CR C + R
D
complejo inactivo enzima activa
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Figura 3-Regulacidn de la sintesis y degradacidn del

glucégeno por el AMP ciclico.




2- Tejido adiposo

En el tejido adiposo la hidrélisis de los triglicéridos es
catalizada por una lipasa. La actividad de esta proteina es in-
crementada por la proteina quinasa dependiente de ALMP cfclico (99).
Los pasos individuales aun no estén aclarados. ZEn la figura 4 pre
sentamos un esquema de 1o que se conoce hasta el momento acerca
del rol del AMP ciclico en la lipélisis.

3~ Fosforilacién de histonas

Otra funcidén importante de lz proteina quinasa depenaiente
de AMP ciclico es la de fosforilar histonas, proteinz de cardcter
bdsico asociadas al DNA. La histona quinasa dependiente de AMP
ciclico se aislé de varios tejidos en numerosas especies animales,
fue purificada la de higado y cerebro (101-103). Langam demos -
tré que después de la administracidén de AMP ciclico o glucagén
en ratas, se produce un aumento de la fosforilacidén de las frac-
ciones f, y f2 de las histonas (104,105).

Recientemente Jost y colaboradores (106) encontraron que el
AMP ciclico azumentz la velocidad de sintesis del RNA en prepara-
ciones purificadas de nucleos de higado de rata, activando la RNA
polimerasa (Mg++ y Mn++dependientes). La fosforilacidén de prote-

inas no histénicas y de la fraccidén f. de histonas precede, en to

1
dos los casos, al increuwento de la siniesis del RNA.

En higado, el AMP ciclico induce la sintesis de varias enzi-
mas: tirosina transaminasa, PEP-carboxiquinasa y serina deshidro-
genasa (107). En la induccidn de la tirosina transaminasa, el
AMP ciclico actua a nivel traduccional. Como vemos, su iaterven-

cién en la fosforilacién de histonas, no estd aun dilucidado.
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Rol del AP ciclico en lz lipdlisis.




En médula adrenal , probablemente el AMP ciclico también
actie a nivel ribosdmico. Su accibn es bloqueada por la puromi-
cina y la cicloheximide, pero no por la actinomicina D, sugirien-

do que estimula la sintesis de alguna proteina requerida para
la produccidn de esteroides. Garron y Gill (108) aislaron esta
proteina con gran afinidad por el AllP ciclico, aistinta de la pro
teina quinasa adrenal, y que podria regular la actividad de esta
yltima(109).

4- AMP ciclico en la transcripcidén genética.

Dijimos anteriormente que el AMP ciclico se describib. , no
golamente en animales superiores, sino también en bacterias, eu-

&lenas, levaduras y amebas. En la ameba Dictiostelium discoideum

se lo identificé como la acrasina, "hormona" encargada de produ-
cir la agregacidén de los organismos para prepararse a la formacién
de esporas (110).

Solamente en Escherichia coli, se estudié detalladamente el

papel del AMP ciclico y seaclard su mecanismo de accién.

Durante varios aifios, diferentes grupos de investigadores, tra
taron de aclarar los procesos por el cual distintas cepas de E. co
1li creciendo en glucosa como fuente de carbono, producian menor

cantidad de enzimas inducibles, que las mismas cepas creciendo en

glicerol, lactato o succinato. Este fendmeno producido por la 8lu

cosa fue conocido como represién catabdlica o represién metabdlica.

En 1965 Makman y Sutherland (111) demostraron que en presen-
cia de glucosa, la concentracién intracelular de AMP ciclico es
mucho menor, que las correspondientes bacterias crecidas en glice-

rol.



Determinaciones del nucledtido en el medio extracelular con
firmaron los datos anteriores; en presencia de glucosa se produce
una salida del 99% del AMP ciclico intracelular al medio de culti
vo. Los resultados anteriores fueron confirmados por datos recien
tes de Peterkofky y Gazdar (112).

De estos experimentos surgié la hipdtesis de que el AMP cicli
co es necesario para la sintesis de @»galactosidasa y otras enzi-
mas inducibles; la glucosa reprime la Sintesis de estas enzimas
disminuyendo los niveles de AMP ciclico. Si se agregael nuclétido
a células que estdn creciendo en glucosa, se estimula fuertemente
la sintesis de enzimas inducibles (113). Estas enzimas incluyen,
ademds de(}galactosidasa, galactoquinasa, triptofanasa, glicero -
qQuinasa, glicerofosfatopermeasa, arabinosapermeasa, D-serina dea-
minasa y timidina fosforilasa. En estos sistemas, el AMP ciclico,
no estimula la sintesis total de RNA ni la sintesis de enzimas bio
sintéticas o "no-represibles", siendo su accidén altamente especi-
fica.

Para estimular la sintesis de las enzimas, no interactda di-
rectamente con el DNA, solo lo hace cuando estd presente el "in-
ductor especifico". Se aislaron de E. coli mutantes incapaces de
sintetizar AMP ciclico, son adenilato ciclasa deficientes (114) y
por lo tanto no producen(&galactosidasa u otras enzimas inducibles,
al menos que se agrege AMP ciclico al medio de cultivo.

Numerosos estudios se hicieron acerca de la posible accidn
del AMP ciclico en la represidn catabdlica. Se descartaron varios
posibilidades: que actdie a nivel de membranas, aumentando la per-

meabilidad al inductor; que inhiba el metabolismo de la glucosa;



que actuase prolongando la vida media del RNA mensajero para
@ galactosidasa u otras enzimas (115).

El operdén lactosa fue el mds estudiado, llegdndose a impor-—
tantes conclusiones. En este sistema el AMP ciclico actda a ni-

vel transcripcional, aumentando los niveles de RNA mensajero es-

pecifico de(}galactosidasa, tanto en células enteras como en sis-
temas "in vitro" de sintesis proteica (116-117).

El AMP ciclico actda teniendo como intermediario a una pro-
teina de gran afinidad por el nucledétido. A esta proteina se la
denowminé CAP ( cyclic activator protein)o proteina activadora del
AMP ciclico. Se estudiaron también mutantes deficientes en CAP,
las cuales no producen‘ggalactosidasa. El CAP.fue purificado 200
veces, su peso molecular oscila alrededor de 45.000. Tiene un si-
tio de "binding" para el AMP ciclico por cada 250.000 daltons de
proteina. La constante de disociacién para el AMP ciclico es de
10-6M. El GMP ciclico inhibe el "binding" en un 80 %, los otros
nucledtidos no interactdan con esta protefna (118,119).

Trabajos posteriores de Beckwith (120), demostraron que el
complejo [AMP ciclico- CA;]se une al DNA a nivel de promotor, en

un sitio distinto al de la RNA polimerasa. Mutantes de promotor

no responden al AMP ciclico.



El mecanismo general seria el siguiente (121).

1- AMP ciclico + CAP —~|}\MP c:'.clico-CA.'[E] Kd—lO-6 M

2~ [ANEP ciclico-CAP:I + lac-p-DNA —-I:AMZP ciclico-CAP-lac-p-DNAJ
3= [AMP ciclico-CA.P-lac-p-DNA] + IRNA polimerasa holoenzima ——

-—‘[AM:P c{clico—=CAP-lac-p-DNA-RNA polimerasa holoenzima‘l

Correspondiente al complejo activo de iniciacidn a nivel del lo-

cus promotor (Figura 5).

El control de la sintesis de triptofanasa, ditfiere al de (_?»ga—
lactosidasa. Em AMP ciclico estimula su sintesis a nivel de tra-

duccidn rivosomal (122).

5~ AMP ciclico en la transformacién celular.

La transformacién celular es un fenémeno que da lugar a un
conjunto de cambios a nivel de crecimiento, y en las propiedades
morfoldgicas, fisioldgicas e inmunoldégicas de las células. Es-

tos cambios son ocasionados, al sufrir las células um infeccién
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por virus oncogénicos o luego . de ser tratadas por agentes qui-
micos o radioactivos de ulta energia.(123)

Entre las caracteristicas mds relevantes de una célula trans
formada, figura la pérdida de la inhibicidn por contacto (topoin
hibicibén). Esto es, la célula deja de crecer y dividirse cuando
se contacta con las vecinas. Sin embargo, en un cultivo transfor
mado las células contindan creciendo, se apilan y forman tumores.
Paralelamente a ello, ocurren drdsticos cambios en la forma de las
células.

Diversos factores pueden modificar el proceso de transforma-
cibén celular. Por ejemplo, si a un cultivo de células transforma
das por virus oncogénicos se lo trata con dibutiril AMP ciclico,
éste tiende a recuperar la morfologia de un cultivo normal (124 ,
125) y viceversa, si a un cultivo normal se lo trata con insulina,
éste amdquiere las caracteristicas morfoldgicas de un cultivo trans
formado (126).

Existen evidencias de. que la concentracidén intracelular de
AMP ciclico, es un factor de singular importancia en el condicio-
namiento de un estado transformado. En general, pareceria, que
aquellos factores que tienden a incrementar los niveles de AMP cé
clico, disminuyen la velocidad de crecimiento de las células y
facilita la diferenciacién de las mismas. Tal es el caso de 1los
cultivos con metilxantinas, dibutiril AMP ciclico o prostaglandi-
na El (124-129). Por el contrario, aquellos factores que disminu-
yen la concentracibén intracelular de AMP ciclico, tales como la
insulina y la infeccidén viral oncogénica, determinan una pérdida
de la topoinhibicidn y el pasaje al estado transformado (123,126,
130). En este sentido el papel de estos Ultimos factores es re-

levante.



Tanto en la infeccidn por un virus oncogénicos como el trata
miento con insulina, parecen operar primariamente a un mismo ni-
vel; esto es, la actividad de la adenilato ciclasa. En ambos ca
80s se pudo compnrobar que la actividad de la misma se encuentra
disminufda. En el caso de la hormona, recientes evidencias indi
can que la insulina es un fuerte y especifico inhibidor de la en
zima (126). En cuanto a la infeccidn viral oncogénica, se sabe
que de alguna forma, determina cambios drdsticos en las propieda
des de la membranas plasmiaticas, y como resultado de ello, una
manifiesta reduccidén en la actividad adenilato ciclasa (131). Di
chos cambios se evidencian a nivel de la composicién en glucopro-
tefnas de las membranas (132,133). Con respecto a éstas Ultimas,
existen muchos datos que indican que las mismas son componentes
de los receptores para hormonas y lecitinas (concanavalina A, fi-
tohemoaglutinina) asi también factores predominantes en la deter-

minacidén de las caracteristicas antigénicas de las células(134-136).

6~ AMP ciclico y permeabilidad dc las membranas

La vasopresina y la hormona antidiuréi.ca aumentan la per-
meabilidad de ciertas membranas epiteliales al agua, sodio y mo
léculas de bajo peso molecular (urea).

Orloff y Handler (137-139) demostraron que este efecto era
debido a la acumulacidn de AMP ciclico (140)., Otras evidencias
confirmaron esta hipdtesis; vasopresina estimula la produccién de
AMP cfclico en rifién (141) y vejiga de sapo (142) aumentaydo el
flujo de agua a través de la pared de la vejiga. La prostaglan-
dina E. disminuye significativamente el aumento de permeabilidad

1
producido en respuesta a la vasopresina pero no es respuesta al



AMP ciclico (143). Este efecto podria explicarse por una com-
peticidn entre PGEl y vasopresina, por el sitio receptor de la
adenilato ciclasa.

Vasopresina, teofilina y AMP ciclico aumentan el transporte
de sodio a través de la membrana de piel de rana (144).

Adrenalina, ACTH, teofilina y AMP ciclico aumentan el flujo
de potasio en células grasas (145).

En higado perfundido de rata, glucagén y AMP ciclico aumen-
tan el flujo de calcio (146); en animales paratiroideoprivos el
AMP ciclico aumenta el nivel de ca*t en 1a sangre (147).

El efecto inotrdépico producido por la adrenalina y el gluca-
gén es debido a un aumento en la concentracidn de ca*t en los sar
cotibulos del misculo cardiaco. Este efecto también es mediado
por el AMP ciclico (148), lo mismo que el transporte de ca*t en 1a
mucosa intestinal. Este dltimo depende de la presencia de un fac

tor inducido por la vitamina D (149).

7- AMP ciclico en Neurospora crassa

La Neurosnora crussa es un organismo uvioldgicumente clasi-
ficado en la clase Protista. Este eucariote es un hongo perte-
neciente a la subclase Ascomicetes, y al drden de los Pirenomice
tes.

En su estado salvaje presenta la morfologia cldsica de un mi
celio, con hifas muy ramificadas de 5 m de didmetro. Cada hifa es
t4d subdividida por septas © "crosswalls", en compartimientos que
contienen varios nicleos. Cada septa tiene un poro central por el
que se intercambian niicleos y citoplasma .

Como todos los ascomicetes, tiene dos tipos de reproduccidn:

una vegetativa o asexuada, por wedio de conidios, esporas de color

~41-



rosado que le permiten propagarse en la naturalesm La conidia
representa la forma clonal de reproduccidén. En el tipo de re -
produccién sexuada, forma ascosporos, con intercambio de material
genético y meiosis entre la macro y micro conidia del peritecium
(cuerpo de fructificacidn).

De acuerdo a los trabajos de Tellez-Ifidn y Torres (151-153),

el metabolismo del glucédgeno en Neurospora crassa se regula median

te un mecanismo similar al de higado, en mamiferos.
Estudiaron la interconversidn de la glucdgeno sintetasa (154),
enzima responsable de la sintesis de glucdgeno en la fraccién so-

brenadante de un homogenato de la cepa St.L 74 de Neurospora cra-

8sa. Describieron dos formas de glucégeno sintetasa, una dependien
te (D) y la otra independiente (I) de glucosa-6-fosfato. La con-
versién de la forma I en D requiere "in vitro" ATP-Mg++.

Como vemos, la regulacidn se produce a nivel de la sintetasa,
como en higado y no a nivel de la pirofosforilasa de los nucledti
dos azicares como ocurre en bacterias.

La regulacidén por el AMP ciclico, se produce a nivel de la
fosforilasa, enzima encargada de la degradacidn del glucdgeno.

La glucdgeno fosforilasa en Neurospora crassa (StL74), se

encuentra bajo dos formas interconvertibles: fosforilasa a, activa
y fosforilasa b, inactiva en ausencia de 5'AMP. La conversién de

la forma b a la g requiere ATP-Mg++ Y es incrementada notableren-

te por la presencia de AMP ciclico.

También se describié la transformacidédn inversa: de fosforila-
sa a a fosforilesa b, catalizada por una fosforilasa @ fosfatasa.
Esta fosfatasa posee dos formas interconvertibles; la reactivacidn
de la forma inactiva hacia la forma activa, se produce incubando la
preparacidén con ATP—Mg++ y sistema regenerante de ATP. No se ob-

servé efecto de AMP cfclico a este nivel.

-4 2=~



Jbjeto de la presente investigacidn

El propbsito del trabajo que presentzmos es el de contribuir
al esclareciwmiento de los distintos mecanismos, por los cueles el
AMP ciclico intervienen en el control del metabolismo celular.

Estudiamos la adenilato ciclasa en Neurospora crassa, sSu ai-

lamiento,purificacién y propiedades. Presentamos evidencias acer
ca de su regulacién hormonal, convirtiendo a este eucariote en un
nexo evolutivo y regulatorio entre los complejos sistemas de mami

/ . . .
feros y los metabolicamente wds simples organismos bacterianos.
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I- Reactivos y Enzimas

Los distintos materiales se obtuvieron de los siguientes lu-
gares: Piruvato quinasa (tipo II), ACTH, Iw@-3-4- dihidroxifenil-
alanina, 5 hidroxitriptamina, histamina, tiramina, adrenalina,nor
adrenalina, 3 hidroxitriptamina, ATP, AMP ciclico, PEP, buffer Pi
pes, de Sigma. Isopropiliden-adenosina y tricloroacetonitrilo de
Aldrich Chemical Co. Dimetil-gulfdxido, acetonitrilo y trietil -
amina de T. Schwarts, Merck y Coleman, respectivamente. Todos es
tos solventes fueron bidestilados y conservados sobre hidruro de
calcio. La resina Bio Rad AG 50 W-X8 (100 a 200 mesh) se obtuvo
de Calbiochem. Se la lavé de acuerdo ¢l método descripto por But
cher (175). El Lubrol-PX de Duperial-Imperial Chemical Industries

La adenilato quinasa se preparé de misculo esquelético de co
nejo, segién Colowick (174). Fosfodiesterasa de corazdén bovino,se
obtuvo segin el método de Butcher y Sutherland (175).

El glucagén fue generosamente donado por el Dr. L. Birnbaumer
(National Institute of Health, Bethesda, Maryland) y por el Dr.An
derson de Lilly (Argentina). La insulina (libre de Zn++,2l unida
des por mg. Lote 192-2358-188) y la insulin: porcina recristaliza
da y tratada con tripsina,libre de glucagdén (24 unidades por mg .
Lote P.J.5589) se obtuvieron de Eli Lilly (Indiandpolis USA) por
cortesia del Dr. 0.K. Behrens. La insulina de bovino, cristalina
de Lilly (Buenos Aires). La hormona de crecimiento bovina fue
donada por los Drs. Dellacha y Santomé {(Facultaa de Farmacia y Bo
quimica, Buenos Aires). Vasopresina se @tuvo de Parke-Davis.

El fosfato inorgdnico radioactivo de la Comisidn Nacional de

Energia atéwica (Argentina).



II - Preparacidén del ATPSLP

32

El ATPoLP323e prepara a partir de 5! AMP32. Este compuesto
se obtiene por medio de una sintesis quimica, de acuerdo al méto
do de Symons (156), en la siguiente forma:

Se coloca la solucidén de fosfato inorgénico (P32), marcado
¥y libre de portador, en un evaporador rotatorio. Se evapora a se

quedad, se resuspende en 2 ml de H,0 y se evapora nuevamente. Es

te procedimiento se repite de 3 a i veces. El fosfato radioacti-
vo se disuelve en 1 ml de H20, se lo pasa a través de una colum-
na (0.4 x 8cm) de Dowex 50W-X8 (100 a 200 mesh, forma HY) y se lo
convierte en sal de trietilamonio agregando un exceso de trietil-
amina al percolado. Después de esta operacidn, el percolado se e
vapora a sequedad en el balén preparado para la reaccidén ( bulbo
de 3 cm de didmetro; cuello de 10 cm de longitud y 1 cm de didme-

tro interno). A esta solucidén evaporada de P se le agrega 15.3

miligramos (5Qumoles) de iSOpropiliden—adenogfna Yy se seca per -
fectamente con acetonitrilo en la linea de vacio descripta por Gre
enless y Symons (157).

Una vez que estd totalmente seca la preparacidén, con acetoni

trilo, se realiza la sintesis quimica del P32 en el carbono de la

posicidn 5' de la isopropiliden-adenosina.
Utilizamos 0.4 ml de una solucidén conteniendo los siguientes

componentes:

Tricloroacetonitrilo 62.5 uwhl, agente condensante
Trietilamina 50.0 mM, catalizador

Dimetilsulféxido 0.8 ml, solvente

-4 6~



> Juumul U)
<
o C“C\
Y2 — 2
X N, _
/H

ISOPROPILIDEN-ADENOSINA

—47-



'Esta mezcla se agrega rdpidamente al balén de reaccibn, se
tapa perfectamente (adaptadores especiales) y se inecuba a 379 C
durante 30 minutos. Al cabo de este tiempo, se agrega 1.5 mlde
dcido acético 5N, se calienta 90 minutos a 100 °C para hidroli-
zar el grupo isopropilo y obtener el 5'AM§2. Luego del calen -
tamiento se evapora el acético en el evaporador rotatorio, en un
tubo de 1.3 x 12.5cm. Esta operaciédn se lleva a cabo a 75°. Se
obtiene un producto siruposo gque se resuspende en 2 ml de agua
y se evapora nuevamente, repitiendo el proceso de resuspensidn y
lavado cinco vecese.

Para transformar el 5'ANP en ATPoL P se realiza una sig

32 32
tesis enzimdtica de acuerdo a las siguientes reacciones:
++
, Ng
PR .
AMP32 + ATP 2 A.DPoLP32
Adenilato quinasa
x*
_ i
ADPoLP32 + PEP Piruvato + ATPdLP32

Piruvato quinasa
Se incuba el 5'AMP durante 1lh a 37° con los siguientes agregados:
ATP b.SmM; Mg012 7.5mM; KC1 100mM; PEP 15mil; buffer-Tris-HC1l 10GHM
pH 7.4; piruvato juinasa 20pg por ml y adenilato quinasa 200 ug
por ml. El volumen total es de 0.8 ml. Se para la reaccidén con
el agregado de 3ml de metanol y calentamiento de 3minutos a 100°,

Para separar el ATPJLP obtenido, se realiza una cromato -

gratia descendente utilizanii papel Whatman N° 3 MM y empleando
como solvente de corrida etanol-acetato de amonio, pH 7.3 (2:5:1)
(178). Luego de una corrida de 24 horas, se detecta la radioactl
vidad con un Scanner (modelo 385 Packard) y se eluye el ATPaLP32
con agua. El rendimiento de esta preparacidén es de un 50 %.
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III- Preparacién y Purificacién de las Membranas plasmdticas

1- Cultivo de célules

En todos los trabajos que realizamos utilizamos Ila mutante

"slime" de Neurospora crassa, ceépa Fz:0s-1:N1118-FGSC (159). E1

uso de esta mutante presenta dos importantes ventajas: a) crece
como "protoplastos" aislados rodeados por una membrana pl2Smati-
ca, con ausencia de pared celular, caracteristica de la cepa sal
vaje de Neurospora y b) es muy escasa la cantidad de membranas in
tracelulares.

Los cultivos, tanto en medio liquiao como en medio sdlido,se
realizan de acuerdo a Woodward y VWoodward (160). Los tubos de me-
dio sélido, para repicar la cepa, contienen 2% de sacarosa, 0.75%
de caldo de nutrientes, 0.75% de extracto de levadura y 2.5% de
agar disuelto en el medio minimo de Vogel (161), con sales y vita
minas. Los tubos que contienen el medio permanecen en estufa a
30° y se hacen repicues periddicos cada 5 o 6 dizs.

Para obtener el volumen suficiente de células necesario para
las preparaciones enzimdticas, se hacen cultivos en medio liguido.
Este medio estd compuesto por los mismos elementos usados para el

medio sélido pero omitiendo el agregado de agar. Se utilizan er
lenmeyers de 1000 ml, con 200 ml de medio lfquido. Utilizamos i-
néculos de medio sélido conteniendo 10/ células por ml. Se incu-
ban a 37° durante 24 horas en agitadores rotatorios(120 ciclos pa
minuto), cuando se colectan tenemos un cultivo de lO6células pa

mililitroe.



2- Preparacién de la enzima Adenilato ciclasa.

Las células obtenidas de los cultivos de 24 horas en medio
liquido se colectan por centrifugacién a 900 g durante 7 minutaos
Decantamos el sobrenadante y el precipitado celular se resuspen
de en una cantidad de NaHCO3 1 oM, igual a la décima parte del
volumen total del cultivo, se deja 30 minutos en frio. En este
nivel a la preparacién le llamamos lisado. La suspensién en
NaHCO3 se centrifuga durante 15 minutos a 15.000 x g y el sobre
nadante obtenido se centrifuga nuevamente a 105.000 x g durante
3 horas. El precipitado obtenido constituye la fraccién que de

nominamos membranas ¢rudas; a esta fraccidn la resuspendemos en

NaHCO3 1 mM hasta una concentracidén de proteinas de 5 mg por ml

¥y la usamos como fuente de enzima en la mayor parte de los expe

rimentos descriptos en este trabajo.

3- Purificacidén de las membranas

La puriticacidn posterior de la fraccidén de membranas cru-

das se lleva a cabo de la siguiente forma: se resuspende el

precipitado de 105,000 x g en NaHCO3 1 mM conteniendo sacarosa

0.25 M. El preparado se siembra en un gradiente discontinuo de
sacarosa entre 0.85 y 0.40 M, sobre un colchdén de sacarosa 1.3l.
Se centrifuga durante 3 horas a 105.000 x g (centrifuga prepara
tiva Spinco, modelo L, rotor SW 65). Luego de esta corrida se

observan 2 bandas turbias de material. Una de las bandas loca-
lizada en la mitad superior del gradiente, contiene una adenila
to ciclasa de gran actividad especifica. Despuéds de una dilu -
cién con NaHCO3 1l mM, la enzima contenida en esta banda, pued e

ser sedimentada por centrifugacidén a 105.000 xg durante 120 min.

A esta preparacidén la denominamos membranas purificadas.




4" Preparaciones celulares para ensayos de Glucdgeno sintetasa Yy

Fosforilasa.

Las preparaciones celulares para estas enzimas se realizan
de la siguiente manera: se toman alicuotas de 20 ml de medio de
cultivo y se las coloca inmediatamente en hielo. Las células se
colectan por centrifugacién 5 minutos a 10.000 g. El precipita-
do se resuspende en 1 ml de una solucién fria que contiene bu -
ffer Tris-HC1l 50 mM pH 7.4; mercaptoetanol 1OmM; N&F 50 mM y EDTA
20 mM., La suspensién se homogeheiza en un homogeneizador de vi-
drio-tefldén, hasta ruptura total de las células. Posteriormente
se filtra la preparacidn a través de una columna de Sephadex G
25 equilibrada con la misma solucidén buffer utilizada anterior -

mentee.

5- Sintesis y aislamiento del Glucégeno en la mutante "slime" de

Neurospora crassa.

Se cultivan les células en 200 ml de medio de cultivo. Se
colectan por centrifugacidn durante 7 minutos a 2000 r.p.m. y se
resuspenden nuevamente en 100 ml de medio mf{nimo (sin sacarosa )
con extracto de levadura (0.75%) y caldo de nutrientes ( 0.75% ).
Se incuban las células en este medio durante 2 horas. Al tiempo
"O" se toman alicuotas de 2 ml, se agrega glucosa C14 (1o0puC) y
se separa el cultivo en 2 fracciones de 4 ml cada una, con y sin
el agregado de insulina 0.1 unidad por ml. A los tiempos 15 y 30
minutos se toman alicuotas, se mide la radioactividad incorpora-
da al glucdgeno y se dosa este polisacarido de acuerdo al método

de Krisman (213).



Para determinaciones de glucdédgeno se extraen 2 ml de medio
de cultivo, se los centrifuga durante 15 minutos a 12.000 x g .
El precipitado obtenido se resuspende en KOH al 33 % y se calien
ta durante 15 minutos a 100°,

El glucbgeno se aisla de estas muestras tratadas con 4lcelis
por precipitacidén con etanol, de acuerdo el método de Piras (167).
Se determina la radioactividad usando como mezcla centelleante el

sistema naftaleno-dicxano (162).

6~ Transporte de glucosa

Tomamos células de 24 horas de cultivo en medio liquido, las
colectamos por centrifugacién durante 7 wminutos a 2000 r.p.m. ¥y
las resuspendemos en 10 ml de medio de cultivo minimo (solo sales

y vitaminas). Le agregamos glucosa C 0.5mM (10 uC) y se divide

14
al cultivo en 2 fracciones de 4 ml cada una. A una de las frac -
ciones le agregamos insulina 0.1 unidad por ml. A distintos tiem
pos de cultivo ( 0-10-20 y 30 minutos) extraemos alicuotas, las
filtramos por millipore y medimos su radicactividad en un contador
de centelleo.

Al millipore quedan retenidas las células enteras, permitiég

donos hacer una determinacién exacta de la radiocactividad incor -

porada.



IV- Ensayo de Adenilato ciclasa y otras enzimas

1- Ensayo de Adenilato ciclasa.

La mezcla de incubacién para adenilato ciclasa, salvo agre-
gados especificos estd compuesta de la siguiente forma: ATBuLPBz
2.5 wM con una actividad especifica entre 100 y 5000 c.p.m por

pmol; MnCl, 2.5 mbl; buffer piperazina-N-N'-bis etanosulfonato de

sodio, pH 2.35 100 mdi; Q0.2 mg de proteina enzimitica. Las mez -
clas se incuban a 37° entre 1.5 y 5 minutos. La reaccién se pa-
ra por el agregado de O.1l ml de una solucién cowmpuesta de: ATP
40 mM , AMP ciclico 12.5 mM y posterior calentamiento a 100° du
rante 3 minutos.

El AMP ciclico P32 obtenido se aisla de acuerdo al método
deKrishna (38) descripto por Rodbell (41). La base del método
consiste en separar el AMP ciclico radioactivo de los otros nu
clebtidos marcados (ATP,ADP y AMP) pasdndolo a través de una co
lumna de resina intercambiadora de cationes; 1los grupos ut de la
resina se intercambian con 1los NH; de los nucledétidos. E1 AMP
ciclico se pega a la resina mds fuertemente que el resto de nu-
cleétidos, por estar la carga positive de la adenosina menos ca
trarrestadas por las cargas negativas de los grupos fosfatos.Pa
ra todos nuestros ensayos usamos una adaptacién del método de
Rodbell, cuyos pasos se detallan a continuacidn..

Una vez parada la reaccidén y calentada 3 minutos a 100° a-
gregamos 0.4 ml de H20, para precipitar proteinas insolubles ,
centrifugamos 5 minutos a 2000 r.p.m. y utilizamos el sobrena-
dante. Pasamos esta preparacidn a travis de una columna (8 cm
de largo por 4 cm de didmetro interno) de resina Bio Rad AG 50

W-X8 ( 100 a 200 mesh)forma H+, previamente lavada con dcido
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clorhidrico 2N y luego con agua hasta neutralidad. Despdes del
pasaje de los 0.5 ml de la muestra, lavamos con 2.5 ml de agua,
percolado y liguido de lavado se descartan (ATP y ADP marcados).
Con el rasaje posterior de 4 ml de agua se eluyen el AMP y el
AMP ciclico. Esta fraccibén se recoje en tubos de 1.2 por 1Ocm.
Separamos el AMP ciclico del otro nucledtido por el agregado de
0.3 ml de Ba(OH)2 0.3 Ny 0.3 ml de ZnSO4 al 5%. Se agita la
preparacién en un vortex antes de cada agregado. El1 ANP forma
do precipita con el BaSO4formado, quedando el AMP ciclico en el
sobrenadante. Se centrifuga a 2000 p.p.m. durante 30 minutos .
Se descarta el precipitado y se pasa el sobrenadante a otro tu
bo donde se efectua una reprecipitacién en las mismas condicio
nes anteriores. Después de esta dltima centrifugacién, se pa-
sa el sobrenadante a otro tubo de ensayo y se mide radioacti-~-
vidad en alfcuotas de 3 ml de sobrenadante, usando el sistema
naftaleno dioxano (162).

Los blancos de la reaccidén, con o sin el agregado de enzi
ma, pero sin ser incubados, son del dérden de las 200-300 cpm.
Las diferencias entre tubos incubados y blancos varian con las
distintas condiciones en diferentes tipos de experimentos, pe
ro generalmente oscilan entre 1500 y 15.000 c.p.m. Las dife
rencias entre los duplicados son de un 5 a un 10%.

Salvo condiciones expresamente indicadas, los resultados
Se expresan como nano-moles de AMP ciclico formado por mg de
protefna y por minuto.

Se wide absorcidén a 260 mu _para calcular la recuperacidn
de las muestras pasadas por columnas, usualmente son de un 50%
a un 60%. La determinacién se realiza en alicuotas de 0.5 ml

de la wisma fraccidn que utilizamos para medir radiocactividad.



2- Glucédgeno sintetasa

Se midid la enzima de acuerdo a los trabajos de Tellez-Ifidn
y Torres (151) determinando actividad enzimdtica en presencia y
en ausencia de glucosa-6-fosfato, 2 mM. La relacién de indepen
dencia se determina midiendo la relacidén entre actividades en -

zimdticas medidas sin y con glucosa-6-fosfato.

3- Glucégeno fosforilasa

Se midié en ausencia de 5'AMP de acuerdo a Tellez-Ifién ¥y
Torres (152).

4- Succinato citocromo ¢ reductasa

Se determind de acuerdo al método de Fleischer y Fleischer
(163).

5= Piruvato quinasa

Segin el método de Carminatti y colaboradores (164).

V- Solubilizacién y Purificacién de la Adenilato ciclasa

1- Solubilizacién de la enzima

La enzima se prepara hasta la etapa de membranas crudas de

acuerdo a la técnica descripta anteriormente. En esta fraccién
se recupera mds de un 80% de la actividad enzimdtica. El pre-
cipitado de 105.000 x g, que contiene aproximadamente 50 mg de
proteina, se homogeneiza en 20 ml de una soluciébn de NaHCO3 1M
y 20 mi de detergente no ionico Lubrol-Px (polioxietilen-eter ).

Utilizamos para homogeneizar un FPotter-Elvehjem (vidrio-teflon).



El extracto se centrifuga a 165.000 x g durante 120 minutos. Des
pués de esta etapa un 80% de la actividad adenilato ciclasa se re
cupera en la fraccién soluble.

Una alfcuota del sobrenadante, conteniendo 10 mg de proteina
por mwl, se siembra en una columna de DEAE celulosa (l.3cm por 12
cm) equilibrada con buffer Tris-HCl pH 7.4,50mM. Se eluye la en
zima activa,libre de Lubrol, con un gradiente lineal de KC1l (de O
a 0.75 M) preparado con el mismo buffer. El volumen total del
sistema de elucién fue de 75 ml. Se colectan las fracciones de
2.5 ml, teniendo el gradiente una velocidad de flujo de 1 ml por
minuto. Bajo estas condiciones, el detergente queda excluido de
la columna y la fraccidén con actividad enzimdtica se eluye a una

concentracidn de KC1 de 0. 36M.

2- Purificacién de la adenilato ciclasa

Las fracciones obtenidas de la columna, con actividad adeni
lato ciclasa, se dializan contra buffer piperazine-N-N'-big-eta-
nosulfonato de sodio, pH 6.35, 25 mM, conteniendo EDTA 0.4 mil Yy
ditiotreitol 0.2 midl, durante 3 horas.

Luego de la didlisis se toman alicuotas de aproximadamente
0.3 ml, conteniendo 0.05 mg de proteina y se las somete a una cen
trifugacidn en un gradiente lineal de sacarosa (de 20 a 5 %)duran
te 13 horas a 120,000 x g (Ultracentrifuga preparativa Spinco,mo-
delo L, rotor SW 65). El gradiente se calibra de acuerdo al métg

do descripto en Brocedimientos analiticos

VI- Procedimientos analiticos

1- Proteinas. Se determiné de acuerdo a Lowry y colaboradores (16%)

2- DNA. Segin el método de Burton (166)



3- Glucégeno. Se determind por el método de Pirns (167) y por cl
método de Krisman (213).

4- Radioactividad. Se mide utilizando el método de Bray, mezcla

centelleadora compuesta por naftaleno-dioxano (162).

5- Cromatografia. Para separar cromatogrdficamente el AMP cicli-

co de los otros nucledtidos, se utiliza el papelWhatman N° 3 MM
y se realizan cromatografias descendentes, utilizando como solven

te la mezcla 2 propanol-amoniaco-agua (7:2:1) (168).

6- Gradientes de sacarosa. Son gradientes de centrifugacidén en

sacarosa que se procesa de acuerdo al método de Martin y Ames (169).

Son calibrados con RNA polimerasa de Escherichia coli, fosforila

sa b de misculo, catalasa hepdtica y fosfatasa alcalina de E.coli.

7- Electroforesis en gel. Son geles de poliacrilamida,para elec

troforesis, se preparan de acuerdo al método de Davis (170), em-
pleando un 5% de gel de acrilamida en 100 mM de buffer fosfato de
sodio pH 7.5. Para tefiir las proteinas se utiliza el colocrante

coomasie blue (171).

8- Cadenas A y B de insulina. La preparacién de las cadenas se-
paradas de insulina, A y B, se realizan de acuerdo al procedimien
to de Meek y Bolinger (172) a partir de insulina bovina sulfitoli

zada.
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I-Mutante "slime" de Neurospora crassae

1- Neurospora crassa

La Neurospora crassa (St L 74), en su forma salvaje crece

formando un micelio compacto con hifas de 5 a de didmetro, sub=-
divididas por septas o '"crosswalls" y recubiertas por una pared
celular compleja. Cada compartimiento contiene varios nucleos,
pudiendo existir intercambio nuclear o citoplasmdtico a través
de un poro ubicado en la parte central de cada septa.

En la figura 6, presentamos una fotografia al microscopio
Sptico de este micelio ( 600 x)« Una descripcién mds detallada

del mismo se hizo en la seccidn correspondiente a Introduccidn.

Figura 6




Es muy difici] obtener buenos homogenatos a partir de este
micelio. La presencia de una compacta pared celular, dificulta
notablemente la obtencién de membranas plasmdticas. Por otra par
te, existen abundantes ATPasas que destruyen el ATB$4P32 durante

el ensayo enzimdtico. De esto se deduce que los resultados obte

nidos con la adenilato ciclasa de micelio no fueron {éptimos.

2= Estructura de la célula "slime"

La mutante "slime" de Neurospora crassa cepa Fz:0s-1-N1118-

FGSC (fenotipo muy complejo donde interactdan varios genes ) se
caracteriza porque carece de aminoazicares y polimeros de galac-
tosa. No posee las enzimas encargadas de si tetizar la pared ce-
lular (159).

En medio sélido crece como "colonia bacteriana", con escasa
0 nula compartamentalizacién interna. La colonia estd rodeada por
una membrana. Al romperse ésta, se originan particulas esféricas

de 10 a 70 u de didmetro que carecen de pared celular.

Tanto al microscopio éptico (Figura 7), como al electrdnico
(Figura 8) la mutante "slime" se presenta como células aisladas.

Cada célula estd rodeada por una membrana plasmdtica, es su inte

rior contiene varios nidcleos y una vacuola. El tamafio de la cé-
lula "slime" y el de la vacuola, varian con el tiempo de cultivo
en medio 1lfquido. En cultivos jévenes de 18 horas, el didmetro
de las células es de 15 p y la vacuola es pequefia. A las 40 ho-
ras de cultivo, las células crecen hasta cerca de 50 pu de didmetro
y la +vacuola ocupa un gran volumen celular.

En la fotografia de la figura 8 podemos observar que el cito
plasma celular contiene muy poco reticulo endoplasmdtico y es-

casas estructuras mitocondriales.
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Figura 7- Microfotografia, al microscopio éptico, de
tante "slime" de Neurospora crassa.
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Figura 8 - Microfotografia de la mutante "slime" (10.000 x);
N, ndcleo; M, mitocondria; EM, membranas del reticulo endoplaszd-

tico.
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La ausencia de la pared celular, la presencia de una membra-
na plasmdtica de facil separacibén y la escasa cantidad de membra-
nas correspondiente al reticulo endoplasmdtico, nos permiten de-
cir, que la mutante "slime" representa un material Sptimamente

apropiado para el estudio de la adenilato ciclasa en Neurospora

crasgssae.

3~ Morfologfa del "slime" antes y después de la ligis.

La resuspen ién del "slime" en el medio hipoténico, produce
drdsticos cambios en la morfologfa celular.

Primeramente, comienza la célula a hincharse, aumenta de ta
mafio juntamente con la vacuola, el material celular se comprime
entre la vacuola y la superficie celular (Figura 9). Esta imagen
es muy similar a la obtenida de células grasas "ghosts" en las

mismas condiciones. Posteriormente, la membrana celular se rom-
pe, formdndose dos tipos de estructuras: a) particulas de materi
al amorfo, compuestas por agregados de membrana; y b) sacos de
tamafios variables. Algunos de estos sacos son pequefios (entre 5
y 10 pm de didmetro) y encierran material celular de intenso movi
miento browniano. Los otros son sacos de mayor tamafio ( entre 15
y 30 p de didmetro) que aparecen Spticamente vacfios. Estos sa -
cos vacios provienen de la vacuola central.
En las figuras 10 y 11 tenemos fotografias representativas

de este tipo de estructuras. Como vemos, algunas de estas imd -
genes son muy similares a las descriptas para "ghats" de células

gresas (41).
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Figura 9- Microfotografia, en contraste de fase, de la célu-

la "slime" hinchada, después de la resuspensidén del material en

medio hipotdnico.
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Figura 10- Microfotografia, en contraste de fase, de los

sacos con contenido celular inespecifico. M.A., agregados de

membranas.




Figura 11- Microfotografia, en contraste de fase, de sacos

Spticamente vacios. M.A., agregados de membranas.

-66=



4- Estructura de la membrana.

La morfologia de la membrana se obtuvo de microfotografias
electrénicas. Estas se efectuaron con preparaciones de membra-

nas purificadas. La figura 12, corresponde a la fraccién de

mayor actividad especifica de adenilato ciclasa. Como podemos
observar en la microfotografia, la fraccién estéd altamente enri-
quecida por componentes que tienen la estructura correspondiente
a membranas plasméticas, esto es, estructuras vesiculizadas ro-
deadas por una gruesa membrana. En algunas zonas, la membrana
aparece difusa, debido a cortes tangenciales de los bordes (Figg
ra 12 A).

En otras (Figura 12 B), el espesor de la imagen, 100 A°, co
rresponde a membranas plasmiticas, iguales a las descriptas en
células animales (176). Podemos observar, con un aumento de

80.000 x, la imagen de la unidad de membranae.
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Figura 12 A- Microfotografia electrénica de una preparacién
de membranas purificadas. V, vesiculas; M.U., unidad de membrana
(40.000 x).

Figura 12 B- Imagen de la "unidad de membrana" en mayor au-
mento (80.000 x). La preparacién de wmembranas purificadas se des
cribié en Materislesy Métodos.

68~




II- Adenilato ciclasa.

1- Localizacién

Con el objeto de identificar correctamente la fraccién celu
las responsable de la actividad adenilato ciclasa, se realizé u
na centrifugacién diferencial de un homogenato celular en sacaro
sa 0.25M.

Los resultados obtenidos se indican en la tabla II. Un 50%
de la actividad enzimdtica sedimenta en la fraccidén V, correspon
diente a una velocidad de centrifugacidén de 105.000 x ge.

DNA y actividad de succinato citocromo ¢ reductasa, sedimen
tan a una velocidad mds baja (Fracciones I,II y IV, respectiva -
mente).

La actividad de adenilato ciclasa remanente, junto a 1la de
piruvato quinasa,se encuentran en el sobrenadante de la fraccidén V.

Si sometemos este sobrenadante a una segunda centrifugacién
de 2 horas a 165.000 x g precipita toda la actividad de adenila-
to ciclasa. A esta fraccidén con actividad de adenilato ciclasa
obtenida en el precipitado de 105.000 x g (Fraccidén V) la denomi

namos membranas crudas. Estas membranas pueden ser purificadas

en un gradiente discontinuo de sacarosa (La técnica se describié

en la parte correspondiente a Materiales y Métodos).

Después de la centrifugacién de 3 horas a 105,000 x g, la ma
yor actividad especifica de adenilato ciclasa se obtuvo en una ban
da localizada en la mitad superior del gradiente (en 0.55 M de sa
carosa, aproximadamente), correspondiente a membranas purificadas

(Figura 13).




TABLA II. Distribucidn de las actividades enzimdticas, DNA y

proteinas en las diferentes fracciones subcelulares

de la mutante "slime" de Neurospora crassae.

Centrifugacién Volumen Proteinas
FRACCIONES ml totales-mg
X g min.
I-precipitado 600 5 1 4.4
II-precipitado 600 15 1 5.0
III-precipitado 1.500 20 1 5¢5
IV-precipitado 115.000 20 1l 3.2
V-precipitado 105.000 60 2 12.0
V-sobrenadante 105,000 60 17 22.0
ONA Total| Succinato Piruvato Adenilato

FRACCIONES mg cizgﬁiz::ag quinasa ciclasa

n moles/minuto/mg de proteina

I-precipitado 0.2 34 170 0.047

II-precipitado 0.1 39 130 0.037

III-precipitado 7 100 0.030

IV-precipitado 47 190 0.102

V-precipitado 7 100 0.256

V-sobrenadante 1.800 0.134

Se colectan células de 200 ml de cultivo en medio liquido, se
resuspende el precipitado celular en 20 wl de sacarosa fria 0.25M.
Se homogeinizan las células en un homogeinizador Potter (vidrio -
teflon) y los extractos son sometidos a una centrifugacidén diferen-

cial. Las condiciones se indican en Materiales y Métodos.
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Estas membranas purificadas, pueden ser sometidas a una pos

terior repurificacién resuspendiéndolas en sacarosa 0.6 M y cen-
trifugdndolas a 165.000 x g durante 2 horas sobre un colchén de
sacarosa l.2 M. En estas condiciones, la actividad se recupera
en la fraccién situada sobre la interfase.

Morfoldgicamente, estas membranas presentan la estructura des
cripta en la figura 12, correspondiente a membranas plasmdticas.
En algunas condiciones se obtiene en esta fraccién una menor con-

taminacidn con vesiculas mitocondriales.

2- Solubilizacidn

Si solubilizamos la enzima de la membrana plasmdtica con el
detergente no idnico Lubrol-PX (polioxietileneter) en una concen
tracién del 1.3% y luego sometemos a la preparacién a las diferen
tes etapas de centrifugacidén: sobrenadante de 15.000 x g, membra-
nas crudas o purificadas, la mayor parte de la actividad enzimd -
tica se recupera en la fraccidén sobrenadante.

Los resultados obtenidos se detallan en la tabla III.

La preparacidn de las diferentes fracciones se describen en

Materiales y Métodos. La precipitacién de la enzima se realiza

centrifugando en presencia de sacarosa 0.25 M, 2 horas a 105.000g.
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Figura 13- Gradiente de centrifugacién en sacarosa de una
preparacibén de mewbranas crudas (5 mg de proteina por ml).
sicmbran 0.5 ml de esta preparacién en un gradiente discontinuo

de sacarosa.

Se

Después del tiempo indicado de centrifugacidn, se

aspiran las diferentes fracciones y se determina en cada una de

ellas actividad adenilato ciclasa y proteinas.



TABLA III. Efectos del Lubrol-PX en la sedimentacidén de la adeni-

lato ciclasa en las diferentes etapas de purificacidn.

centrifugacién a 105.000 xg

En presencia de Lubrol

En ausencia de Lubrol

FRACCIONES
— Sob. l Ppdo. | % de Nél. Sob. I Ppdo. |% de NS\
nmoles por minuto

Lisado

Sobrenadante de

Membranas crudas 25.0 1.9 93 4,1 | 18.2 18
Membranas purifi-

cadas 15.0 1.2 93 33 13.1 20

1vi i Actividad tot
FRACCIONES Actividad especifica ctivida otal
nmoles/min./mg de proteina nmoles/minuto

Lisado 0.041 30.3
Sobrenadante de
15.000 xg 0.148 34.4
Membranas crudas 0.340 272
Membranas purifi- 0.950 16.3

cadase.

Ensayada en ausencia de Lubrol, después de la centrifugacién

a 1050000 X&o

Se utilizé Lubrol-PX a una concentracidn de l.3 %.

Sob.~-Sobrenadante; Ppdo.~Precipitado; NS.- No-sedimentable



II- Propiedades de la enzima

1- Autenticidad del producto de reaccién

En las condiciones de ensayo standard ( Ver Materiales y

étodos) solamente se detecta AMP ciclico como udnico producto
de la reaccién.
Se usan dos criterios para testar el producto radioactivo

formado (Figuras 14 y 15):

a) E1 compuesto co-cromatograffa con el AMP ciclico empleyg
do como portador.

b) Si se eluye la mancha radioactiva y se trata el compues
to0 obtenido con fosfodiesterasa de corazdén bovino, se obtiene co

mo uUnico producto 5'AMP,

2- Requerimientos para la actividad enzimdtica

Si medimos adenilato ciclasa utilizando la mezcla de incu-

bacidn standard:

ATPcLP32 —————————— 2.5 mM (Actividad especifica
200-400 c.p.m /pmol)
MnCl, — ——-=mmm--- 2.5 mM

Buffer Pipes pH 6.35- 100 mM

Proteina enzimdtica - 0.2 mg

La cantidad de AMP ciclico producida es proporcional al tiem
po de incubacidn y a la concentracién de proteina enzimdtica (Fi-

guras 16 y 17).

74~



1 + T ' 1
10 -
P
s AZ -
N ATP 5AMP 3'54AMP
o - | L]
- 0O —
x
5 i
°~. 4 - -
QO
2 . ——
| L b1
0 0] 8 16 24

MIGRACION (cm)

Figura 14- Cromatograffa del producto de reaccidén obtenido
deggués de la incubacién de membranas de "slime" con ATPOLP3 Yy
Mn . Las membranas crudas se incuban 10 minutos a 37°, en Eas
condiciones de ensayo standard. El producto obtenido se purifi
ca por columnas de intercambio Dowex S50W-X8 (100 a 200 mesh) y
luego se precipita con Ba(OH)_. y ZnSO,, de acuerdo a Materiales
y Métodos. La solucidn obtenfda se e%apora a presibn reducida y
se cromatografia en papel Whatman N° 3 MM, usando como solvente
2-propanol-amoniaco-agua. Se aelecta la radiocactividad en un
radiocromatograma Scanner (Packard,modelo 7200). Esta figura re
presenta un “"scanning" del papel de cromatografia. B
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Figura 15- La wmancha raaioactiva con movilidad correspondien
te a AMP ciclico, se lava con alcohol absoluto y se eluye con a -
gua. Después de su evaporacidn a presién reducida, la muestra se
incuba durante 60 minutos a 37°, en presencia de Mg012 5 mMjbuffer
Tris-HC1 pH 7.4, 50 mM y fosfodiesterasa de corazdn bGvino (50ug)
El volumen total fue de 0.2 ml. ILa reaccién se para por el agre-
gado de 0.4 ml de metanol y calentamiento a 100° durante 3 minutos.
La mezcla se cromatografia y presentamos en esta figura un "scann-
ing" de la misma (El procedimiento seguido estd descripto en la
figura 14).
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Los picomoles de AMP ciclico producidos durante 2.5 winu-
tos de incubacidén se grafican en funcién de los mg de proteinz

en el ensayo. (Las conuiciones de ensayo se especifican en
Materiales y Métodos)
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La enzima requiere para su actividad el catién Mn++, espe-
cificamente. Si el Mn*és reemplazado por ca’t o Mg++ la acti-
vidad detectable es insignificante (Figura 18).

La teofilina, inhibidor de la mayor parte de las AMP cicli-
co fosfodiesterasas, no tiene ningun efecto. ELl mercaptoetanol
estabiliza la actividad enzimdtica.

En presencia de sistema regenerante de ATP (5 mM fosfo-enol
piruvato, KCl 50 mM y 10 ug de piruvato quinasa) la produccién de
AMP c{clico es lineal hasta los 15 minutos.

En la figura 19 graficamos actividad enzimdtica, en funcién
de distintos pH en la mezcla de ensayo. La actividad mdxima se
observa en un rango de pH entre 5.5y 6.3. El Mgts puede susti-
tuir al Mn++ en ninguno de los rangos de pH utilizados.

3= Modificadores enzimdticos

El F activador de la mayoria de las adenilato ciclasas co-

nocidas, no tiene ningin efecto en la enzima de Neurospora crassa.

El anién F fue ensayado en distintas condiciones, durante las su
cesivas etapas de purificacién enzimdtica. Siempre los resultados
fueron negativos, no activa a la enzima,

Con el objeto de encontrar algin compuesto activador de la a
denilato ciclasa, se ensayaron numerosas sustancias, tanto a alta
como a baja concentracidn de ATP-Mg++ o] ATP-Mn++. Se midid acti-
vidad enzimdtica en presencia de: adrenalina, nor-adrenalina,5-hi
droxitriptamina, 3-hidroxitiramina, dihidroxifenilalanina, ACTH.
Alguna de estas sustancia representan buenos activadores para las
ciclasa animales, sin embargo, no obtuvimos ningin efecto en 1la

ciclasa de Neurospora.
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Figura 18- Actividad adenilato ciclasa (preparacidén en la
etapa de lisauo, cn funcidn del tiempo de incubacién. A la mez-
cla standard de reaccidn se le agregan los siguientes compuestos:

® nada; O meroaptoetanol 0.5 mi; .;teofilina 10 mM; A PEP 5 mM ,
KCL 50 mM y 10 ug de piruvato quinasa. En otras condiciones el

MnCl, se reemplazd por MgClz( N) o CaCl, (m).
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Figura 19- Actividad de adenilato ciclasa en funcidn del pH.
La enzima corresponue a una preparaciédn de membranas crudas. Se
ensaya en presencia de buffer Tris-maleato, 100 mM ( © ) o Tris-
HC1l, 100 mlMi ( @ ) a los pH indicados en el gréfico. La concen-
tracién de ATP y lin"" fue de 2.5 mM. Los tiempos de incubacién
de 2.5 minutos. Las demds condiciones se dcscriben en .Materia-
les y Métodaos.
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IV- Cinética

Resultados y discusién

Todos los experimentos de cinética se realizaron durante tiem
pos muy cortos de incubacién, 1,5 minutos, en ausencia de teofili-
na, mercaptoetanol o sistema regenerante de ATP.

Utilizamos como buffer el pipes (Piperazina-N-N'-bis-etanosul
fonato de sodio) a pH 6.35. Este buffer no forma complejos esta-
bles con los cationes divalentes (177).

La actividad especifica del ATPA P.,. oscild entre 200 y 5000

32
CepPe.l+s pOr pmol,

Bajo estas condiciones, la actividad enzimdtica es proporcio
nal al tiempo de incubacidn, tanto a altas (2.5 mM) como a bajas
(0.25 mM) concentraciones de ATP-Mn++(Figura 20).

En la reaccibn catalizada por la adenilato ciclasa:
ATP ———— == ANP c{clico + PPi
Mn
El sustrato auténtico es el complejo ATP-Mn** , Estos datos son
confirmados, por los valores de las constantes de estabilidad de

los complejos entre nucledtidos y cationes divalentes. Para 1los

comple jos Mgz--ATP y HMg--ATP, las constantes tienen un orden de
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Figura 20- Actividad de adenilato ciclasa en funcidn del
tiempo de incuvacidn. La mezcla de reacciédn contiene: buffer
pipes, 100 mM pH 6.35; enzima (preparacién de membranas crudas)
C.2 mg de proteina; ATPALP,. y MnClz, 2.5mM ( 0 ); o ATPd_P32q
0.5 wi wds UnCl, 1 mi ( O $% o ATP(?P.. 0.25 mil y MnCl. O.25-%:
(m ); o ATPeLP?_ 0.5 mM y MnCl, 0.5 éﬁ ( ). El volimen to-
tal fue de 0.1 éf. Lag inoubac%ones se realizaron a 37° duran-
te los tiewmpos indicados.
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M respectivamente (178-180).

En la literatura se encuentran pocos datos para los comple-
jos del Mn** sin embargo, segin Walaas (181), las constantes de
estabilidad tienen unos valores ligeramente superiores a los del
Mg*t-aTP,

El valor del pH determinado para la reaccidn:

Hilg — ATP o™ Mg"—=ATP + H'

es de 5.25 (177). Por lo tanto, para valores de pH de 5.26 o
superiores, predominan las especies con elevadas constantes de
estabilidad, pero a pH 5.1, los principales componentes son los
comple jos con baja constante de estabilidad.

En las figuras 21 y 22, representamos actividad enzimdtica
en funcidn de distintas concentraciones del complejo ATP-iln*7* .

La curva es sigmoidea, cldsica en los sistemas alostéricos. El

grédfico de Hill nos da para n un valor de 2 .

Cantidades crecientes de Mn**en exceso (por encima de la
concentracidén necesaria para complejar el ATP), produce una mo-
dificacién en la cinética de la enzima. La velocidad de reaccidn
aumenta a bajas pero no a altas concentraciones de ATP-n**, El1

comportamiento de la enzima tiende a ser michaeliano, a una con

centracidén de Mn++ en exceso de 0.5 mM. En estas condiciones el
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Figura 21- Actividad de adenilato ciclasa en funcidén de dis-
tintas concentiraciones de ATP-Mn . La mezcla de incubacién con-
tiene las concentraciones de ATP y MnCl, indicadas en abscisa. Al
gunas mezclas recibieron una cantidad én exceso de MnCl,_. Los
tiempos de incubacién fueron de 1.5 minutos. Las otras Condicio-
nes se describen en la figura 20 y en Materiales y Métodos.
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Figura 22- Gréafico de Hill correspondiente a la figura 21.
Las condiciones de ensayo se especifican en esa figura.
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gréfico de Hill nos da para n un valor cercano a l.

Cuando la concentracidn de Mn'*' en exceso se incrementa de
O a 0.5 mM, la concentracién del sustrato en la cual la enzima
alcanza la velocidad mdxima (L 0.5), disminuye de l.5 a 1 mM,

Los resultados presentados en las figuras 21 y 22 pueden
ser interpretados de dos formas diferentes:

a) La enzima presenta interacciones cooperativas con su
sustrato.

b) La enzima requiere Mn'' libre para su maxima actividad

c) Ambas posibilidades

Estd claramente establecido que, cuando aumenta la concen-
tracién equimolecular de ATP-Mn++, también se incrementa la con-
centracién de Mn*t o ATP libres existentes en la mezcla. En el
rango de concentraciones de ATP-Mn++, en el cual se estudid la
cinética (0.1 a 10 mM), el incremento en la concentracién de
especies libres es de O.1l a 10 umolar, si el complejo débil
HMn -ATP es el dnico componente, pero si predomina el complejo
fuerte Mn2-—ATP, la concentracidén de especies libres es de dos
8rdenes menores de magnitud. Por lo tanto los requerimientos de
Mn++ libre fueron posteriormente estudiados.

En las figuras 23 y 24 presentamos los resultados obtenidos



cuando se estudid la cinética, manteniendo constante la concen-
tracién de ATP-Mn‘** y variando el Mn*t en exceso agregado. Se
obtuvieron los siguientes resultados:

a) A bajas concentraciones de ATP-Mn''(0.25 a 0.50 mM ), el
gréfico de actividad enzimdtica en funcién de la concentracidn de
Mn*" en exceso es de tipo sigmoideo. E1 grdfico de Hill nos da
para n un valor,aproximadamente,de 2

b) La concentracién de Mn** necesaria para llegar a la wmitad
de la mdxima estimulacién disminuye de 0.50 a 0.25 mi cuando aumen
ta la concentracidén del sustrato ATP-Mn** de 0.25 a 0.50 md (Tabla
IV). Por consiguiente, el requerimiento por el Mn*?t livbre s 25
veces mayor que la concentracién del catidén libre existente en
las condiciones mds extremas del experimento presentado en la fi-
gura 21: a una concentracién de ATP-Mntt de 10 mwM, sin el agrega-
do de Mn++ en exceso y suponiendo que existiese como dnica especie
presente el complejo débil HMn -ATP.

c¢) La activacién es parcialmente reversible, cuando la con-
centracién del catidn es muy alta. Este inesperado resultado, po
dr{a explicarse, suponiendo que la eficiencia del sistema adenila=-
to ciclasa disminuye cuando se favorece la formacidén del hipotét}

co complejo ATP- (Mn++)2.
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Figura 23- Actividad de adenilato ciclasa en funcidn de la
v TG 2 . ++

concentracién de iin'  en exceso a la ael complejo ATP-Mn" . Las
mezclas de ensayo contienen la concentracidén de lin en exceso
indicadas en la absciEQ, adewds de la concentracién correspondicn
te al complejo ATP-Mn 0.25 mM o 0.5 mM. EL1 tiempo de incubacidn
fue de 1.5 minutos. Otras condiciones se irdicin en Materiales y
MétOdOSo
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TABLA 1V, Pardmetros cinéticos de la reaccidn catalizada por la

adenilato ciclasa de Neurospora crassa.

Enzima Expe. Ligando pH Efector _ LO.S n
MA'  ATP-MZ' AMP
mM
Membranas
crudas 1 ATP-MA' 6.35 1.5 1.9
6.35 0.10 1.4 1.8
6.35 0.25 1.0 1.0
6.35 0.50 1.1 1.0
2 ATP-MRA'  5.10 4.0 1.5
6.35 1.5 1.9
7.90 5.0 1.8
3 ATP-MA' 6.35 1.5 1.8
6.35 1.0 2.0 1.8
4 Mn** 6.35 0.25 0.5 2.3
6.35 0.50 0.25 2.0
No-sedi-
mentable ATP-MA' 6.35 0.76 2.0
6.35 0.50 0.60 1.3

Exp- Experiwmento




También se estudié la cinética de la adenilato ciclasa, fi-
jando la concentracidn de uno de los componentes del complejo
utilizado como sustrato, Mn** y variando la del otro, ATP. Los
resultado obtenidos son presentados en la figura 25. Se observa
que utilizando concentraciones de ATP superiores a las del Mn++,
se inhibe la reaccidn. Este efecto podr{a explicarse de acuerdo
a las siguientes posibilidades:

a) El ATP y el Mn** compiten por el sitio (s) catalftico.
Esta posibilidad se estudid usando el 5'AMP como andlogo del ATP,
De acuerdo a las figuras 26 y 27, cuando se estudidé la cinética
de la enzima a concentraciones variables del sustrato ATP-un*" ’
el 5'AMP no modificé el n de Hill. Sin embargo, aument$ el pun-
to correspondiente a la mitad de la wdxima saturacidén (Inhibidor
competitivo).

b) La reaccién requiere un catién divalente libre. A altas
concentraciones el ATP tiene un efecto quelante sobre el Mn*t 1i-
bre. Sin embargo, en una de las condiciones mds extremas (Figu-

ra 25) a 10 mi de ATP y 0.50 mM de MnCl,, la adenilato ciclasa es

2

adn activa. En estas condiciones, la concentracién esperada de
Mn*t 1ivre para el complejo débil (HMn -ATP) es de 0.5 uM y de
0.005 uM para el complejo fuerte (an--ATP); esta ultima es la

concentracién mds probable.
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Figura 26- Actividad de adenilato ciclesa en funcién de la
concentrzcién de ATP-lin ', en presencia ( ® ) o ausencia ( A ) de
SVALP, 1 mMe.

Las mezclas ue incubacién contienen las concentraciones de
ATP y MnCl indicadas en la abscisa. En la figura 21 se espe-
ciiican 1a8 demds condiciones de ensayo.
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Estos bajos niveles solo alcanzar{an a formar complejos del tipo
metaloproteinas, pero no los esperados en los experimentos presen
tados en las figuras 21 y 23. Tampoco se pudo aislar de este sis
tema el tipo de complejo metaloenzima

c) La enzima tiene un sitio adicional para el ATP como meta
bolito regulador. No existe ninguna evidencia experimental que
favorezca esta posibilidad.

Por lo tanto, podemos establecer, que el ATP libre compite
con el sustrato ATP-Mn'* por el sitio (s) catalitico de la enziuwa.

En las figuras 28 y 29 presentamos resultados de actividad
enzimdtica en funcién de la concentracién de sustrato ATP-iin' ' a
diferentes valores de pH. La mdxima velocidad y afinidad se tie
nen a un pH éptimo de 6.35. Las velocidades mdximas son de 0.50,
0.80 y 0.67 nmoles por minuto por mg de proteina a pH de 5.10 ,
6.35 y 7.90, respectivamnente. Los valores de Km se presentan en
la tabla IV. En esta tabla también podemos observar jue la sig-
moicidad de las curvas, determinadas por el n de Hill, disminuye
a pH bajos. Esto podria explicarse por un aumento del Mn++1ibre,
debido a la disociacidén del coumplejo débil HMn -ATP, especie pre
dominante a ese pi.

Sin embargo, por las razones discutiuas anteriorzente, pode-

wos inferir que las interacciones entre los sitios cataliticos son
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mayores a bajos pH. En este sentido es bien conocido el efecto
del pH como modificador en las interacciones cooperativas de los

pustratos, en diferentes sistemas enzimdticos (182-185).

Dijimos anteriormente (Solubilizacién de la enzima) que el
detergente no-idnico Lubrol-PX nos permite obtener a la enzima en

forma no-sedimentable. Nos resultd interesante estudiar la ciné-

tica de la enzima solubilizada.

En las figuras 30 y 31 presentamos resultados acerca del com
portamiento cinético de la enzima tratada con Lubrol.

Alguna de las propiedades cinéticas de esta preparacidén en-
zimdtica son iguales a la obtenida para la adenilato ciclasa pe-
gada a membrana. Cuando determinamos actividad enzimdtica en fun

++
), la curva es de

cibén de la concentracién del sustrato (ATP-ln
tipo sigmoidal. Los valores de n segun el grdafico de Hill son i-
guales a 2.

La adi:idn de Mn++ en eXceso, respecto a la necesaria para
formar el complejo, modifica la cinética enzimdtica. E1 compor-
tamiento de la enzima tiende a ser michaeliano. En presencia de
Mn*" en exceso, 0.5 mM, el valor de n es de l.3.

La concentracidén de sustrato en la cual la enzima alcanza la
mitad de la velocidad mdxima (L 0.5) disminuye a medida que aumen
ta la concentracién de Mn''. En 1la tabla IV presentamos un resu-
men de estos resultados. Podemos observar que el Km para el ATP-
Mn++ obtenido con la enzima no-sedimentable es menor gue el obte-

nido con la particulada.
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Figura 3C- Actividad adenilato ciclasa en funcién de la
concentracidén de sustrato ATP-lin +, utilizanao cowo fuente de
enzima la preparacidén tratada con Lubrol.

Utilizamos como enzima el sobrenudante obtenido después
de la centrifusacidn de 120 minutos a 105.000 x g, de una
preparacién de membrznas crudus tratadas con Lubrol-Px 1. 3%.
La wmezcla de ensayo contiene las concentraciones de ATP y
MnCl,. indicadas en la abscisa ( ® ). Algunas muestras con-
tienén Mn'" en exceso 0.5 mfi ( O ). Las otras condiciones
se especifican en Materiales y Métodos.
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De los experimentos sumarizados en la tabla IV podemos ob-

tener las siguientes conclusiones:

a) La enzima tiene como sustrato al complejo ATP-Mn++.

b) El complejo ATP-Mn'' puede ser desplazado del sitio (s)
catalitico de la enzima por el ATP,

c) E1 Mn++activa la reaccidén catalizada por la adenilato

ciclasa a bajas pero no a altas concentraciocnes del sustrato.

V- Purificacién y Peso Holecular

Describimos en Materiales y Métodos la técnica de purifica-

cién de la adenilato ciclasa. Los datos obtenidos en lasdistin-
tas etapas se indican a continuacidn.

Si tratamos una preparacién de membranas crudas con el deter

gente Lubrol-PX (polioxietileneter) homogeneizamos en un potter-
Elvehjem (vidrio-tefldn) y luego centrifugamos durante 120 minu-
tos a 165.000 x g mds de un 80% de la actividad enzimdtica pasa

a la fraccién sobrenadante. Con alfcuotas de este sobrenadante

(aproximadamente 10 mg de proteina) se carga una columna de DEAE
celulosa (l.3cm x 1l2cm) equilibrada previamente con buffer Tris-
HC1 50 mM, pH 7.4. La enzima se eluye de la columna con un gra-—

diente lineal de XC1l (de O a 0.75M ) preparado con el mismo bu-

ffer. Se colectan fracciones de 2.5 ml; el volumen total de
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elucibén es de 75 ml. Bajo estas condiciones, el detergente se
excluye de la columna Yy la enzima se eluye a una concentra -
cién de KC1 de 0.36 M (Figura 32).

La actividad especifica y total de la adenilato ciclasa en
las diferentes fracciones, correspondientes a las distintas eta-
pas de purificacidén, se sumarizan en la tabla Y.

La enzima se eluye de la columna de DEAE celulosa con una mé
xima actividad especifica de 4 nmoles por minuto y por mg de pro-
teina. Este valor es 100 veces mayor al correspondiente para el
lisado. Después de esta etapa la enzima se vuelve muy inestable,
la mayor parte de la actividad adenilato ciclasa se pierde en dos
dias a 0°.

Las fracciones obtenidas de la columna de DEAE, con activi -
dad de adenilato ciclasa, se dializan durante 3 horas contra bu-
ffer pipes 25mM, pH 6.35. Luego de la didlisis se toman alicuotas
de la fraccidn y se las somete a una centrifugacidn diferencial
en un gradiente lineal de sacarosa ( de 20 a 5%) durante 13 horas
a 120.000 x g.

Después del gradiente de centrifugacidén, aparecen varios pi-
cos de actividad enzimdtica, con movilidad de 7.l; 14.5 y 17.5 S.
Una proporcidén variable de actividad también sedimenta en el fon-
do del gradiente.

Los resultados sugieren que después del tratamiento con Lubrol
PX, la enzima forma agregados moleculares de distintos tamafios.

En las figuras 33 y 34 presentamos los griaficos de distribu-
cién de la actividad adenilato ciclasa en dos gradientes distin -
tos de centrifugacidn.

El pico de menor movilidad en el gradiente de sacarosa tiene

una constante de sedimentacién de 7.1 S y corresponde a un P.M.
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Figura 32- cColumna de cromatografia en DEAE celulosa de la
forma solubilizava ae la enzima -e@-e—proteina,—o0-0— actividad en -
D ’
zizdtica. Las condiciones se especifican en Materiales y liétodos.
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TABLA V. DPurificacidn de la adenilato ciclasa de Neurospora crassa.

Fracciones Actividad especifica Actividad total

nmoles/min./mg de proteina  nmoles/min.

Lisado celular 0.03 30

Sobrenadante de

15.000 xg 0.13 35

lMembranas crudas 0.32 25

Sobrenadante-Lubrol

de 165,000 xg 0.60 15

Fraccién de DEAE 4.00 5

La preparacidén de las diferentes fracciones se describen en

Materiales y Métodos.
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Figura 33- Graaiente de centrifugacidn en sacarosa de la
forma solubilizada de la adenilato ciclasa en Neurospora crassa.
El procedimiento seguico se describe en el texto.

-106~-



12 l ' IS ' |
3 [
o 0
E -y
é& -
o
(%)
I
S 6 —
S o
N o
3 F o -
Z 0
] } e \ /\
S O
< o.0—°, | \IO/ O ld
0
0 6 12 18 S
| | 1 1 |
0 f 2 3 4

DISTANCIA desde e/ MENISCO (cm)

Figura 34- Gruodiente de centrifugacién en sacarosa de la
forma solubilizada de la enzima. E1 procedimiento se describe
en el texto.



entre 120.000 y 150.000 para una proteina de forma globular.
Este valor estd en el misumo orden de magnitud que el encontrado
por Levey (100) para la forma solubilizada de la enzima de mio-
cardio.

La existencia de formas miltiples de tamafios variables no
representa una observacidn inusual ya que este mismo fenémeno fue
descripto para la ATPasa microsomal de cerebro, luego del trata -
miento con Lubrol (186,187).

Geles de poliacrilamide efectuados con la fraccibn corres -

pondiente al pico de 7.1 S (De acuerdo al procedimiento descrip-

to en Materiales y M&todos) nos da una sola banda (Figura 35) ,

correspondiente a un peso molecular aproximado de 110.000.

La obtencidn de una fraccién purificada de proteina con acti
vidad de adenilato ciclasa nos permite estudiar su capacidad de
unién ("binding") con el ATP.

Debido a la escasa cantidad de proteina Util para estos expe
rimentos la unidén se efectud directamente en el gradiente de saca-
rosa. Los resultados se presentan en la figura 36. Se obtienec un
pico de unién al ATP -H3 con una movilidad de 7.1 S. Estudiando
la capacidad de unién de este pico a diferentes concentraciones de
ATP, los grdficos de las figuras 37 y 38 nos permiten determinar
que 1.5 moles de ATP se unen a 100.000 mg de proteina enzimdtica

Este dato concuerda con el modelo propuesto para la enzima como

se verd en la seccidn eorrespondiente Discusidn.
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Figura 35- Electroforesis en gel de poliacrilamida de la

enzima adenilato ciclasa.

La fraccidn activa del gradiente de

sacarosa correspondiente al pico de 7.1 S se dializa durante

4 hores contra agua y se concentra con nitrdgeno liquido.

El

método de electroforesis en gel de poliacrilamida se describe

en Materiales y Métodos.
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Figura 36- Gradiente de centrifugacidn en sacarosa de la
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zimdtica. La preparacién del gradiente se describe en el texto.
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VI Regulacién hormonal

1- Activacién por glucagén

Hasta ahora presentamos evidencias acerca del comportamiento

de la adenilato ciclasa de la cepa "slime" de Neurospora crassa

referentes a su localizacién, propiedades, cinética, solubiliza-
cibén, purificacidn y peso molecular. Los distintos resultados

nos permiten observar que su funcionamiento es muy semejante al

de las adenilato ciclasas de mam{feros. Por lo' tanto, era de
esperar su activacién por algin polipétido u hormona, ya que,
todas las ciclasas pegadas a membranas plasmdticas en distintos

tejidos de organismos superiores se activan por hormonas especi

ficas.

Medimos actividad enzimdtica en presencia de varias aminas
y hormonas; todos los resultados fueron negativos. No ejercian
ningin efecto activador sobre la enzima. Probamos adrenalina ,
nor-adrenalina, ACTH, dihidroxifenilalanina, 5-=hidroxi-triptami-
na, 3-hidroxitiramina sin ningdn resultado.

De acuerdo a los trabajos de Rodbell, Birnbaumer y colabo-
radores (87-92), el glucagén actda como activador de la adenil-
to ciclasa en células grasas (ghosts) y en membranas purifica-
das de hepatocitose.

Probamos el efecto activador del glucagén en la enzima de
Neurospora con los siguientes resultados:

El glucagdédn aumenta la velocidad de la reaccidn catalizada
por la adenilato ciclasa. Incrementa entre 2 y 3 veces la canti
dad de pmoles producidos en funcién del tiempo. A baja concentra

cién de proteina, la reaccidén es lineal con el tiempo, tanto en
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presencia como en ausencia de glucagdén (Figura 39).

La activacidn no requiere una incubacidén previa de la enzi-
ma con la hormone por el contrario, la preincubaciédn disminuye
el efecto activador del glucagdn sobre la enzima.

La activacidn por el glucagén se observa a concentraciones
bajas de ATP-Mn** (0.25 mM)., Cuando se incrementa la concentra-
cién de ambos componentes del complejo (sustrato) de 0.25 a 2.5mM
0 cuando se incrementa la concentracidén de Mn'' hasta un exceso
de tres veces sobre la concentracién de ATP, el efecto del glu
cagén sobre la velocidad de reaccidédn es minimo.

Estos resultados se presentan en la tabla VI, Los experi -
mentos se realizaron con la enzima en la etapa de membranas cru-

das (Ver Materiales y Métodos)

La respuesta de la adenilato ciclasa al glucagén se_produce
a concentraciones fisioldgicas de la hormona. Estudiamos él\efeg
to activador del glucagén en funcidn de la concentracién de la
hormona (Figura 40).

El 50% de la mdxima estimulacién se produce a una concentra

cién de glucagén de 10 mM. Esta curva de respuesta en Neurospora

es bastante similar a la de adenilato ciclasa de membranas de hi-
gado (87), la cual presenta una sensibilidad al glucagdén 10 veces

mayor que la ciclasa de células grasas (84).

De acuerdo a lo que dijimos anteriormente, el detergente Lu-
brol-PX nos permite obtener la enzima en su forma no sedimentable.
Ensayando el efecto del glucagdn en la enzima solubilizada éste
tendria gque anularse debido a que los receptores hormonales se

encuentran en la membrana plasmitica (84,87,100).
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Figura 39- Actividad de adenilato ciclasa en funcidén del
tiempo en presencia y en ausencia de glucagén 0.1luM.

La mezcla de ensayo contiene 100 mM buffer pipes pH 6.35;
ATPoLP__(25 mC) 0.25 mM; MnCl, 0.25 mM y 0.05 mg de proteina
enzirdtlca (membranas crudasy“ El tiempo de incubacién se in-
dica en la abscisa. Las incubaciones se realizaron a 37°C.
—e-0-5in glucagdén; —o—o-glucagén 0.1 uM.
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TABLA VI. Efecto de las diferentes concentraciones de ATP y Mg++

sobre la activacidn de la adenilato ciclasa por el

glucagén.
ATP MnC.L2 _ Actividad enzimdtica
sin glucagén con glucagén
p moles por minuto por mg de proteina
0.25 0 0 0
0.25 0,25 5 15
2.50 2.50 108 115
0.25 0.75 38 40

El tiempo de incubacidén fue de 2,5 minutos. La concentracién
de glucagén agregada fue de 0.1 umol. Las otras condiciones se des

criben en la figura 39 y en Materiales y Métodos.
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Figura 40- Actividad de adenilato ciclasa en funcidén de
distintas concentraciones de glucagén. El tiempo de incubacién
fue de 2.5 minutos.
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S5i tratamos a la ciclasa de la cepa "slime" de Neurospora
con Lubrol-PX después de una centrifugacién de 120 minutos a

105.000 x g (Ver Materiales y M&todos), se obtiene el 80% de la

actividad enzimdtica en forma soluble. Esta enzima no sedimen-—
table presenta las mismas propiedades cinéticas que la enzima pe
gada a membranas. Sin embargo, de acuerdo a los experimentos pre
sentados en las figuras 41 y 42, no presenta activacién por el
glucagén; esto confirmaria los resultados presentados con ciclasa
de mam{feros acerca de la ubicacidén de los receptores hormonales
en la wembrana plasmdtica.

Por otra parte, evidencias recientes (89-92) indican que el
GTP incrementa el efecto estimulatorio sobre la adenilato ciclasa
de membranas de higado. (Este efecto fue discutido en la parte co

rrespondiente a Introduccién ).

Como vemos en la figuras 41 y 42, el efecto del GTP en la a-

denilato ciclasa de la cepa "slime" de Neurospora crassa, €s min}

mo.

Con el objeto de corroborar si efectivamente el efecto del
glucagdn en Neurospora podria se comparable al de células de
mam{feros, estudiamos la sintesis y la degradacién del glucégeno

en la mutante "slime".
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Figura 41- Efecto del glucagdn en las preparaciones de
-enzimas correspondientes a membranas crudas y a enzima no-
sedimentable . Se grafica actividad enzimdtica en funcién
del tiempo de incubacién.

Ensayo con enzima de membranas crudas:-e-e-sin adicio-
nes;-o-O-glucagdn;—// rglucagén wds GTP.

Ensayo con enzima no-sedimentable :—®-®B-sin adiciones;
—~&lucagbn. La concentracién de glucagdn en ambos casos
fue de 1 pmolar. La cantidad de proteina enzimdtica fue de
0.1y 0.5 mg para enzima no-sedimentable y pegada a membra-
nes, respectivamente.
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Figura 42- Efecto del glucagdn sobre preparaciones particu-
ladas y solubilizadas de adenilato ciclasa de la cepa "slime" de
Neurospora crassae.

Actividad enzimdtica total bajo diferentes condiciones: I-
sobrenadante de 15.000 x g (0.2 mg de proteina en el ensayo).
II- enzima pegada a membrana (0.5 mg de proteina en el ensuyo).
III- enzima solubilizada (0.1l mg de proteina en el ensayo).

Los tiempos de incubacidn fueron de 2.5 minutos. La con-
centracién de glucagén de 1 pM y 25 uM le del GTP. Otras con-
diciones de ensayo se describen en la figura 39.
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Las figuras 43 y 44 representan experimentos en los que me-
dimos el efecto del glucagdén sobre la fosforilasa y la glucége-
no sintetasa del "slime".

Como vemos, el glucagdn estimula la glucégeno fosforilasa
(Figura 43) y disminuye la actividad de la glucédgeno sintetasa
(Figura 44).

También probamos la accién del glucagén sobre la velocidad
de glucogenolisis. En la figura 45 presentamos estos datos. A
tiempos cortos incrementa alrededor de tres veces la velocidad
de degradacidn del glucbdgeno en células enteras, permitiéndonos
obtener una prueba definitiva de la similitud de mecanismos de

control entre la mutante "slime" de Neurospora crassa y la cé -

lula hepdtica en mamiferos.
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Figura 43~ Efecto del glucagén sobre la glucbdgeno fosfo-
rilasa de la mutante "slime" de Neurospora crassa.

Las células crecen en medio ligquido (200 wl) durante 18h.
Luego de este tiempo se toman alicuotas de 20 ml de medio de
cultivo y a tiempo "O" se agrega el glucagdn al medio de cul-
tivo hasta una concentracidén final de 2.5 mM. A los tiempos
indicados se ensaya glucbégeno fosforilasa de acuerdo a Tellez-
Ifidn y Torres (152). La preparacidn enzimdtica se describe
en Materiales y M&todos.
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Figura 44- Efecto del glucagdn sobre la glucédgeno sintetasa

de la mutante "slime" de Neurospora crassa.

La obtencidn de 1las

células se describe en la figura 43.

La actividad enzimdtica se

determina de acuerdo a Tellez-Iiién y Torres (151).

La relacién de independencia se calcula de acuerdo a la ac-
tividad medida en ausencia de glucosa-6-fosfato, comparada con la
obtenida en presencia de glucosa-6-fosfato.
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Figura 45- Efecto del glucagbn sobre la velocidad de gluco-
genolisis en la mutante "slime" de Neurospora crassa. Los culti-
vos celulares crecen durante 18 horas tal como se describe en 1la
figura 43, se centriiuga a 9.000 x g durante 5 minutos. El1 pre -
cipitado se resuspende en 200 ml de medio minimo de Vogel (161)
conteniendo 0.75 % de extracto de levadura,0.75% de caldo de nu -
trientes, y glucosa (10 mC; 261 Ci/mol). Los cultivos se incuban
60 min. y se centrifugan. Las células marcadas se r®&iSpenden en
20 ml de medio de Vogel conteniendo extracto de levadura (0.75%) y
caldo de nutrientes (0.75%), la suspensién se distribuye en 2 er-
lenmeyers de 125 ml.Se toman alicuotas de 2 ml de cada frasco y a
tiewmpo "O" se a,rega el glucagdn a una de las suspenSiches, hasta
una concentracidn final de 20 nmol. Los erlenmeyers fueron incu-
bados posteriormente y a los tiewpos indicados en la abscisa se to
man alicuotas de 2 ml. Se zisla glucbdgeno (Materiales y Nétocos)
y se mide radicactividad:—e-e—control;-o-o-glucagén
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2= Inhibicién por insulina

Quizds el efecto hormonal mds importante sobre la adenilato

ciclasa en la mutante "slime" de Neurospora crassa sea el de 1la

insulina como inhibidor.
Utilizando como fuente de adenilato ciclasa una preparacién

de membranas crudas, ensayando la enzima en las condiciones stan-

dard a 37° durante 2.5 minutos, en ausencia de teofilina, mercap
toetanol o sistema regenerante de ATP, la actividad enzimidtica es
lineal con el tiempo de incubacidn en presencia o en ausencia de
insulina (Figura 46).

El efecto inhibitorio no requiere incubacidén previa de la en
zima con la hormona por el contrario, la preincubacién minimiza el
efecto.

Las siguientes evidencias nos permiten asegurar que el efecto
inhibitorio de la insulina no es un artificio de escaso significa

do bioquimico.

a) El efecto inhibitorio no se debe a un aumento en la de-
gradacién del AMP cfclico formado, desde que no es modificado por
el agregado de AMP ciclico o teofilina en la mezcla de ensayo(Ta-

bla VII).

b) La inhibicién no puede ser debida al catidén Zn++, usual=-
mente presente en las preparaciones de insulina. En la figura 47
presentamos los datos de un experimento realizado con una prepa -
racién de insulin libre de zn**. Por otra parte ,concentraciones
del catidn de lO_4 M, no producen efecto sobre la adenilato cicla

sa de Neurospora crassa (Tabla VII).
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c) El efecto inhibitorio no se observé al ser reemplazada
la insulina por otras hormonas polipeptidicas que poseen puentes
disulfuros en su molécula, tales como vasopresina u hormona de

crecimiento. (Tabla VII),

d) Las cadenas A y B de insulina aisladas, no poseen nin-
gin efecto en la actividad de la adenilato ciclasa (Tabla VII).

e) La mitad de la mdxima inhibicidn se observd a una con-

-10
M),

centracién de insulina entre 30 y 60 punidades por ml(1-2.10
pero no se observa un efecto significativo en un rango entre
1y 10 u unidades por ml (7.107°% a 7.107

apreciar en la figura 47. Estas concentraciones de insulina son

M), segin podemos

consideradas como fisioldgicas; estdn en el mismo rango en el

cual la hormona tiene efecto sobre células animales (188,189).

f) Como veremos posteriormente, el efecto de la insulina es
parcialmente revertido por el glucagén, conocido antagonista de

los efectos metabdlicos de la insulina,.

Para corroborar los datos anteriores realizamos experimen -
tos con el objeto de determinar si la insulina tiene efecto so -
bre el transporte de la glucosa al interior de las células, rea
lizamos experimentos cuyos resultados se presentan en la figu -
ra 48. La técnica seguida se describe en la seccidén correspon-

diente a Materiales y Métodos .

Observamos en la figura 48 que la insulina aumenta la incor
poracibén de glucosa al interior de la célula y que este proceso

es lineal con el tiempoe.
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Figura 46- Actividad de adenilato ciclasa en funcidén del
tiempo de incubacién, en presencia ( ® ) o en ausencia ( O ) de
insulina (de porcino, amorfa 100 munidades/ml).

Las mezclas de incubacién contienen: buffer pipes,1CO uM,
pH 6.35; MnCl, 0.5 mM; ATPoLP., (500 c.p.m por pmol) 0.5 mM ;
enzima (membranas crudas) 0.13%3 de proteina. EL volumen total
de la mezcla fue de 0.1 ml. Las incubaciones se efectuaron a
37° durahte los tiempos indicados en la abscisa. Se para la

reaccidn y se aisla el AMP ciclico formado de acuerdo a Materia-
les y Métodos.
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Figura 47- Actividad de adenilato ciclasa en la mutente
"slime" de Neurospora crassa, en funcidén de la concentracidn
de insulina.

- B-8-Insulina de porcino,amorfa;-e-®-insulina recristalizada,
tratada con tnpsina, libre de Zn.

Los tiempos de incubacidén fueron de 2.5 minutos. Las o-
tras conaiciones se indican en la figura 46.
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TABLA VII. Efecto de diferentes sustancias sobre la actividad

adenilato ciclasa en Neurospora crassa.

Las condiciones se especifican en la figura 46 y en Materia-

les y Métodos. Los tiempos de incubacién fueron de 2.5 minutos.

Se utilizdé insulina bovina, cristalina.

Adiciones Actividad de
adenilato ciclasa

nmoles/min.por mg

de proteina

Sin agregados 0.076
Insulina, 100 uU/ml (4ng/ml) 0.033
AP c{iclico, 1 mM 0.072
AMP ciclico 1 mM mds insulina 100 muU/ml 0.030
Teofilina, 10 mM 0.069
Teofilina 10 mM mds insulina 100 aU/ml 0.034
AMP cfclico 1 mM mds teofilina 10 mM 0.069

AMP ciclico 1 mM, teofilina 10 mM mas

insulina 100 uU/ml 0.036
ZnCl,, 107 u 0.080
ZnCl. 10°° M 0.067

2



Tabla VII continuacidNees.

Cadena A ( 4 ng/ml )

Cadena A ( 40 ng/ml )

Cadena A ( 400 ng/ml )

Cadena B ( 4 ng/ml )

Cadena B ( 40 ng/ml )

Cadena B ( 400 ng/ml )

Cadena A mds cadena B ( 4 ng/ml )
Cadena A mds cadena B ( 40 ng/ml )
Cadena A mids cadena B ( 400 ng/ml )
Vasopresina 7.10—8 M

Vasopresina 7.10—8 M mds insulina 100 uU/ml

Hormona de crecimiento 2,5.10—lo M

Hormona de crecimiento 2,5.10—10 M més

insulina 100 uU/ml

0.090
0.078
0.078
0.067
0.072
0.072
0.067
0.071
0.071
0.080
0.030

0.085

0.032
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Figura 48- C.p.m. de glucosa C incorporadas en funcidn
del tiempo, en presencia y en ausencla de insulina.

Las células se cultivan en medio normal, se colectan por
centrifugacidn y se resuspenden nuevamente en un wedio minimo
(Ver Materiales y létodos)con el agregado de glucosa C,, O.5mM

(10 mC). Se separan en dos fracciones, con y sin el sgregado de
insulina (0.l Unidad/ml).
sa se toman alfcuotas, se las filtra por millipore y se deter-
mina le radiocactividad de las muestras:-@-@—s8in agregados;HO-O—

insulina 0.1 Unidad/ml.

A los tiempos indicados en la absci-
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La insulina incrementa la velocidad de sintesis del glucéne-—

no en Neurospora crassa. Este dato no es sorprendente , ya que,

segin lo que dijimos anteriormente el metabolismo del glucégeno
en la mutante "slime" se regula en forma idéntica a los sistemes
de mamiferos.

En la tabla VIII presentamos los resultados de sintesis del
glucdgeno en presencia y en ausencia de insulina. Como vemos ,
aumenta la incorporacidén de glucosa en el polisacdrido. A los
15 minutos la sintesis del glucdgeno llege a un estado estacio-
nario. El espectro de absorcidén nos da picos con méximos a 460
y 520 mu, lo que nos indicaria la sintesis de un polisacdrido de

de tipo amilopectinoso.

TABLA VIII. Sintesis de glucdgeno en presencia y en ausencia de
insulina (0.1U/ml).

Adiciones CePeW. ng
incorporadas de glucdgeno

15 minutos sin agregados 8.000 0.45

15 minutos con insulina 24.000 0.60

30 minutos sin agregados 5.600 0.40

30 minutos con insulina 12.000 0.55

Los datos experimentales se especifican en Materiales y Mé-

todos. La radioactividad se mide en alicuotas de 0.25 ml con res
pecto a un volumen total de 1 ml.
El glucégeno se determina sobre una alicuota de 1 ml de me-

dio de cultivo.
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3- Cinética de la accidn hormonal

Cinética del glucagén y de la insulina.

De acuerdo con los datos presentados anteriormente sobre las

propiedades cinéticas de la adenilato ciclasa de Neurospora crassea

sabemos, que el gréfico de actividad eszimdtica en funcién de 1la

concentracién de sustrato (ATP-Mn'') nos da una curva sigmoidea .

E1l Mn++ activa la enzima a baja pero no a altas concentraciones de
ATP-Mn++. En presencia de este catidn, la curva tiende a ser mi

chaeliana (Figuras 49,53 y tabla IX).

En consecuencia, en primer lugar estudiamos los efectos hor-
monales a distintas concentraciones de sustrato (Figuras 49,50,51
y 52). De estos experimentos son evidentes las siguientes conclu

giones:

a) El glucagén incrementa la actividad enzimdtica a bajas
pero no a altas concentraciones de ATP—Mn++. El valor para el
n de Hill diswinuye de 1.67, en ausencia de glucagén, a 1.2 en su
presencia. Bajo estas condiciones, la concentracién de sustrato
en el cual se obtiene la mitad de la velocidad méxima (LO.5) dis-
minuye débilmente (de 0.64 a 0.45). De esto se desprende que el

glucagbn ejerce sobre la enzima efectos similares a los del Mn++.

b) La insulina disminuye la actividad de adenilato ciclasa
a bajas pero no a altas concentraciones de ATP—Mn++. Cinética -
mente la insulina se comporta como un inhibidor "pseudo competi-
tivo", esto es, incrementa los valores del L0.5 (de 0.64 a 1.4mM)
pero no afecta los valores de la pendiente del gridfico de Hill
(Tabla IX).



TABLA IX. Pardmetros cinéticos de la reaccién catalizada por la
adenilato ciclasa de Neurospora crassa.
Ligando Efector L 0.5 n
yntt glucagén insulina
ATP-Mn*Y - - - 0.64 1.67
2 mM - - 0.48 1.25
- 10_6M - 0.47 1.2
- - 100uU/ml 1.40 1.67
- 10°  100u0/mL 1.25 1.40
2 oM 10™%x - C.27 1.0
2 mM - 100uU/ml 1.34 1.2
2mM  10°M  100uU/ml 1.0 1.1
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Figura 49- Actividad de aden}lato ciclasa en funcién de
distintas concentraciones de ATP-Mn . La mezcla de ensayo en-—
zimdtico contiene las concentraciones de ATP-Mn indicadas en la
abscisa con las siguientes adiciones:-®-@-nada;- _g-lOO,uU/ml de
insulina(porcina,recristalizadgg;_.-._glucagén 10 "M; <o-O-insu-
lina 100 uU/ml mds glucagén 10 M.

.135-



ATP-Mn (mM)

Of 02505 10 25 50 10
r Ll 1 J l 1 L j

10~ .
Vi/v 0/0/
18 0/0/

o1l / /
® s/n adiciones

O /nsulina 100)JU/m/

O

/
001

)

Figura 50- Grdfico de Hill correspondiente a la figura 49
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Figura 51- Grdtico de Hill correspondiente a la figura 49.
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Figura 52- Gréfico de Hill correspondiente a la figura 49
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¢) Cuando ambas hormonas actdan simulténeamente, el efecto

obtenido es intermedio entre los casos extremos de activ cidén por

glucagén e inhibicién por insulina, pero actuando cada hormona

individualmente,

También se estudidé la cinética de la reaccién variando las
concentraciones de ATP-Mn++ en presencia de una concentracién de
Mn** en exceso con respecto a la necesaria para complejar el ATP.
Los resultados se presentan en la figuras 53,54,55 y 56. En es-
te caso los efectos hormonales son idénticos a los obtenidos en
ausencia de Mn++, con excepcidén de los cambios en las pendientes
de los grdficos de Hill; estos son mucho menos evidentes.

En la figura 57 mostramos los resultados obtenidos cuando se
estudié la cinética a una concentracién constante de ATP-Mn'* va
riando la concentracidén de Mn'7' en exceso. Se observan efectos
hormonales a todas las concentraciones de Mn++ ensayadas, pero
la accidn hormonal se hace menos evidente cuando la cantidad de
Mn++ utilizadas nos produce actividades enzimdticas altas. Por
lo tanto, la accidn del glucagdn o de la insulina no se debe a
una disminucidén o aumento de la aparente afinidad del sistema a
denilato ciclasa por el Mn++. Con respecto a este punto debemos
decir que nuestros resultados no estén de acuerdo a los comunica
dos por Birnbaumer y colaboradores (40) referentes al efecto ac-
tivador del ACTH sobre la adenilato ciclasa de células grasas .
Estos autores postulan que la activacidén de la ciclasa por el
ACTH puede ser explicada por un incremento de la aparente afini

dad de la enzima por el Mg++.
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Figura 53- Actividad de adenilgio ciclasa en funcidn Qe
distintas concentraciones de ATP-Mn ', en presencia de Mn en
exceso. Las condiciones son semejantes a las descriptas en
la figura 46 y 49 excepto que la concent:acidn de MnCl2 es de
2 mM,.

-8 0-Sin adiciones;—c—o-insulina_éoo pU/ml( insulina porcina,
recristalizada)i—l—lglucagdn 10 "M;—{>~C<insulina 100 uU/ml
mds glucagén 10 M.
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Figura 54- Grdfico de Hill correspondiente a la figura 53.
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Figura 55- Grdfico de Hill correspondiente a la figura 53.
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4~ Cinética de los efectos combinados de insulina y glucagén

sobre la adenilato ciclasa de Neurospora crassa.

Los resultados presentados en las figuras 49 y 53 nos seiia~
lan que la insulina y el glucagdén revierten mutuamente sus efec-—
tos. Por lo tanto nos resultd interesante estudiar la accién so
bre la adenilato ciclasa de concentraciones crecientes de insuli
na para una concentracidn fija de glucagén y viceversa.

Las figuras 58 y 59 presentan estos resultados permitiéndo-

nos obtener las siguientes conclusiones:

a) En todos los rangos de concentraciones de glucagén
(Figura 58) o en su ausencia (Figuras 47 y 58), las curvas de res
puesta a la insulina se extienden cubriendo un rango winimo de
cuatro drdenes de magnitud. Esto nos podria sugerir que mds de un
componente cinético se forma como consecuencia de la interaccidn
entre las membranas de Neurospora y la insulina.

Las curvas de la figura 47 son sewmejantes a las obtenidas pa
ra el efecto inhibitorio sobre la produccidén de glicerol en el
tejido adiposo(190), o a la incorporacién d= aminodcidos a las pro
teinas en las céiulas grasas (191). E1l 50% de los efectos mdxi -
wos se observdé a concentraciones de insulina sewmejante a las emplea

das en la mutante "slime" de Neurospora crassa, para obtener efec-

t0s inhibitorios sobre la adenilato ciclasa.

b) La concentracién de insulina necesaria para obtener el
50% del efecto inhibitorio en la enzima, no experimenta un cambio
muy marcado cuando se incrementa la concentracién de glucagdn has
ta 10-6 M. Sin embargo, en la mdxima concentracién de glucagén

estudiada, 10-5M, el requerimiento de la insulina necesaria para
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obtener el 50% de inhibicidn aumenta mds de 10 veces.

c) En forma semejante a lo que ocurre con la insulina, las
curvas de respuesta al glucagén se extienden en un rango de con-
centraciones que abarca cuatro drdenes de magnitud (Figura 59) .
En ausencia de insulina, la mitad de la mdxima activacién se
observa a concentraciones de glucagén entre 10-9 Yy 10_8.M. Este
valor es similar al obtenido para la activacién por glucagén de
la adenilato ciclasa de membranas de hepatocitos (40).

A una concentracién de insulina de 100 p unidades por ml o
mayores, la concentracién de glucagén necesaria para obtener el
50% del efecto activador, aumenta mds de 10 veces. A concentra-
ciones altas de insulina, 104p unidades por ml, es evidente 1la

existencia de dos componentes cinéticos con diferentes afinidades

por el glucagén.

d) El glucagdn revierte el efecto inhibitorio de la insuli-
na sobre la adenilato ciclasa, pero los valores de la reversién
disminuyen con el aumento de la concentracidén de insulina. Sin
embargo , la activacidén de la ciclasa por el glucagdén que es de..
dos veces en ausencia de insulina, aumenta hasta cerca de 10 ve-

ces cuando utilizamos lO4 jpunidaedes por ml de esta hormona.
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Figura 58- Actividad de adenilato ciclasa en funcién de
concentraciones de insulina (porcina recristalizada) en pre-
sencia de las concentraciones indicadas de glucagén.

Los tiempos de incubacién fueron de 2.5 minutos. Otras
condiciones se especifican en’'la figura 46.
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Figura 59- Actividad de adenilato ciclasa en funcidén de dis-
tintas concentraciones de glucagdn en presencia de las concent-a-
ciones indicadas de insulina. Las condiciones de incubacidn se
detallan en la figura 46.
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DISCUSION

I- Localizacidén y propiedades generales.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los estudios so-
bre los mecanismos de regulacidén del metabolismo del glucdégeno en

Neurospora crassa, Su semejanza con 1l0s organismos superiores se

hizo evidente,
Los trabajos de Tellez-Ifibn y Torres (151,152) confirman 1la
existencia de formas interconvertibles de gluclgeno sintetasa y

fosforilasa en extractos miceliares de Neurospora crassa. JLas con

diciones de activacidén de una de ellas son similares a las necesa-
rias para la inactivacién de la otra, en forma semejante a lo que
ocurre en mamiferos. La conversidén de la forma inactiva a la acti
va de fosforilasa reguiere ATP—Mg++ Yy es incrementada notablemen -
te por la presencia de 3',5' adenosina monofosfato ciclico.

Trabajos recientes de Tellez-Ifidn y Torres (153) describen la
presencia de interconversiones también a nivel de la tosforilasa a
fosfatasa.

Las evidencias obtenidas hasta el presente nos indican que es
tas enzimas cumplen un rol muy importante en la sintesis y degra -
dacidén del glucbégeno. No obstante,. las condiciones de regulacidn
implican la existencia de metabolitos capaces de acelerar o retar-
dar las distintas reacciones, tal es el caso del AMP ciclico.

Los datos experimentales y resultados presentados em esta te-
sis nos permiten asegurar la existencia de una enzima, adenilato
ciclasa, responsable de la sintesis de AMP ciclico en membranas

plasmdticas de Neurospora crassa (192).

=149~



La presencia de esta enzima se demostré en diferentes célu-
las de numerosos tejidos de mamiferos (19,20), con distintas lo~-
calizaciones intracelulares (22,28,33). En microorganismos se en

contré una actividad enzimdtica similar descripta en Escherichia

coli (17) y en Brevibacterium liguefaciens (34).
Se presentaron dificultades al estudiar la adenilato ciclasa

en extractos miceliares de Neurospora crassa (cepa St L74), debi-

do a la existencia de numerosas ATPasa que destruian el ATPLP 32
utilizado como sustrato y a la imposibilidad de obtener buenas pre
paraciones de membranas plasmdticas. Estos problemas se resolvie-
ron al emplear como fuente de obtencién de enzima las membranas

plasmdticas de la mutante "slime" de Neurospora crassa (159).

Como ya dijimos anteriormente, esta cepa (Fz:08-1-N1118-FGSC)
crece en forma de protoplastos aislados rodeados de una membrana
plasmdtica f4cil de separar (Figura 12 A y B). Cultivos de la mu
tante "slime" de N crassa en medio liguido, nos permiten disponer
de un adecuado volumen celular para los distintos ensayos enzimd-
ticos y abre nuevas posibilidades al estudio de otras enzimas uni
das a membranas de N.crassa.

La enzima adenilato ciclasa en la mutante "slime" se encuen -
tra asociada a la fraccidn subcelular correspondiente a membranas

plasmdticas (Tabla II), las cuales pueden obtenerse en forma més

purificada por gradientes de centrifugacidén en sacarosa (Figura 13).
La enzima es capaz de ser"solubilizada" de la membrana y obtenida
en forma "no-sedimentable" por tratamiento con el detergente Lubrol

PX (Tabla III).
Tiene como sustrato al ATP y requiere Mn** para su actividad
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En las condiciones de ensayo standard (Ver Materiales y Métodos),

el dYnico producto que se detecta es el AMP cf{clico (Figuras 14 y
15) y se obtienen actividades espec{ficas en un rango entre 0.15
Y 0.45 nmoles por minuto por mg de protefna. Estas actividades
son del miswmo érden que las obtenidas para las ciclasa animales,
en su mdximo estado de estimulacién (13,40,45).

La ciclasa de Neurospora crassa presenta algunas diferencias

con respecto a las de mamiferos:

a) Requiere especificamente como catién divalente al Mn++
(Figura 18), en lugar del Mg++(40).

b) No es estimulada por el F  conocido activador de la may o
ria de las ciclasa (40,39,44,45).

c) En la mezcla de incubacidédn no es necesaria la presencia
de teofilina. ZEsto nos indicaria que la AMP ciclico fosfodieste
rasa de N. crassa es soluble o bien, que no se inhibe por metil-

xantinas (Figura 18).

II- Purificacidén y Peso Molecular

Al ser solubilizada la enzima con Lubrol-PX y posterior pasa
je de la ciclasa "no-sedimentable" por columna de DEAE celulosa se
obtiene un pico de actividad enzimdtica a una concentracién de KC1
de 0.36 M (Figura 32). Esta fraccidén tiene una actividad especifi
ca de 4 nmoles por minuto por mg de proteina. Este valor es 100
veces mds alto que el obtenido para el lisado (Tabla V). Gradien
tes continuos de sacarosa (Figuras 33 y 34) nos dan varios picos
correspondientes a agregados enzimdticos de diferentes tamafios. El
pico de 7.1 S. de menor movilidad corresponde a un peso molecular

entre 120,000 y 150.000 (193). Este dato es confirmado por



electroforesis en gel de poliacrilamida de la adenilato ciclasa

de Neurospora crassa.

Varios autores utilizaron el método de solubilizacidén por
Lubrol. Levey lo utilizé para la enzima de miocardio, obtenien-
do un P.M. semejante (100).

Swanson y Medzihradsky (186,187) lo emplearon para solubili

zar la ATPasa (Na+-K+) de los microsomas de cerebro de cobayo.

III- Cinética

Los estudios referentes a las propiedades cinéticas de 1la
adenilato ciclasa tiene pocos antecedentes en el amplio campo del
metabolismo y funcién del AMP ciclico (39,40,42). Dos son los mo-

tivos que explican esta sorprendente situacién:

a) La enzima tiene escasa actividad

b) Las preparaciones de membrana poseen ATPasas muy activas,
es necesario emplear un método de deteccidén para muy pequefias can
tidades de AMP ciclico y evitar el empleo de ATP—Cl4 como sustra
to. El1 ATP-C14 produce productos marcados dificiles de separar del
AMP c{clico, ya que co-cromatograffan juntos. Las preparaciones
de ATPOLP32 (156,157) de actividad especifica alta (50-100 uCi por
tubo de ensayo) y el método de separacién de AMP ciclico de Krish
na (38) contribuyen a la obtencidén de resultados Sptimos.

Como los tiempos de incubacién para los diferentes ensayos
son muy cortos (1 a 1.5 minutos),® hace innecesario el empleo de
sistemas regenerantes de ATP, utilizado en la mayoria de los
trabajos donde los tiempos de incubacidén son de 10 o 20 wminutos

y por lo tanto, el ATP radioactivo es destruido por las ATPasas.
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En trabajos previos sobre las propiedades cinéticas de la
adenilato ciclasa de mamiferos (39,40,42), se demostrd la exis-
tencia de dos sitios para el catidn divalente Mg++.Uno de ellos

corresponde al sitio catalftico en el cual el Mg++ forma comple

jo con el ATP; el otro, al sitio regulatorio sujeto a modifica-

ciones hormonales.

En la mutante "slime" de Neurospora crassa, a través de los

distintos resultados resumidos en la tabla IV, podemos establecer

las siguientes evidencias:

a) La enzima tiene como sustrato al complejo ATP—Mn++

b) E1 ATP-ln* puede ser desplazado por el ATP del sitio ca-
talitico.

c) E1 Mn++ activa la reaccidén catalizada por la adenilato
ciclasa a concentraciones bajas pero no a altas de ATP-Mn++(l93).
Los resultados de las figuras 36,37 y 38 confirmarian estos datos
ya que se unen 1.8 moles de ATP por cada mol de enzima (120.000 a
150.000 de P.M.) indicdndonos que exister 2 sitic de unidn del ATP

por mol de enzima.

De acuerdo a estas condiciones, los niveles intracelulares de
AMP ciclico podrian regularse por cambios del radio ATP/Mn**. En
condiciones en que se produce un aumento del wmiswo disminuiria la
concentracién de AMP c{clico en el interior de la célula y vice -
versa.

Por otra parte, de acuerdo a las propiedades de la enzima y
a su localizacién en la membrana plasmdtica, podrian modificarse
los niveles de AMP ciclico por cambios de alguna sefial ambiental:

efectos hormonales.
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IV- Regulacién hormonal

Los resultados mds sorprendentes de los presentados hasta
ahora, sin duda alguna, se refieren a la regulacidén hormonal de
la adenilato ciclasa de N.crassa: su activacién por glucagén (195)
y su inhibicidn por insulina (196,197). Tienen, ademds, interesan
tes implicaciones en lo referente a la evolucidén de los recepto -
res hormonales. De acuerdo con estos datos, receptores similares
en hongos y mamiferos, sugeririan la existencia de proteinas pro-
venientes de genes ancestrales cowmunes.

Una prueba definitiva de la similitud entre los mecanismos de
regulacién en Neurospora y en células animales la constituyes 1la
respuesta glucogenolitica de la célula entera al glucagén.

Evidencias previas indican que la degradacién del glucdgeno
estd bajo el control del AMP c{iclico (152,199).

Los experimentos presentados en las figuras 43,44 y 45 corro
boran lo dicho anteriormente puesto que, el agregado de la horwmona

al medio de cultivo de la mutante "slime" produce:

a) Aumento de la velocidad de glucdégenolisis.

b) Aumento de la actividad de la glucégeno fosforilasa

¢) Diswminucidén de la actividad de glucégeno sintetasa
Estos resultados podrian explicarse por una accidn del glucagdn

sobre la adenilato ciclasa de Neurospora crassa. El efecto acti-

vador, confirmado por repetidos experimentos, se presentan en las
figuras 39,41 y 42. El1 efecto es més evidente a concentraciones
vajas de ATP-Mn** (Tabla VI).

Rodbell, Birnbaumer y colaboradores (87,92) estudiaron deta -
lladamente el efecto del glucagbn sobre la ciclasa de membranas

purificadas de higado. Los rangos fisioldgicos de concentraciones
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del glucagbén en la activacibén son semejantes a los encontrados
en Neurospora (Figura 40). Rodbell también propone la existen-
cia de receptores hormonales en la membrana plasmdtica, datos
confirmados en el "slime", al perderse el efecto activador del
glucagén por tratamiento de las membranas con Lubrol-PX (Figuras
41 y 42).

Hasta el momento, la Unica evidencia de la existencia de un
efecto del glucagén en microorganismos la constituia el trabajo
de Rodriguez Candela y Nieto (201). Describen en esferoplastos

de Eschericnia coli, un efecto de glucagén a nivel de la sintesis

de RNA y proteinas (@ galactosidasa)., Datos recientes nos indi -
car{an que este efecto podri{a ser mediado a travéds de una estimu-
lacidn de la adenilato ciclasa por el glucagén (200).

Las bases moleculares de la accidn de la insulina representa
uno de los mds exitantes problemas en el campo del metaboliswmo. hor
monal.

Desde los primeros trabajos sobre el aumento de la permeabi
lidad celular para los azucares producido por la insulina (202),
se han realizado numerosos estudios para postular una hipétesis
unitaria sobre los mecanismos de accion de esta hormona (203-205).

Desde un primer momento, se pensd que todas las respuestas
celulares a la insulina podrian explicarse solamente por un aumen
t0o en la permeabilidad de las membranas (207). Los trabajos ini-
ciales de Sutherland y su grupo, sobre el AMP ciclico y su impor-
tante papel en la amplificacidn de las sefiales hormonales, repre-
sentan una etapa crucial en la dilucidacidén de los mecanismos de
accidén hormonal (59,206).

Bajo ciertas condiciones, la insulina puede disminuir la
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concentracién intracelular de AMP ciclico (198,208,209) au-
mentando la liberacidén del mismo al medio extracelular.

Uno de los mds grandes obstdculos en la resolucidn de estos
problemas fue la pérdida de los efectos de insulina con la rup-
tura celular.

Algunos resultados obtenidos con preparaciones libres de cé
lulas indicaron que la disminucion de los niveles intracelulares
de AMP ciclico, en presencia de insulina, podrian explicarse por
una activacidén de la fosfodiesterasa especi{fica del AMP ciclico,
pegada a membranas (210,211).

Por otra parte, evidencias recientes presentadas por Cuatre
casas, indicaron que la insulina revierte parcialmente la activg
cién producida por el glucagdn o la adrenalina en la adenilato ci
clasa de células grasas o hepdticas (93,212).

Los resultados presentados en esta tesis demuestran claramen

te, que en Neurospora crassa, la insulina es capaz de controlar

los niveles de AMP ciclico, inhibiendo la actividad de la adenila
to ciclasa (Figura 46). Resultados similares se encontraron en
cultivos de células de rifién de hamnster (BHK 21/13) (126).

La insulina inhibe la actividad de la enzima en concentra
ciones hormonales consideradas como fisioldgicas (188,189). La
mitad de la mdxima inhibicidn se produce con valores entre 30 Yy
60 punidades por ml de insulim (Figura 47). Los efectos inhibito
rios se producen a concentraciones bajas de ATP—Mn++, actda como
un inhibidor "pseudo-competitivo", aumenta el L 0.5 pero no mo -
difica el n de Hill (Tabla IX y figuras 49,50,51 y 52).

La insulina revierte el efecto activador del glucagén y vi-

ceversa (Figuras 58 y 59, 49 y 53). En presencia de Mn*?t 2 mM,
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insulina y glucagdn hacen wmenos evidentes sus efectos (Figuras
53954455,56,57)

Por lo tanto concluimos en gque el efecto de la insulina so-
bre la concentracién intracelular de AMP ciclico puede explicarse
por una inhibicién de la sintesis del nucledtido. Por otra parte,
la insulina aumenta el transporte de glucosa al interior de la cé-
lula e incrementa la velocidad de sintesis del glucdgeno, quizds,
este Ultimo efecto sea mediado por el AMP ciclico (Figura 48 y ta-
bla VIII),

Probablemente en Neurospora crassa, el sistema receptor hormo

nal-enzima unida a membrana sea mds resistente a la ruptura celular
Yy por lo tanto no sea afectada la capacidad de respuesta a un men-
saje hormonal.

Estos inesperados hallazgos de efectos de glucagdén e insuli -

na en Neurospora crassa abren un nwevo campo para los estudios a-

cerca de los mecanismos de accién hormonal en organismos multice-
lulares.

Actualmente estamos estudiando la existencia de un polipépti
do con probables etectos regulatorios sobre la adenilato ciclasa

de la mutante "slime" de Neurospora crassa, presente en homogena-

tos celulares de la mutante.
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V- Modelo del mecanismo de control de la adenilato ciclasa.

Sobre la base de los resultados descriptos, puede intentar-
se postular un modelo que represente la forma en que la adenila-
to ciclasa puede ser controlada. En dicho modelo, primariamente,
se supone a la enzima constitufda por dos subunidades de interac-
cién reciproca, relacionadas entre si y con la membrana plasmdti-
ca. Tal relacién estd definida operacionalmente en forma tal,que
cambios conformacionales en una de las subunidades determinen cam
bios conformwacionales en la otra. Por otra parte, cambios confor
macionales en la membrana inducen modificaciones en ambas subuni-
dades.

En el esquema presentado en la figura 60, los megionados cam-—-
bios conformacionales estdn ilustrados en parte por las transicio
nes a,b,c,d,e ¥y f que resumen algunas de las posibilidades mds re
levantes del modelo propuesto.

Cada subunidad es portadora de un sitio catalitico para el

sustrato ATP-Mn** que , eventualmente puede ser ocupado por otros
nucleétidos de adenina ATP o 5'AMP y de un sitio regulatorio ocu-
pable por el Mn++.

Por otra parte, la membrana es portadora de los receptores

correspondientes al glucagén y a la insulina que, bajo ciertas con
diciones, son sumamente excluyentes.
En el estado transicional a, puede apreciarse que la unién

de una molécula de sustrato a un sitio activo determina 3 cambios

conformacionales fundamentales:

a) Modificacidén del centro activo de la otra subunidad hacia

una conformacidén més favorable para la unién ATP-Mn*Y,
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b) Modificacién similar de los sitios para el mn**.

c) Disminucién de la interaccidén entre las subunidades

En la transicidén b, se ilustra el caso correspondiente a la
unién de una molécula de kin*~* que darfa lugar a cambios simila -

res a los descriptos en la transicién a.

Por otra parte, la transicién ¢, indica una simple competen-
cia por el mismo sitio entre el ATP y el ATP-Mn++, con la salve -

dad de que el primero no da lugar a la formacidén de producto.

En las transiciones d,e y f se resumen los principales efec-
tos hormonales. El glucagén (Transicién d) determina cambios si-
milares a los que operan por la unién de una molécula de ATP-Mn*"

(a) o de n*"(b).

En cuanto a la insulina, la situacibén es mds cowmpleja, como
se ilustra en las transiciones e y f. DPuede apreciarse por un la
do, en e que dicha hormona desplaza el estado del sitio activo ha
cia una conformacién menos favorable para la unién del sustrato ,
sin modificar el grado de interaccién entre las subunidades. Por
otra parte, f, la insulina es capaz de disminuir la unidn del &lu

cagén al receptor.

De hecho, en todos los casos en que esté involucrada una ac-
cién hormonal, el efecto primario operaria a nivel del estado con
formacional de la membrana; en muchos casos, estos cambios podrian
estar determinados por una redistribucidén de sus componentes pro -

teicos, tal como ha sido propuesto por Singer (214).
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CONCLUSIONES

Los datos experimentales presentados en esta tesis ngs per-

miten obtener las siguientes conclusiones:

1l- Existe una enzima con actividad de adenilato ciclasa en

la mutante "slime" de Neurospora crassgt.

2= La adenilato ciclasa se encuentra localizada en la frac-
cién subcelular correspondiente a membranas plasmdtices. Prepa-
raciones purificadas de la enzima permiten confirmar estas es -

tructuras al microscopio electrénico.

3- A partir de ATP, la adenilato ciclasa sintetiza AMP ci-

clico como Unico producto.

4- Requiere para su actividad especificamente al catién Mn++.
No es activada por F s,adrenalina, nor-adrenalina o ACTH.

La reaccién es lineal hasta los 5 minutos sin necesided del
agregado de teofilina, mercaptoetanol o sistema regenerente de

ATP,
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5- Tiene como sustrato al complejo ATP-Mn**. Graficando
actividad enzimdtica en funcién de la concentracién de sustrato,
obtenemos una curva sigmoide, cldsica en los sistemas alostéricos.

El n de Hill para el complejo ATP-Mn'' es de aproximadamente 2 .

6- E1 Mn*"en exceso con respecto al necesario para formar
el complejo ATP—Mn++ es un activador. El efecto activante se ob
serva en concentraciones bajas de ATP—Mn++.

En presencia del catidén la curva sigmoidea tiende a transfor

marse en michaeliana. El1 n de Hill se aproxima a l.

7- A bajas concentraciones de ATP-Mn++, grdficos de activi-
dad enzimdtica en funcién de la concentracién de Mn'' en exceso
nos da una curva sigmoidea con un n de Hill para el Mn** cerca -

no a 2.

8- E1 5'AMP es un inhibidor competitivo de la reaccidn, com

pite con el sustrato ATP—Mn++.

9- E1 ATP es un inhibidor de la reaccibén, puede desplazar

al complejo ATP-Mn*" del sitio catalftico de la enzima.
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10- Si se tratan las membranas plsmdticas con el detergente

Lubrol-PX, se obtiene una ademilato ciclasa soluble.

1l- Purificaciones por DEAE celulosa y gradientes de sacam.
sa de le enzima no-sedimenteble, nos permiten determinar su peso
molecular. Los valores obtenidos confirmados por electroforesis
en gel de poliacrilamida se encuentran en un rango entre 120.000

y 150.000.

12- Los estudios de unién ("binding") indican que la enzima
tiene una capacidad de unir 1.5 moles de ATP por 100.000 mg de

proteina.

13- La adenilato ciclesa de Neurospora crassa estd sujeta a

una regulacién hormonal. Es activade por glucagén e inhibida por

insulina.

14- E1 50% de la activacién por glucagén se obtiene a con -
centraciones de la hormone consideradas como fisiolégicas: 10 nM.
Una respuesta significative se obtiene en concentraciones de O.1

nM de glucagén.
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15- E1 efecto hormonal se pierde cuando se trata a la en-
zima con Lubrol-PX, indicdndonos que l0s receptores hormonales

se enguentran localizados en la membrana plasmitica.

16- E1 glucagén en Neurospora crassa también aumenta la ve-

locidad de glucogenélisis, incrementa la actividad de la fosfo-
rilasa del glucégeno y disminuye la actividad de la glucdgeno

sintetasa.

17- La adenilato ciclasa se inhibe por insulina. &KEs la pri
mera vez que se describe el efecto directo de esta hormona sQbre

la enzima.

18- La insulina actd@a en concentraciones consideradas como
tisiolbégicas y el 50% del efecto inhibitorio Lo obtenemos con

30-60 punidades de insulina por ml.

1Y- La insulina actua produciendo un tipo de ainhibicidn
"pgeudo-competitiva"., Aumenta el LO.5 pero no modifica el n del

grédfico de Hill.

20- Insulina y glucagén revierten mutuamente sus respecti-

vos efectos.
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21- La insulina aumenta la velocidad de transporte de la
glucosa hacia el interior de la célula entera. Aumenta la in-~
corporacibén de glucosa a glucdgeno, incrementando la velocidad

de sintesis del polisadarido.

22- De acuerdo con el modelo propuesto, la adenilato cicla=-
sa estar{a constitufda por 2 subunidades, con interacciones mi-

tuas. Cada subunidad estarfa formada por un sitio catalitico

para el ATP-Mn** ¥y un sitio regulatorio con afinidad por el Mn*t,

Por otra parte la membrana plasmitica tendrfa sitios para
las interacciones de la insulina y del glucagdn.

Los distintos cambios transicionales (Figura 60) se produ-
cirfan por modificaciones a nivel de la membrana (hormona) y de
los sitios catalfiticos (ATP-Mn**) o regulatorios (Mn**). Estos
cambios aumentarfan o disminuirfan la afinidad de la enzima por
el sustrato ATP-Mn++, produciendo, por lo tanto, una mayor o uwme=

nor cantidad de AMP ciclico.
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