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AbRCVl/¡TURAS

ADP: Adenoúna diáoA¿ata
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PP/L: Paoáoó ¿aio ¿nongámlco

PRPP: FOófiOMÁbOóü puofioóáaxo

TCA:Aado Wdonoaoétéco

UMP: U/uchna 5’ manofioóáato



INTRODUCCION



La molécula de AMPcíclico

El AMPcloaca (adenoulna 3' - 5’ monoáoófialo cícllco)

¿ue dumblvuto en 1956 pon Eaal w. Sathe/Lland al obóMva/Lel eóeoto

de un ¿acto/Ltwnutable mediadonde la acción de la adnznallna y el

glucagón en la actuación de la 6025¿callan de glucógeno en hígado.

Sulhenland 60mm.“ la hipótua de que ¿l AMP¿(cuco

e/Lacama un ¿egundo menóaje/w que ¿envía comoMMO)! de loó ¿sec

loó de una va/uledadde holtmonaó¿obac la aoüvldad de am enzi

maA (1).

Engene/¿al ute nucléoüdo cíclico eje/Leeuna mula

tud de ¿anulanu azgulatoalaó que ¿426le de ónganoa óngano, de tg

jldo a tejido y de.célula a célula (2).

E4 una molécula vWáLól que acnía ¡Legulando la ¿anexión

celula en aupuuta a cmbloo en el medc'oente/mo. Su concenüacxlón

¿HI/(ACM u ¿anexiónde alonqu ¿{Alco- quÍmLCOAy homonalu

que aegulan la aotc’vldad de la enzima que cataléza ¿su¿{Musa a paa

LULde ATP: la ademlato u‘claAa y de la que u capaz de degnadanlo

AMP- 5’: la ¿cóáodluztuam upeclálca (ecuacionu 1 y 2 nupeouua

mente).

M9—‘3’-5’ +
M9

3' - 5' AMP-—>5' AMP (2)



NH

l2 N

K1 /\N / AdQnOóLna3' - 5' monofioófiá/to

CH ' cíhláco0//;.¡2 o
'

0 :P /F——c!\o I .0“

La uüuctu/La del AMP¿Cauca u una pululna con ¿(tó dad:

M4 huMocícucaá, um'da a una tubo/sa que 602mmun anillo ¿Manó

¿Lco, a ¿a vez aguda a un g/Lupo¿ona/to a Ülaváó de ¿a pouu'ón 5'.

Haóta aquz, ZAA¿m¿lan az AMP—5' y ¿a difienencáa con ¿Ate conóióte en

el cua/¿to ani/¿Ko que ¿e ¿cama al amplíe/tamiz la uruéón ¿aóáodééótu con

¿a MbOóa en ¿a pobición 3’ . Ebta unión ¿Dóóodiéózte/Lalpaca que ¿C ¡LE

¿Lduo de dudo 606¿ó/uLco¿6M ute/(¿áicado pon condemacéón con doó

grupo/.5kid/mula en (¿a mdma motécuLa.

EliAMP¿[cuco no ¿e dad/ULqua ebullición deante 10

nat“ en un amplx'o-¡tango de pH. En condiciona ext/¿emm áu'daó. 0 alas

arms, ¿e pnoduce pneáuenu‘afimwte Ea ¡Lupa/Laen ¿a pou'u’ón 5_’.



El AMP¿(cuco en bactelu'aó

Duda el año 1965 en que Mahmany Sutth ¿naomi/La

¡conAMP¿(cuco en É/sche/Lc'du'acoa, han ¿ido due/(¿pm haA/ta el mueno

¿auna ¿se/Liede pILopredadeó del nu'Amoen el cant/tol; del metabouómo de bag

¿te/Lau a MILO/Lt“ Muela, ent/Le wm d. de MMC/1411061.671genética y el

de Maduccxlón del RNAmemaje/w.

Apa/Lentementeel AMPcíclico eje/temía un convwl po

óux’vo ¿ab/Le ¿a ¿Múacxïón de ¿a MMC/ULPCÁÓHa nivel de Manda/L de ¿04

Opa/¿071%¿emibiu a La.gluco¿a (3), como pon ejemplo el opa/tán de [Lactg

4a.

Exa/te una paotu’na upeoíáica CAP(cataboute-gene

activated matan) o (hp (cycLCc AMPnecepzto/Lmatan) que ¿e une al AMP

¿{caca y luego ai contacta/¿be con la zona del DNAcomupondéeMe al gen

MOMOIOÍL,pejurue a la RNApoUmMaAa, ¿a ¡name/tipa.er de Maxim genu

uwmuu que dependende ute mecamlómopalta¿a expwión (ue/Laque

ma). / Remuog\ IPTo
0\' '/“

/] ;
AMP¿{cuco a CAP,“ RNApoLónyuua

N
CAP + AMP¿(caca



En La ¿lau/La ¿e meu/m un eóquana de la acción del com_

plejo CAP- AMPdebian en et opa/¿ónde la tacto“.

Lo¿geneó aegweadanu uan nep/mentada pon ¿z Lnduc

zton; E: paomoton y _o_:opejLadon. Lo¿ amada/Lulu 5; l; g codificar: pg

¡La/5- galaotoudaóa, guiada/¿do pe/tmeaóay uogalacxóudo amacetg

¿tua nupeetévamente. El gen 4' code'óica pana un nepmebonque ¿e une al

opeJLadone ¿"pide La Maupaón del RNAmemajvw de tacto“. El

IPTG es et ¿nduoton que neduce ¿a aáimldad del ¡Lep’LeóOILpon el gen g

eóümulando la ManócILchxlón. EL gen plwmo/tan.eA el ¿Lao donde ¿e une

La RNApoLCme/Laóapalta ¿Maa/L ¿a manipulan de ¿04 genes east/Luen

Iuúeó. A ue nivel ¿tenía el complejo CAP- AMPcíclico.

De este modo, ZM eóewó dee nudeóudo cíclico encon

t/Ladm haóta al pneóenxe, a meva de Mamaúpoéón en bactvulaó uztán

mediada pon.uta ¡anciana CAPque ¿ue afilada de Beau en 1970, ¿nde

pendientemente poll. ¿04 gILupOAde Eme/us (4) y Zubay (5).

CLM evidencia/s indicaban ¿a poulble acción del AMP

¿[cuco a ne'vefl de maducu'ón del RNAmensaje/Lo. Se enconmó que La un

teu} de Mtoóamua en Beau ma utúnulada pon el AMPdoüco aún

cuando ¿e habana ag/Legadopnoótave’na dilemayo (6). Se ¿upwso que d

AMP¿{chico actuaba a mlvel de Maducaón ducontando ¿a ¿inhibición de

la name/bépuón pon el colindante. Sin emba/LQO,¿egán PogeLCy coiaba

qudonea¿04scola/tanta upo aduana actúan ¿ntucalándou en el DNAa

nivel de pnomoto/Limpidiendo la name/tipaón y el eóeoto del AMP¿{aiii

co Avda una vez máb en Manbc/úpcxlón al ¡Leduu'jLla afiiúdad del; catalan



te pon el DNA(7).

Remuión catabóüca y Maradona

Tai vez muezca un páMaáo apa/Lte La menu’ón del 6016119;

no de ¿a nepneóión caxabóüca que ha ¿Ldo objeto de utaüo en va/u'ws

¿abonan/1.42015del mundo, a IuLCzdel ¿turnada "eáecxa gamma".

De acuedeo a (Laeconomía de ¿a baotvu'a, u; bien ¿a m4;¿

ma¿e adapta al mecaniewto en mamas ¿(temía de cubano, no u po

¿Lbu que poóea en ¿Ju cuida pequeña, un "¿toclz" de tada La enu‘maA

necua/ulaó palta ¿a Mzadón de ZM nu'AmaA.

Eulth una ¿M412de enzimaó¿nduablu pon ¿Mat/Lai“ o

¿nducxonu andLogM. PM.ejemplo La r‘r- galacxoudua capaz de dudo

bZa/L¿actua en glucou y gaiaotma, ¿6 ¿ndaulble pala¿a mama ¿actua

y pon oüm/Jgaiacto‘udm (ej. IPTG).
EL AMPcíclico ¿uu'do al CAPu necualulo pa/La pellnuLtÜL

¿a uma/uipu'ón du opuón de Zac/tabaque codéáica pa/La'r/Lu enzimas,

a ¿abuzfl‘gaiaotoudaóm galaotóóido pMmeaAay aogalacxa'udo mami
cotüïaAa.

La Maruc/ulpu'ón genética de ata y amm opuonu ¿mig

ubicó u nug pob'te en bacte/ulaó cubtáuadaó en glucma cama única ¿ací

te de cubano, pau ¿e nivel de AMP.cloaca QAmCruMoen ute cmo.

Hana aho/w.ha ¿{do comúnwangm ent/Ledos ¿gm de

¿sectas de ¿a giucoóa: La nepnuwn tamara/14'41y ¿a'pmanente de la



¿(uuu de, enume ¿nduub¿u. La pu’me/La¿e paoduce aL agnega/Lglucg

¿a a un,cuLtéuo de bag/tw“ en medio ¿auna con guce/Lol o ¿ucunato

y ¿e obAe/wa una awsenoca eau total de ¿{uta/¿A de ¡3—gwtac,tOA¿daAadd

We 20 a 30 mina/tab. Luegode ue iapóo, ¿e eA/tablece La neplcuión

pe/Lmanente, alcanzando a nész de ¿[n/tuu de ¿a enzima,' un WLCO’Lno

maya/cal 50%del comupondéente ai Maoóm’ento bactezu’ano en awsenu‘a

de. gzuccvóa (8).

AMPCíouco
O glucwsa

glucoasa

[9 -gaiaotobidaóa

tg¿ucmsa

Demádad Optica a 560 nm

Pa/Laielamewteel uuu ¿»ataca/Zulu de AMP¿Cauca alcag

za en la ¿amaban mamdoua, valia/Lu aún meno/Luque en la pe/(maneg

te, Sán embaJLgo,en wenu“ de Eóchmdm'a coa ambaA¿on ¡Leve/tada

pon ag/Legadode AMP¿Cch. Sóio QAdde/Lente ¿a cantidad necua/u’a en

cada cwso pana ¿og/um el eáeoto upenado; ¿a mama mula mae 1 y 5

mMnupeotévamemte (9) y (10). l

Pejubnany PaAtan (6) aula/wn mutantu de Beau deái

u’entu e'n adenfiiato eólica/5a y obóe/wa/wn que no ma pouible cuLtéva/L



ZM en den/tu ¿uentu de canbono, comoiaotoóa, malxom, anabinom,

guce/Lot, etc. cuyM OpÜLOneA¿son ¿nduu'biu, a menoó que ¿e ¿uplemeg

Ita/La el medLo de cubtévo con AMPaduce.

Emart 01/104up“ de nadan/tu de E.coü que uenen un

¿eno/tipo ¿bulla/L a ¿tu deflcéemfu en adenu’iaio ada/5a peJLoque conté;

nen canLc’dadu nonmaleó o mayonu de uta enzima y de AMPoíaüco.

Paótan mw daa matanza de La pnotu'na CAPque üenen menonafinidad

de ¿{cha pnotuïna poll. el AMPcíclico y ¿ug/¿ene que uta due/Lacéón u

la que date/mina el ¿enoupo pinar/tópico que lcondiu‘ona¿a ¿"poubüi

dad de ¿a bucle/¡La de Meco/L en una vauedad de ¿nante/s de ca/Lbono.

Lanupuuta déáuu'ca y atacó eóectm dd AMPcíoüco

En Mvoó de EAche/u’duLacoa en medio mínimo ¿duna

con ¿(Lente de ca/LbonoconAuztuida pon una canztc'dad ¿{manta de gluco

óa y 049w hdd/Lata de ca/Lbono, pon ejenlpio manda, ¿e obóe/wa en La cw_L

va de cncu'núento, un pe/ulo'do de. "Zag". En a [Labacte/ula luego de con

¿ami/L¿a glucoAadetiene ¿a duplicación méch ¿e adapta a ¿a nueva

¿uan/te de ca/Lbono, habLLLtando el ¿alma enzimática palta apnovecha/Lga.

Ds d ¿enáneno de dc'auu'a (H) .

El, "lag" a pe/Líodode fluencia que pnuenta la cwwa de

Mewuenxo ¿e ¿uplu'me pan el agILegadode AMPaduce.

En ¿a aga/La “Quien/te ¿e nep/Luena. una cu/wa de Medi“

miento ¿aut/Lando el ¿anónimode diauu'a.



¿acaba+nieve/tua

' Log.DeM¿dadOptica

gMcóa + mafia/sa
+ AMP¿(caca

¿tiempo de cuLtévo

Pon 017wlado, ¿e ha OMG/Nadoen Hemophuuó influenza,

que ¿4' ¿e añade AMP¿Cauca al medio en que ¿e cuLu’va, aumenta de 100

a 10000 vecu ¿a compa/tanda pana la Maruáonnuuón pon DNA.Nonmalmgn

te, ata u máxima.en La ¿abc utau’ona/uéa tempuana, cuando el "¿vu de

AMPcíclico ¿nt/Lach ¿e eleva (12).

(ww eáeoto amamaa'co del AMP¿(cuco u La mamu

Zaoéón de ¿a ¿ohmacáónde. ¿[Lage/¿045,obM/wado en Salmoneüa 1:qume

y en Reca (13), lo que ndau’ona a ute nucleóudo negalatou’o con ¿tu

¿ancianas de mouüdad .

L04¡avala ¿Macduanu de AMP¿(cuco

El nivel "na/tuna!" de AMPcloaca va/LCacon ¿tu dua'ntzu

¿ópeu'u bacteju'amu, con ¿tu cepws de cada una de cua/5, con el medLo



en que ¿e ¿tu Mm y con ¿a etapa del (nacimientodel clavo que

¿e anaüce.

Laó want“ ¿(Lenta de ea/Lbono,pumden difie/LCMPA

nivel“ dd. nudeótédo en E. coü: u maya/Len gene/ml pana cuLu'vOAen

“cundo, gane/Lai, mulata que palta ¿04 de glucosa y püuwaxo en apn_0_

u'madmnenteun anden de magmLtud.Eu“ doAúuünaó óuww, ¿on ¿ms

que ¡Moducennepnuián cmtabóuca.

EL vulva de AMP¿(cuco ¿e mandame bajo ¡Manr/LM la bag

Luca meca exponenuhflnenxeen gluwóa y ¿e ¿[eva en ¿(me utadona/uia

o al; wmwMe el azúca/L.

Se duque La cubanas de un mecamlómoeyeoton de AMP

¿{cuco acuonado ¿azota o ¿Madmmmïe poILLa glucosa, dado que no

¿e obóenvanon camiacioneó en ¿a6 actividadeó de La adenLLato c¿claóa,

ru; de La “Mutante/Lam (¿nulmu ¿Manzana y degnadatc’vadel AMP

¿[cuco nupecüvmenxe) (14).

EL AMPcíclico y d meu'mc'enxo catalan

En nLLQAÜLO(abandono hen104dumouado un “Indio del

¿secta dd AMPcíclico a rulvd del cncoóm’enatode cuch’vM haora/uan“.

Se han ¿agitado nuuLtadm que must/Lan una. ¿nhLMuLón del

¡Lama de Mmmm de EAche/uldnéaeau cuüc’vado en medio mínimo 4aL_¿_

no con glucom en ¡anuencia du; nudeóudo cícüco, ¡Lupech del comi/Lai

en ausenciade déchaAmanda. Entala ¿Mmmm ¿e obüene un



aumento de alnededon del 59%¿á el llempo de dupllcaclón, obóenvable

¿ólo en aquellaó ¿uenleó de canbono comoglucoáa y plnuvalo, pana laó

que el conlenldo de AMPcíclico lnlaacelulan e¿ mínimo y no en gllce

nal, mulata o ¿ucclnalo (15). Eólo¿ úl11m04 compue4l04 caabonad06 ¿on

ejemplo de lab que no pnoducen nepneólón cazabóllca y que a óu vez de

lenmlnan un nluel de AMPelcllco mayon en la ba clenla.

LaAmotluacloneó que n04 llevanon al eóludlo del nal

de e¿le nucleólldo en el conlnol del melabollómobaclenlano, eólaban

¿andadaó en loó hallazgo¿ neclenteó a nlvel de onganiómOAeucanlóll

606.

Senla lango detallan cada una de ellOA, pon lo que me

lünltane a la mención de clenxvó ca¿o¿ de lnteneó.

E4 ¿abldo que laA celulaA lumonaleó cuecen en de¿on

den y a magon velocidad que la4 célulaó nonmaleó. Lab palmenaó, no pg

¿een lnhlblclón pon contacto del cneclmlento en monocapay pon lo lag

In ¿e qpllan en vanlaA capaA a la vez que adoptan canacleneó monóoló

glco¿ Lunegulaneó. Eólfló caaaclenlbllcaá ¿e conneóponden con ualoneb

¿ninaeelulaneó de AMPelcllco MQHOÁCAque en laA célulaa nonmaleó.

En culiluob de ¿lbnoblaálnó de ¿ancama (16) el agnegado

de N6 - 2' 0 - dlbullnll AMPclcllco (acll denlvado del AMPcíclico que

eb máó ¿dellmenle abóonbldo pon la celula) penmlle necupenan clenlaó cg

nactealóllcaó celulane¿ nonmaleb de caeeúnlento en monocapa y maafiolo

gla negulan.

Ademáb e4 dable obóenvaa en cul¿¿vo¿ de célulaó nommaleó



que ¿e eleve la concenlnación de AMPciclico al llegan el miómoal ei

lado de confiluencia celulaa.

Pon otaa panle, el agnegado de ¿aeno o Inipóina al cul

tivo de célulaó 3T3 (17), eóiimula la ¿inieóii de DNAy el caecóniento

a la vez que dióminuye el nivel endógeno de AMPciclico.

En ¿ibnoblaiivó de aiñón de hmmóten(linea celulan

EHK21/13) ¿e obóenvan canacleniólicaó de cepa taanóáonmada cuando ¿e

cultiva en paciencia de inAulina. El eáecio de cita dnoga ¿ó nevenli

do pon el agnegado de N6 buiinil AMPciclico y teoáilina (una meiil

xanlina que inhibe la ¿aiáodieótena¿a) al medio; habiend04e demo¿ing

do que la inóulina inhibe la actividad de adenilalo ciclaóa de mem

bnana pnoduciendo un deócenóo del nivel de AMPciclico endógeno.(¡8).

ExiAten evidenciaó que indican que laa celulai lumona

lei, que cnecen en ¿onmainnegulan y exceóiva neópeclo de laó nonmaleó,

p04een cieaiae allenacioneó en lai pnopledadeb de óuAmembnana4plai

málicaó (19). Pon un lado ¿e ¿abe que la adenilala ciclaAa ligada a

dichaó membnanaApOAeeuna actividad neducida neópecio de lai Célulaó

nonnalei (20); y pon olno lado ¿e han detectado alteaacionei a nivel

de la penmeabilidad pana cienioó pnecunionei que ocaóionanian un incng

mento de laA concenlñacioneó iniennaó de nuinienzei que negulan el ong

cónienio celulan (21).

A nivel de penmeabilidad celulan ¿e ha enconlnado ade

máó, que el inanóponte y la inconponación de distintoó pnecunóoneó de



¿a ¿{uuu de nucaomoü’uuflaó:nudeóóLdOA, aminoácidoó, ue. ddmc’nuye

pan el agnegado de ¿4Lme AMPcioüco. Ene hecho gene/Launa ¡Leduc

oéón de la velocidad de ¿íntuu de DNAy RNA(22) y (23).

E6 de “pana, en cuanto a ¿tu 0.60.0016de c/Leuimlenxo

maligno que dado el bajo nivel de AMP¿(cuco aman/te en ¿606 cum,

el cant/wi del Manóponte a mua de ¿a membranacelula/L ¿e terme ¿n

¿u6¿o¿ente.

La¿Menaón de ute aabajo

AZhubo/use extendido tanto el conooúnümto del ¿nea de

¿náluencia de ¿412 nucleózido cíclico comoaeguladon biológico, nue¿

taa¿ eóxud¿o¿ ¿ohne el cnccónáento de ¿a baczenia E¿chen¿ch¿a coz¿ en

matricula de AMPdouco, n04 ¿teva/Lana anauza/L zm mmm“ que

potencéabnmte ¿e aáeotauan a M'vu de vdocédad de ¿[Mau de doi

d04nadar.“ y matan“.

LOAnuauadoó obtenédm en ute aApecxo Lleva/Lou p06

zte/u'omenxzaludida de ¿a ¿nconponauo'n de algunas ¡Macu/Monade

la ¿uma de RNApo/Lmede'céonu de mamponte a vulva de ¿a memblLa

na de la bacte/uLaviviente.

EZobjeto de este Mabajo de mu u mm de utadéan

d 0.6ch del AMPcíclico a uuu de la ¿nconpomaón de Macao en EA_

dwudula cou, dLócuLi/L¿u ndacxlón con el ¿(manana obóe/wado a rulvd

del ueu’méewtobactvuéano, (za/Lactsz el mecanumoa uava dd



cual ¿e aóeota ¿e ¿mmm/ute y obtene/L CCM/tab pa/LÓYIOÜLOAcinwcws

del vm'Amo.

EZ motaboUAmo del u/Lau'io en bacteIuLcus

En ¿a maya/Lpanza de ¿ws cepcvs de E.ca¿¿ ei Macao ¿e

¿inca/mona a ¿a hac/tada a mave'zs de una enzima peupliáóméca, ¿a 602350

u’bozsü man/560mm que (La/tauza Au uan/5 ¿cámau'ón a wu'déna 5’ mono

¿ozsáa/to (UMP)en ¡anuencia de ¿cóáamboul pinoóoáówto (PRPP) (24) .

EXÁ/SIQademás una vía de ¿{uuu de UMPa pm de

anota/to que con ez PRPPda (¡Madman 5’- ¿vááwto que. luego ¿e debme

x114 pana da/L 5" UMP.

En Beau ¡(-12 ¿e cornpnobóque el PRPPuumulaba la

¿nconponau’ón de Maule (25), pon La via de ¿a ¿GóáoanObd Maná6g;

mua.

EE pa/so metabóüco en que ¿mtv/Luena el ácido caótico

¿g detalla en ¿ausaga/¿enth ecuaaonu. . “¡f
CKf \

O 0.:C , 7

H w + PRPP “:9 Obf-O'CHZ 0 O- + Fu
o_ \¿\¡. ‘CÏC ‘ onoüdc’na.

(7’

0
\ 5 ' P

0h OH 1

anotado OH
\

M‘íu
O 0/) / * C02u ‘N

¿a v/ \| '\
(H H14 5'- UMP



MATERIALES V METODOS



A - CEPAS Dt ESCHERICHIA COLI ¡(-12 UTILIZADAS (26)

“¿a 3000: cepa wild type “¿a H,- L: - (obóequto det Da.

Atgaanatt). 1

HM 1100: PP6 (begún ta denonulnau'ón de Pentman g Paetan),

cepa wttd type, B - (atenctón de I.Pa¿tan).

¡(61,5333 dutvada de 1100: PP47 (Pe/tbnan y Matan), B -,

OLP- (4) (27) obtentda poa t/Latmm'ento de La pa/Lentat 1100 con rut/¿(Ing

guam'dtna y ¿decctonada cono mutante ptetot/Lo'ptca negatc'va en aga/Lte

tJLazoLc'ocon tactoaa y gatactma (I.Pa¿tan) .

CAsooo: Háa 3000 (envtada pon J.3ca¿¿e).

[ZA8306: Háa H, b- , Cya-; contéene una ddeu’ón en d

gen de [Laadem’tato ada/sa (28; . Ea una mutante upontánea obtentda y

¿decetonada en el Laboaatoato de Jonathan Beam, Qutén naa La obie

qutó.

3040: F-, U/La-,Mg: SmR,Rei, B: (genuleza de C.S.de
RtvaA) .



B - DROGAS V MEDIOS DE CULTIVO

Se Mzanon dnogu ¡cuantíqu de ¿0Aaguanta man

uu neconooédws,en mmm:

De Sigma: AMP, ADP, ATP, Adenouna, AMPcícüco, Uu'di

na y Macao.

DeMaLunh/Lodt:Glucom, mmm de potau’o, Amenaza

de Aodio, Suláato de amonio, Suláazo de magnuio.

Güce/Lolz Anda/L, dudo Mdonoace'XJLco: HoechAt, ¿nací

nata: Aid/Mich;mulata: Schuchaltdt; 2-4 üWOóMOZ: Eaónmn; ¡1.4160an

ulna: Lepwx (obóeqwc'o); ¿(lamina (thaména B ): Hoóóman- La Roche; to_

tuerto: Sintongan. 1

De New England Nudea/L: omru'áluon, multa (SH):

I mCé/ml - 1000 mCi/mMy mula (3H): 1 mui/m8 - 50 mü/uM; ¿encina

(HC): 0,1 mCi/mfl - 0,4 ¡JM/mlí Ululdina 5 - (3H): dewutz, 24 (li/mM 

0,5 mui/m8.

Medi“ de cautivo

LaA bacte/u’aó ¿e uLILuvaan en medio mínimo (14) que cog

«teníaHgdeKHPO; ógdeKHPO ; nge (NH)SO; y0,29deMgSO
2 4 2 4 4 2 4 4

pon (una, ¿uplwenxado con 5 mg de uaména.

LaAdde/Lenta ¿uentu de canbono, ona: glucom, ¿ucc4_1

nato, mulata o puutho ¿e tua/Lana una concemación de 25 mMy d ng

ce/Loi al 0,5%.



C - PROCEDIMIENTOS DE CULTIVO

L04¿nócuioó ¿ne¿co¿ ¿e obtuvienon a patha de eulxiuo¿

pniman¿o¿ de ZaA d¿¿l¿nza¿ cepaó en ¿a ¿acute de canbono conneApOHdLeg

te que ¿e mantuv¿enon a 30°C dunanze toda una noche. Una alícuota de

d¿cho¿ cuit¿vo4 ¿e utilizó en cada caóo dLZugendocon medio ¿neóco hai

la obtenen alnededan de 1,5 x 107 bactem¿aA pon mi.

EZ cuecúnáento de ¿a6 diátántaó cepa¿ ¿e neaiizó a 37°C,

excepto en 205 ca¿o¿ en que ¿e indique otno dato, y con una agixación

de aLnededan de 150 c¿c204/m¿n en baño tenmo¿tdt¿co de agua. En ¿06 c5

¿04 en que ¿e ¿ndáca, ¿e agnegó al cu¿t¿vo deóde ¿u camienzo, una can

tidad de AMPcícl¿co como pana Zognan una concentdac¿6n áLnaL de 5 núL

y /o lo que ¿e detalla en cada caóo.

La cunva de caecinúento ¿ue Aeguida pon Zectuaa de dei

A¿dad ópzáca dei cultivo a 560 nn en un eópecznofiotámetno Bechman D.U.

g nepneóenxada en gnáááco AmniiogakéanCO en ¿unción del tiempo.

Se ha contactado ¿a conneápondencia (¿meat entne el nú

meno de céiulaó deal g Ea denóidad 6pt¿ca Zaida, pon medio de un conteo

de bactenLaó en cámana Petnoóá_flau44en al mLcAOócopÁOóptico. También

¿e damOALnóen uamiaá ocaóLoneA que la denóidad óptica a 560 nm 24 di

nectamente pnoponc¿onai al núMeaade bacienLaA viabieó ¿anto en ¿04 eng

11v04 ¿in agnegado¿ como en ¿o¿ que ¿e deAannollan en pneóenCLa de AMP

cícláco, coincádLendo en ambOAel vaion de La pend¿ente de la decia. El

núMenode bacten¿a¿ viabieó ¿e obtuvo haciendo necuento de coion¿a¿ en



cajaA de Pet/u" continuando 1,5 %de aga/Lnur/L4qu y ¿ala y glucom en

ZM concenI/Laaonu detallada palta d medio Líquido. Laómuuaaó ¿al

bÍULdGAen cada caja ¿ue/Lanalícuota de ¿«Lva düuoionu del cuw

vo oluiginai.



D - METODOS EXPERIMENTALES

A pa/Ltí/Lde cul/au“ de_E.coL¿ en Meuhúewto ¿aga/unní'

co ¿e toma/Lanalícuota, ¿e ¡leyó ¿a demidad ¿pum y ¿e mantuuLenonen

hielo haóta el momentode ¿u wtéuzaoáón con el objeto de duarte/L el

meoónéento .

3 14

DI - MEDICIONES DE INCORPORACION DE URACILO ( H), LEUCINA ( C) Y
3

URIDINA ( H)

La ¿ncoILponaulo'n de. Macu/Manu de La ¿[Mau de RNA

y matan“ ¿e ¡Leauzó¿ncubandow:sz de 100¡d de cubuvo hacía
Iuiano con Zu canadadu de pucca/uan nadioaouvo, ya Aaa unaulo ( H),

wuldüta (3H) o ¿encina (NC) que ¿e detalla en cadapaóa. El volumen 6g

nat vu: valu'abie ¿mt/Le110 y 120¡al y uta ¿nucado en cada expvuünen

to.

Luegode amp“ vazuLaqu de incubación a 37°C, Ae de

tuvo ¿a neacoéón pon agnegado de 4 mi de ácido vudonoaCWCo 5%y ¿e

¿LU/L6a mava de ¿Lu/LM de mLt/Locwúoaa (Sdecüon, S 80,- 0,45¡u de

pana) upo A-k'Lüpoae.Se Lavó dos veces máó con iguala ponulonu dd

nulómodudo y ¿e Inti/L6 el ¿df/Lo, donde queda/Landetenida laó bacte

Iulaó ¡wm y ¿tu ¿“tancia que ¿e habia/ton ¿molubMado pOIL«lg/Lega

do del dudo.

1.04"uempM cmo" o bancas ¿e neaüzanon un ¿incubación



agnegando ¿Lmuitdnemnente el nadLoactávo y el TCApana detenen la neag

ción ¿obne la aizcuota de cultLvo.

L04 6¿lxno¿ conteniendo ei RNAy ¿a pnoteínaó que de tal

¿onmahan ¿ido deónatunal¿zadao y pnec¿p¿1ada¿, ¿e ¿ecanon bajo ZáMpana

¿n6nannoja.

Loo emayoo ’LQGLCZQdOóen ¿a ¿clima due/apta ¿on ¡Lemo

duoébieó con un mugen de Won no magon del 5%, ¿o que ¿e ha comp/Labs

do en expMewtoo dumoüadoo pon duplicado y Mpucado.

3

02 - MEDICIONES DEL TRANSPORTE 0 CAPTACION TOTAL DE URACILO ( H) 0
3

URIDINA ( H)

La ¿nconpanación total de unac¿io (SH) o unLdLna (3H)

a bactvu’ao enana/5 ¿e midió en mac:th de 100¡La de cuLtivoA de

E.coi¿. Eóta ¿nconponación incluye no ¿olamcnte el matenLaLligado a

compueózoomacnomoiecuianeó pnecepizabieó pon ácido tn¿clonoacét¿co 6¿_

no ademáó el conjunto de mezaboliloó del "pool" ¿alub2e.

Dondeno ¿e indique que ¿e tanta de matchiai ¿nooluble

en ácido tnLcZonoacetáco debená ¿uponefióe que ¿e mide la ¿nconponación

total.

La defiuenu’a expeiuhenxal con el pnocedimienxodüaüg

do en v: conoLotLó ¿andamentalmente en que aquí el ¿Llinado pon papel

de nitnoceluioóa ¿e nealizó luego de d¿iu¿n la mezcla de neacción con

tenáendo ¿a óuopenóión de bacteniao con 4 mi de medio de cult4uo enánág

20



do ¿nine 0° y 4° C, lavando el tubo doo UCCCómá¿ con ¿gual cantidad

del mLómomedLo de cuitLvo 61(0, ¿o que peMnCte nonouen La nadioacti

dead no ¿neonponada. Eóte paocedimiento ¿e hizo en ¿nio y con la ma

yon celen¿dad peóábie a ¿in de no penmizán mayoAmenteel ¿lujo de maig

dial mancado hacia el extenioa de ¿a célula. Ademábel tiempo de ¿LL

tnado ¿ue conAtante pana indo¿ ¿06 IubOA de cnbayo incubadOA.

Loa 6¿ano¿ de nLIAOcelu204a conteniendo adhenádos en

¿Ate caáo ZaA bacxenáaó entenaó con todo el mateALaLnad¿oacz¿vo ¿n

conponado en ¿a ¿ntea¿0n, ¿e ¿ecanon bajo láhpana ¿náaanaoja.

D3 - MEDIDA DE LA RADIOACT I VIDAD INCORPORADA

Loa ¿Lizao¿ de n¿taoceluio¿a A2606¿e coiocanon en via

Ze4 plábtic06 y ¿e agnegó ¿iquido de centeileo conótituído pon toiueno

y 4 g/L de Omnifiiaoa. Se contó en un contadon de centeilao Líquido

Pachand TnL-canb modelo L con una eóLcLencLa del 30 al 50%.



RESULTADOS



EFECTO DEL AMP CICLICO EN EL CRECIMIENTO DE ESCHERICHIA COLI

EZ pode/L¿mata/Lia del AMP¿(cuco ¿ob/Le d cncu’nu’eg

to de uaIuLaAcepa/s de ¿sake/(¿dm coa ha ado objeto de ¿studio en

mat/Lo (abandono.

Fnecumtemewte¿e M26 ¿a cepa HM 3000, que mag

vada en mecüo mínimo con glucwsa daba un uempo de gene/¿admin de auc

dedon.de 60 a 63 minutas. EL www panaluo en que ¿e había agILegado

AMPcíclico en concrmt/Lau'ón 5 mM¿anal ¿e dupücaba en ¿LE/Lededande

90 "¡LIth (Ue/L¿Lgu/uz I).

Reóulxaba ¿nteneóante delennúnan ¿o¿ mecani¿mo¿ que ¿e

aáeotaban a vau’, moüculan, DLme de dugLOAa/Lel eóecto ganan].

obóe/wado a uuu: de c/Lecóúenxo.



Uensía’ad'(¿or/cao.56077777.

3'00¡zo ¡to

M/NUTOS
¿o

F/‘g. I
Eáecxa del AMP¿{cuco en el cnecóniento de E.cou o un AMPcíclico o con
AMPcích’ca 5 mM. LaA Mecha/s ¿ndican ¿04 amp“ a K023que ¿e ¿ama/wn au
cuotaA de ¿(M cuLtévM ¡oa/Ladote/Mmm velooédad de Mutua de RNAy ¡onoturnó.
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LSTUUIO Ul LA VlLOClUAU DL SINTESIS DL EJA V PPOTCINAS

A ¿Lu de eótudian La vetoc4dad de ¿inteóib de RNAy pag

tuna/5 compa/Laüvamente en 205 cui/tivas neaüzadms con y Min el agncgg

do de AMPcíclico, ¿e tomanon alícuotas de 105 m¿¿mo¿ a ¿04 tiemp04 ¿g

dócadm pon (¿a/s ¿Keduu “¿ga/La 1) .

Lna ¿acxxble que al ¿natanóe de bacten¿a¿ que apanenzg

mente,po¿eían un a¿pecto nonmazal micñ05copio óptho, Zaó culizvadaó

en pneáencia de AMPcíclico Iuv¿enan un conienido de RNAtotal pon bag

temáa ¿emejanxe a lab no Laatada¿. Sin anbango, ana neceóanLO mcd¿n la

ueloc¿dad de ¿inieóió de RNA,haciendo ¿nconponación de pnecunóoneó mag

cadOA a tiempOA contab.

tn la 6¿guna 2 es dabke obóenvan que la velocidad de ¿g

conponacéón de unau’to (3H) a mate/uni: ¿mobbie en TCAutá thlónLCnuí

da en ¿a6 atícuotaá del cuZILVOcnec¿do en pneóenCLa de AMPciccho. DE

be notanáe que en ei expea¿mento conneópond¿ente a ¿o¿ 75 m¿nuxo¿ de

cuitivo, ¿a d¿6enenc¿a eA muy pequeña, ¿o que a Au vez coanide con un

eóecto cam; nuio en ¿e c/Leu'nu‘enxohasta ¿se üwtante.

(¿te nebultado hace ¿uponen ¿a neceóidad de ¿a penmaneg

ala de canto ¿(empode contacto de la hac/tardacon el nudéoüdo

co pana man¿áeóta14e La acción del MÁAMO.

Reóuizaba ¿694cc penóan, que ¿i ¿a velocidad de Aínte4¿¿

de RNA,mecu'dapoll ¿a ¿nconponauón de Macao a matme ¿moiubie en

24
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HG. 2: [Mutua de ¿a velocidad de ¿[Mesa de RNA.

EMayoó de ¿nconponación de unacüo (3M)a ma/tvulal ¿mataba en

TCAen ¿amm de cuLüuaA de Eóche/uldu'a coa HM 3000 (ve/L¿í

gwm 1.). A: 75 nuLn.; B: 105 nuln; C: 165 nu’n. y D: 195 mm” EZ eg

¿ago con/ame 100M de bacte/uLaA con mula (3M): 7 ¡4M27500 cpm/

nnol’. en un voiwnen 6431111de HSM. Odin ¿Ig/Legadode AMPcíoaco.

O con AMPcíclico 5 mMen el M00.

HG. 3: Medición de velou’dad de ¿(uuu de pILotu'nM.

ExpMenIo/s de ¿nconponaaón de Leuu'na ( C) a mate/ud ¿molu

bZe en TCA.Se toma/LanaLCcuotaA de auf/av“ de Eódtelu'chia coa

(¿ngta 1) a das/uni“ amp“, ¿macade en La ¿igwta 2. Ei ¿Mg

yo ¿e neauzó con 100 ¡LCde baotma/s, Zeuu'na ( C): 40 ¿1M

248000 cpm/moi en un volumen ¿Unai de 115Mi. o un agnegadM de

AMPcícLLco. o con AMP¿(cuco 5 mH en ei cuLüva.
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TCA¿alaba aóeciada, ¿caia pnobabie que io eAiuvieña en paaiicuian, ¿a

conaeipondienie a ¿a ¿nacción de RNAmenóajeao cago "tunnouen" 24 aiin.

En conáecuencia aaa neceáaaio analizan ia veiocidad de ¿inieóió paciei

ca en ¿ai núimaó condicioneó en que ¿e habia obóenvado ia inhibición de

ia captación de uaaciio.

Conla incoaponación de ieucina (14€) utilizado en vin

iud de ¿a via dinecia de paaiicipación en ¿a bio¿inie¿i¿ de pacieinaó,

¿e ¿iguicaon canvai de iiempa en aiicuoiaA de ¿nó cultiv06 extaaido¿ a

¿04 tiemp04 indicado¿ (¿iguna 3). Aqui ya no ¿e obóenua eáecio alguno

dei AMPciciico a cite nivel.

En conciuáión, ei neiuiiado obócavado a nivel de incoa

poaación de paecunóoneó ai RNAno aeóiejaaia pnebabiemenie una ¿inte

óiA de RNAaáeciada, lo que habnia ináluido en La ¿inieóió pacieica, bi

no ini vez un eáecio paimaaio a nivel de captación del uaaciio.

En cite caia ia ¿inie¿i¿ neai de RNAno puede medinóe,

¿ino ia que paoviene dei unaciio mancadoinconponado y el ¿ficcio obóqg

vado en ei iegundo paóo: ótheAiA de RNA,¿caia ¿óio conóecuencia dei

pnoducido a nivel de ia peAmeabiiidad pana ei unaciio.



EXPERIMENTOS COMPARATIVOS DE INCORPORACION DE URACILO RADIOACTIVO POR

MEDICIONES DE TRANSPORTE

Con a fiin de dote/manu 44' La que ¿e encuenüa aLteJLado

pon el AMPcíclico u el MaMpOÍLtede Macao a nivel de membnanao la

¿nconponau'ón dd pucwtóo/L al RNA,¿e paocedió a calculan. la captau‘ón

de unacjlo en la filmación de metabobfló Aoiublu en TCA.Haaendo med4L=

céonu de man/¿ponte de unacuo a naaa de ¿a membILanade la baotvu'a

viviente ¿egún ¿e ¿nuca en ¿a ¿ecaón DZde malvada y müodOó, ¿ue

peóibie obtenu ¿a4 <1va de ¿{empocomupondientu a La ¿luce/¿ón¿g

Zubia pon dise/Lch ¿nine hu cpmtotales ¿nconponadalsy ¿ws COMuPOE

¿Lenta a nata/ud ¿mataba en TCAen cada momento(aga/La 4).

Puede amada/ue que ¿a velocidad de anonponau‘ón de u

nau'io a ¿a Macuo'n ¿viable utá Lambáéndx’Amandeapon acción dei AMP

¿Cauca ag/Legadoal chx‘vo.

En pnuencxla del anabL'óa'co uáampioc'na (29), (30), ¿a

Lru'u'aulón de cadenaó de RNAutá bloqueada pau ¿se ¿inhibe la urulón de

la RNApOLÚHULaAaa ¿02s ¿MM pnomotone/s del DNA. Si ei ¿{acia dei AMP

¿{cuco ¿ue/Laa vad dd rampante de wmu‘io y no ¿ohne la ¿”nea/¿pong

ción del mew/won al RNA¿(Z/Líadable de espe/um que en bacte/u‘aó Maig:

daA con el antc'báóuco las déáucnoáaó confirma/Lanapneu'ándou.

A¿al eóecxo ¿e munwbmw a 37°Calícuota de ¿04 eng

üvOó en pnuenaa del anubióuco cuado, a ¿in de punuw que condg

29



yan ¿a4 molieculia/s de RNA¿midade Luego ¿e me'diá en dCC'JlMalícuota/5

¿a ¿nconpanación total de unaciio (SH) y ¿a ¿náolubie en TCA(¿Lguna 5).

EL eáecto a nLuei de penmeab¿i¿dad ¿A bien neto en cond¿c¿one¿ en que

la ¿ínteóiá de RNAeó pndttácwnente nuia.

Sobne ¿a baóe del último expenimenzo ¿e puede ¿ntuLn

que ¿a dióanución de la ¿nconponacián del pnecunAon al RNAen pneáencáa

de AMPcíccho (¿iguna 4) ¿ó ¿implemente ¿a conóecuencia de ¿a menon ¿g

conponac¿ón de unaciio en la ¿nacción ¿oiubce. EAiD¿caía c¿ento ¿Lon

pne que ¿a veiocidad de maacac¿án del RNA¿uena ¿Lempne pnoponcionai a

la nuncacióh de ¿a 6nacc¿6n Aolubie, ¿ndependLentemente de la pneóencia

o no de AMPcíclico en el culiiuo.
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HG. 4: Expvuúnenxm compa/wav“ de ¿neonponacéo'n de mula ¡LadJLg

aoüvo pon med¿c¿onu de Mampoue.

Se toman alícuota/5 de cuLa‘vm de Beau “6h. 3000 en glucosa 50 mH.

El ¿mago con/tiene 100ul de bactvúaó,“ amaban con macizo ¡3H)=

9 AIM44000 cpm/moi en un vollumen 60ml de 115M. A. Se 54'.qu la

técm’ca detallada en ¿ws Mcu’onu DZ - U3 de Hate/Malu y Alaodozs.

B. Se ÍLCGLCZCU‘!¿egún DI en fuga/L de 02 de Hazte/uuu y “¿104104. C.

¿e obtiene pon déáuenu'a ent/Lc ¿04 vale/uu de ¿tu ondenadws comeí

pondéenxeó a A. g B. nupeotévwnente.

O 6an AMPcioüco. O con AMP¿(cuco 5 mM.

HG. 5: txpe/u'merLtOAde ¿nconponau’ón de amado (3H) en pnuenu’a

de lulóampiu'na. I ¡sin AMPcícüco. El con AMPcíclico 5 mH.

A. Idem a La aga/La 4.A. con el «¡g/Legadode uównp¿c¿na 10- H 641

nai. B. Idem a ¿la ÉÁQWLCL4.8. con el agnegado de uómpLoCna 10-331

anal. En ambo»;cmo/5 el anubióuco ¿e indaga anteó del ¿Mayo en

¿o que ¿se denomina una pne-¿ncubau’ón de ¡0 min. (um texto).

FIG. 6: Nivel en que ac/túa et AMP¿{cuco

Con daras de 204 expe/u'mentols detallada/.5 en ¿419mm 4 y (¿ga/La 5 ¿e

comi/Lage ute g/Lááuzo¿egún ¿e ¿maca en el texto. Sin AMPcíclico:

o Luca/Lponau'óntotal, A ¿nacaón óolublle, El¿'ncanponaoéóntotal

con usampLMna, v ¿mcaón Aolfiubiecon uáampiulna. con AMP“cuco:

o ¿nconponau’óntotal, A ¿nacuón Matute, I ¿neonponau’óntotal

con Miáwanu'na, v ¿mación Aoiubie con uóampaécxina.
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NIVtL EN (¿UL ACTUA EL AMP CICLICO

¿xx/ste una 60mm concluyente de demana/t que ef. n1ccaru_',s

mo aáecxado pon el AMPcíclico u en este. cmo ¿E de 11apMmeabüa’dad

celda/L y no el de la ¿{nte/54'25de PNA.

En la Mgwuz6 ¿e gmucó Ea udocádad de ¿(Mau de.

RNA(m (Sanción de la cap/tación total de. Macao ¡Ladc'oacüvo o en l4am

chón de la coMeApondLenxeai "pod" ¿ofublïe Wizando ¿04 datms dc

¿a4 aga/Lab 4 q 5. De ute gnááico ¿se dumende que loa puntm comeí

pondéenxu a ¿04 CMVOA neafizadm en awsenu’a o en pue/senda de AMP

¿(cuco no ¿620 muera/Lanuna dependenu’a lineal de ¿a ¿{Meu/3 de RNA

con la ¿nconponaaón del pnecwuson ma/Lcado,una que dicha dependanu‘a

u ¿a mama en pnuenula o en aucnu‘a del rmcléoüdo cíclico: ¿04 va

¿oneó ¿on puma de ¿a mima ¡tecla en ambob cMOó.

Pon el cant/Lana, ¿4' ¿mama un eáec/to de AMP¿(cuco

a vulva; de ¿{nte/su de RNAtotal ¿e obtend/u’an uazohu de ¿a veiou'dad

de dicha ¿(uuu que emma/Lian en una nec/ta de pendLewte menoILen el

caóo de ¿04 cuLtc'vM con AMPcíclico.

En pauenu’a de uáampiuína en el emago, Zaó Mota/s ¿son

eau: coincidente/5 dado que Ka ¿[MMM dc PNA¡Le/sidad es muy pequeña.

Lau conclusiones obtenida/s al compa/Lannuubtadm de Qué

¿(UM con o un el «Ig/Legadode AMPcíclico en pnuenu’a de Máwnm'u'na,

¿on equivalentes a ¿cu expucadaó anima/uncue.
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ESTUDIO DE LAS DIFERENTES FUENTES DE CARBONO

Como¿e aumentó ¡mw/¿amante el ¿ácaro del AMPcíclico 60_

bue el caec¿m¿enxobaclanano eAtá cond¿c¿onado pon el tipo de ¿acute

de canbono uz¿i¿zada en el cu¿t¿vo (15). Pon oiha pauta, el enechLento

de ¿06 cuiziuo4 de Eóchanichia coli en laó diáenenteó ¿uenIeA de canbg

no ¿Aid canacxemizado pon un n¿uei Lntnacelulan de AMPcícLLCO d¿ót¿nto

en cada ca¿o.

Lo¿ hLdnazo¿ de canbono que como la ginecóa pnoducen ng

pneáióh caxabólica de la AíhteAÁAde enzimaó ¿ndaciblzó pnoveen compa

natiuamente vaioneó menoneó de la concentnación de AMPcícl¿co. En gli

canal ¿e t¿ene una concentnación del nucleótido cíclico de 5 nmoieá/g

puc húmedo;en glucom 0,5 mola/g puc húnedo y en pÜLuuatoahededon

de 1,3 nmoieá/g peáo húhedo (8).

En conce/Ldancc'acon uta, ¡solamente en condiulonu de eué

¿Lua que deteannan un n¿uei ¿ntnaceiuian bajo de AMPcícláco ¿A po¿¿b¿e

obóenvaa una d¿¿m¿nuc¿6n del cnccúnáenio pon el nuciéotido agnegado en

el culiivo. Tai e¿ el caóo que opena cuando¿e utilea ginecóa o anuvg

to cama ¿atente de ca/Lbono.

Sobne abia babe Zo¿ expenimentOA de ¿nconponación de ung

cLLo nadioacz¿vo con aiicuótaó de cuix¿v04 de E.co¿¿ Hón 3000 cfieCÁdOÓ

en medio mihinv ¿aiino con gluco¿a, ¿e deAannollanon campanaILvamente

con laó de 01h04 obtenLdOAde d¿uen¿a4 6aente4 de canbono a ¿aben, gi¿
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Eótudc’o de ¿a4 dÁóC’LQJthA ¿acentos de ca/Lbano.
pre/u'nmmtoa» de Mamma/te de. Maule (3H) en baotma/s cuLuvadaA en: A. en
gZuCOAa25 mM, B. Aucu’nwto 25 mM. Emaga: 100M de hac/ima, .+ (¿modo (3H)
7,uM 27500 cpm/runoi en un vozumen ¿Mali de 115,411. O un adiciona. o con AMP
CCC/¿CCC 5 mM. ' '
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F19. C yD .
Eótudio de ¿tu dióé/Lewtm ¿uan/tu de ca/Lbono.
ExpuimenIo/sde Mmmm/te de Macao (3H)¿nbaba/Lau muda/3; p. en ga?
ce/Loi 0,5% y C. en mulata 25 mM. Emsayo ¿dem al due/ulpzto en Mg. 7A.-7B.

O ¿in adiciona. o con AMP¿(cuco 5 mM.
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emi, “comun, mulata. En 941604uu úuónm uuu no ¿e obóe/wa

¿fiesta de AMP¿(cuco a nivel de ¿nconponaulón de Maule cama tampo

co ¿e cadencia amerita aiguno del tiempo de dupucacxón “¿gana 7),

(15).



CONTROL DE POSIBLE INTERFERENCIA

Un contact neceóanio de deótacan en eóte punto e4 el que

¿e hLzo en neixenado¿ expenimenxoó agnegando AMPe¿c¿¿co en concentna

u'ón 5 mM¿Lnai en ¿M ensaya de ¿nconponau‘ón de modo, en ¿agan de

cultLvan ¿a4 bacten¿a4 en ¿u pneóeneia.

Se tomanon alícnotaó de cultLúoA de E.col¿ Hón 3000 en

medio mínimo con glucoba que no contenían otno agnegado y ¿e pnoced¿6

a ¿ncluin el nucleot¿do cíclico en el momentode hacen ¿o pnopio con el

unacuo (3H).

En la ¿Lguna 8, ¿e obóenua que ¿a velocidad de ¿neonpong

ción de la baóe p¿n¿m¿d¿n¿ca ¿A ¿denLLca en eate último cano, a ¿a co

nneópond¿enze al cultivo cnec¿do y en¿ayado ¿in AMPcíciáeo.

Se elimina en cota ¿onma la pOALbLLLdadde una ¿ntenáe

nenc¿a competátLua o de ozna índole pon ponte del AMPcíclico ¿ohne La

captacLón del unacilo a tnav66 de la membnanabacteniana.

Pana obtenen un eóecto ¿Lnai a nLueZ de penmeabilidad

ceiuian eA neeeAanio que el nucleotido cíci¿co ¿e agnegue al medio de

cultivo y que ¿a bactenLa ¿41€ en contacto con ei mLAmodunante cLento

táenmo (1 a 2 genenacioneó), como¿L ¿nena neceóania la ¿inxz4¿¿ de ag

gana pnoteína o ¿acton negulatonio.
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HG. 8: Cant/Lolide poubie ¿MMM/tencia.

Inconponaaón de amado (3H) en alícuota/5 de Eóchmdvéa coa www“

vadaó Min AMPcioüco: o un y A con ¿C agnegado de AMP¿(cuco

5 mMde concenI/Lacéón ¿wal en el eri/saga. Gaete/um: 100/42.,unau’fc

(3H) 7 ¡uu 27500 cpm/moi en un volumen ¿wal de “5,4113.



CURVA DE CONCENTRACION DE AMP CICLICO

La concenznaciok ¿ninaccluiaa de AMPcíctáco pana bac

te/LL'M meu'daó en medc'o ¿mano con glucwsa ¿ó del anden de 10-7 M y

alcanza un "¡amm de 10- M en auAencc'a del azúca/L (14) (31).

[4 daba obóe/wan ¿Lu emba/Lgo,que [04 "¿vela "¿que/ul

dwsdel nucleo'udo ¿{cuco pana obtenga ¿notas dude ¿um de la bag

¡te/¡La¿on Máóelevada. Pana ¡Lean (a nepnuión catabo'uca en {5.0.2

u HóIL3000 ¿e debe agnega/L AMPcíclico a una concent/Lauón dd anden

de 5 mM(8). Els/ta ¿ó debido a ¿a baja penmeabáudad bacxmana pana

el nudeóado y a ¡la pnuenaa de ¿cóóocuutua/sa upccifiica que ¿o dg

gnada.

En la aga/La 9A ¿e nepnuemtan las cwwaó de ¿campo

pana ¿a ¿neo/LponaCÁÓntotal de wLau'Zo (3M) en mua)“ c/Leoc'doa en

muenaa de manta/s canadadu de AMP¿{cuco vau'abiu ent/Lc0 y 10

mM.La pencüente de la azota defiine en cada caAo la velocidad de capig

own de mazo, que u mena/t a medáda que aumenta el nivel; de AMPci.

cuco.

Eótob valia/Lu volcadcw en un gnááico en cuya/5 abcuaó ¿e

¡Lepnuenm la concemaaón det nudeáudo dan oulgen a una ¡mol/¿bola

que ¿e hace. M111161101 (¡Siga/La9B). La mitad de ¿a culminación de la ug

Lou’dad de cap/tación de unau’io ¿e abuene con un valen de auededon de

1,5 mMde AMPcicaco. Con 5 mMel AMPcioüco pnuenta ga ¿u eóeoto

máuhaoa una de pumeabiudad de la célula.

43



6 oï’———‘" WaI

Urací/o(BH)¡near/Dorado(77Malas/mí)

\IPÜ
v1Nss3‘333

D / g
¡,5 ' 'o °/

A A
Cl. _/
A
O

0 í ¿ ¡o ¡2
M/NU 7-05

F79.9.A
(Tu/wa de concenMau’ón de AMPcial/Cao.
unáááco de ¿nconponación .totak de mac/¿'20 (3l{)en ¿une/¿ón del ¿denme
¡Ja/La eau/¿vas de, ¡{j/L 3000 en gfucoóa con camdade/s ua/uLabte/s de AMP
¿(cuco ent/Le 0 y 10 mM. ¿Mag/o: 100 ,ul de hacian/¿cua üevadazs a ¿gurú
dQMLda'd ¿pum + mac/¿17.0 (3H)7 ,uM 27500 cpm/muak en un volumen ¿ami
de HSM.
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Ve/ocidaddeCapfacio'ndeUrací/o(n¡no/es/m/main)

9es

33

í í É ¡o

CONC. AMP CI'C/¡Co(MM)
F79. 9.3.

Culwa de concenüau‘ón de. AMPoíouco.
Gruíóxlcode velocidad ¿ne/¿al de cap/tauórz de azulado (3H) ¿n ¿anual de ¿a con
cemacéón de AMPcíclico. La/svdooédadezs ¿nadie/s ¿e abuenen de ¿a ¿liga/La
9.A. (ue/Ltexto).
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CONTROL DE INCORPORACION DE URACI L0 EN CULTIVOS DE ESCHERICHIA COLI

CRECZDOS A MENOR TEMPERATURA

Unade ZM muuonu máA¿"matanza a nuotue/L u ¿4;

¿a ¿inhibición dei Mmm/ute de _u/Lac,¿1’.opon el AHP¿(cuco u la comas

cuencia del mena/L¿nacimiento de ZM hada/¡Lab en pauenu’a de ute ¿Lg

Lima,- o pon el canina/do, 44; uno de 2025 ¿acto/Lu que doteILnuLnan¿a ue

Locaidadde meu’núento u ¿a magnLtud del Mampomte de pnecwusonu, en

uta caóoupccíüco del Maule.

Una¿camade dduu'dan uta aLtelmauua de cama-eseoto

¿mía due/tan de algún modoel memenxo de ¿04 Mm pon ¿a va

uaoéón de algún ¿acton manto del AMPcíclico y obóe/wa/Lque oca/me

a uuu del rampante. Pon ejemplo ¿4' luego de diAnLinuí/LLa velocidad

de c/neoünc‘ento¿e obóe/wa que el ¡Aurum/ute no dunu'nuye, podluía pensa/L

¿e que ute (¡Mimo pa/LámeI/Lono u neceAa/Liamenxeuna ¿anexión del pu

nie/L0.

Como¿e obóe/wa en ¿a ¿xLQu/La10 ei rampante de Macao

u ¿ndependeente de La velocidad de mamen/to de La bucle/ua. SL bien

a 35° y 33 ° C ¿e abuenen 1,621an de dupücau’ón que ¿se ace/¿can a ¿04

comupondáenxu a cuLtéuws agudas a 37°C en pita/senda de AMPcícüca,

La ¿nea/Lponau'ón de Macao (SH) no ua/Lía en ¿ab cuLüvots hechm a €11.65

¡Lenta IÜI1PULWM.

En La tabla 1 ¿e detallan ¿04 amp“ de gene/Lauón obtg
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ruLdOAa dde/Lenta ¿empatan/uu y el comupondéemte al cuLüuo en pag

¿anula de AMPcíclico a 37°C.

TABLA 1

TEMPERATURA AMP CICLICO TIEMPO DE DUPLIC (MIN)

37°C ¿4

37°C 90

35°C 75

33°C 82

Se puede deducx/L poh. ¿o tanto, que el eáecto del AMP

cloaca a m‘vd de pumeabiüdad no ¿ó me/Laconsecuencia de un ¿Lona

mena/Lde Macbm’ewto en este caw, una que u ¿rgdependiente del mas

mo.

FIG. 10: Expe/LúnerLCOóde ¿nconpanau‘ón de wLacLio (3H) en Leva HM 1100
m en mediamínimocongiucom 20mMa manta tempvwxwws.

O 37°C El 35°C A 333€ un agnegado de AMPcloaca, y a 37°C O
con AMP¿(caca 5 mM641ml. ALícuotaA de 100,411 de bactvu'aó llevada/s a
¿igual demidad óptica + Mau/Co (3M) Lux-.4 30000 cpn/nmot en un volumen
¿Luci de ¡15 ,ul.
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ESPECIFICIDAD DEL EFECTO DEL AMP CICLICO

Ei (lg/Legado de ATP, ADPo AMPa WUOÓ de Eóchvuldula

coa HM. 1100 no aLte/La el ¡Lama de mecánéenio de (¿01smumms (15) .

MMM, dichas¿sustanciasqueummwm ¿e ¿IAE

mejan al AMP¿Cauca no pnuentan ¿navidad depnuona de ¿a pweabiLg

dad batuta/¿Lana (tabla 2) .

TABLA 2

TIEMPO DE SIN AMP

ENSAYO AGREGADO CICLICO AMP ADP ATP

(MIN) nmolu ¿nc:onponado¿s/D.0 a 560 nm

2 0,13 0,03 0,14 0,11 0,10

4 0,27 0,17 0,29 0,23 0,24

6 0,41 0,25 0,42 0,38

10 0,69 0,43 0,01 0,71

Tabla 2- Eópeu'áiuldad del eáecto dd AMPcícuco :Inconponaoéón tg

tal de. Maule (3M) en alícuota de 100,411de bado/141MaLquadaó en me

d¿o con glucom y ¿04 ag/Legadu detallada en cada caAo. Macao (3H): 7 ¡1M

27500 cpu/moi en HSIuZ de volumen ¿UML
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Eóto demueótnaque la th¿b¿c¿6n de ¿a peuneabiiidad pon

pauta del AMPciccho no ¿e debe a un ¿enáneno tóxáco ¿ohne la bacte

n¿a; ya que io¿ análogo¿ eóznucxunaieA dei mLómoen igual concentnacáón

no tienen achón alguna. Pon ende, ¿e ¿nata de una acción ¿ópecífiica

del nucieótádo cíclico no neemplazabie pon ¿uótanciaó de ¿óhmula¿imi

lan.

Aóinuinwdebe necondanóc que La total viabilidad de ¿nó

bacten¿a¿ ¿natadaó con AMPcíciáco ¿ue contaolada pon necuento de co

lon¿a¿ en agan y ¿e compnobóLa ¿nex¿¿tenc¿a de un pOóLbZeeóecto tóyg

co del nacieótádo.



MECANISMO DE ACCION DEL AMP CICLICO

Como ¿e mencionó antenionmente, en bacteniaó el CAP

eA La pnotetna neceptvna del AMPCicLLco. EL complejo CAP- AMPcí

clico tiene ¿a habilidad de unánóe ai DNA,con una aáinidad muchomg

yan que CAPl¿bne. Eóta unión de CAP- AMPcícláco al DNA¿e efiectúa

a nivel del Kocuó pnomoton de ¿04 openoneA nepne¿¿ble¿ pon catabolL

IDA y e¿ un nequióito ¿undamenxal pana que ¿e ¿nÁcLe ez pnoceóo de

¿aanócnipc¿ón de Zac citadoA openoneó pon pante de La RNApolimenaóa

(32) (33). Eó pon ello que todo eóecto del AMPcíclico en que el CAP

¿ntenviene ¿e veniáica a nivel de Inanócnipción geneILca y vicevenáa.

A ¿in de ¿nveózigan el mecaniómo de acción del AMP

cíclico en el Inanóponte dei unacLZo, ¿e utiiázó una cepa mutante de

E.col¿ Hán 1100 que Penlman y Paátan deALgnanon como PP 47 (ven Mate

niaieó y Metodo¿). Eóta mutante 2A CAP_0 Aca que no pnoduce pnoteí

na necepzona det AMPcíclico.

Un eótudio companativo con ¿a cepa panental PPá (Hgn

1100) demueótaa que en la mutante CAP-no ¿Lene ¿agan la ¿educción de

La penmeaDLPLdad¿nente al unac¿io pon accáón del AMPcíclico (¿Lgunaó

IIA-IIB).

Eótü ¿ndica que el mecan¿¿mo de acc¿ón del eóecxvn AMP

cícicco ocunne pnobablemente también en eóte caóo a Inavéó de ¿a pag

teína neceptona CAP, a návei de ¿AaHACÁÁPCLÓngenetica (34).
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Macau/¿mo de ace/¿ón du AMPcicaco.
TnaMpOIute de unau’lo en E.coL¿ HM 5333 CAP- cuwuada en med/¿omínimo con
glucosa y caóaminodc/¿doó 0,1%. Expe/u'mewto idéntico al de (¿a ¿Lgu/La H-A.

O ¿in AMPcícüco. O con AMP¿(cuco 5 mM. '
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A d¿6encnc¿a de to que ocunne en el caóo de la enzinm¿

¿nduc¿bie¿ cuya ¿aneóib 2A pnomodea pan el AMPcíclico en pneóenc¿a

de CAP(5), aquí Za/¿ pnoteína/ó encangada/b de ¿aciiitan el Inan¿po¿

te de unaciio ¿e ¿intet¿zanía men06. E412¿caía el caáo de un contact

negaziva.

Podaía ocunnxn ¿in embangoque pon eóecto del comple

jo CAP- AMPcíclico ¿e e¿timulana la ¿ínteaió de un ¿actua pnote¿

co que a ¿a vez conxaoiana ¿a penmeabLZLdadpana cieaI04 pnecua¿oneóz

EAIDya ¿mplicanía la exiótenc¿a de un contact po¿¿t¿vo.



ESTUDIO DE LA CEPA DEFICIENTE EN ADENILATO CICLASA

EZ nivel endógeno de AMPcíclico en la bactenLa eózá

negulado pon inc4 mecaniAmOAdááenenteóz a) contaol de ¿u ¿intea¿4;

b) cantaoz de ¿a degnadacLán g c) expuláión de ¿a célula.

Laó enzimas que analizan ¿OAp/wceAM a) y b) ¿on La

ademlato ada/sa g La ¿encuesta/¿44a ¿“pee/uvmwte. Fabtandocuag

qu¿ena de eóaó enz¿ma4 el metabolLAmobacteniano ¿e alzena y ¿a bac

teñia mueótna un compoaxnmientomuy dLótinto ante déven¿o¿ ¿aczoneó

nupecto de ¿ws cepaAóaivajeó panentaZu.

En ¿a cepa CA 8306 (VM Mate/uuu y Müodm) una mu

tante ciclaáa ncgaiïva (cga') (28) ex¿¿te una detec¿6n en el gen co

nneópondiente a ¿a aden¿iato chLaóa de modo que canece de AMPcícfig

co pon auóencLa de La ensza que lo 4Ln1etiza. EL cnecimiento de 2A

ta bactenLa QA¿mpoóibie en fluenteó de canbono cuyo¿ openoneA ¿on ¿n

ducLbZeAa menOAque ¿e ¿upiemente el medio de cultivo con una pequg

ña cantidad de AMPcloaca (0,1 a 0,5 mM).

Dada ¿a au¿enc¿a total de AMPcicl¿co, ¿e ¿Apenanía en

eóta muxnnze que la ¿nconponacLón de pnecunóoneó ¿uena campanaxiua

mente mayanque en ¿a cepa panentai que cont¿ene una cienta canILdad

det nucleóz¿do. Eóo ¿á ¿o que e5ec1Lvamente ocunníó en la captación
3

de unac¿io ( H) (64guna 12).
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EzsztudLode ¿a cepa deáLaen/te en ademLZan acia/sa.
(¿mayo de Maná cute de camada (3H) en cepas de Beau CA 8000 y CA 8306

F759./2

(cyw) cuLtw a/s en med/¿0mínimo con giucwsa y ca/saminoáu'dm 0,1%.
Aucuotws de ¡oo M de hau:st ¿e ¿ncuba/Loncon ¿mazo (3H) 7/uMsoooa
cpm/mol en un voiumen ¿Mai de 115M. A CA 8306, A CA 8306 con AMP¿{cu
co 5 mM, o CA 8000, O CA 8000 con AMP ¿CCI/¿c0 5 mM. _



En conóecuencia en la cepa CA 8306 (cya ) ¿ó obóen

vabie una mayon dióenencia ¿nine lab cunuaA de tienmo obtenidaá con

cultiv04 en auóenc¿a y en pneóenc¿a de AMPcíclico con ne¿pecto a

laó coaneópondáenxeó a ¿a cepa panentai CA8000.



DETERMINACION DE LA INDUCIBILIDAD DEL SISTEMA DE TRANSPORTE

Eó canaotwlüea de ade/Lim ¿(A/tema de mamsponte ¿a

de ¿e/L ¿nduu'bie pon ¿C metaboU/to Mamma/tado o análogas del mama.

EZ¿Mano actúa cama ¿nduoton de La exp/Luión genátc'ca de (lab enzí'

maó que cataLc'zan ¿a ¿inconponauïóm

Pon ejempfio el ¿Mama de ¿nconponacxlón de ¿a [acata

¿a en E.cou ¿indagala ¿(uuu de au e.an Lnduu'biuqueu

tán cadéóicadaá en el mama ope/Lón;una de wm u la galactóudo

pe/uneaAaque cataüza la captacc'ón dd ¿war/Lazo.Este “¿tema ¿e ¿n

duce pon ¿a pnuencéa de ¿actua u ono/s jÏ-galacxóudM. Pon omo

¿ado aman pucca/MMMque.¿on Unampouadm pon un alterna de Maná

pam COMWUO, que ¿e halla habia/tado en ¿climapwunewte Min

necuidad de ¿en amado. Gene/Latemente¿on ¿diamaó enzimática no

muy upecíóicm que ¿nte/Lvienen en ¿a pejuneabüidad de vaM'OA¿ws

¡Ma/1:06.

E11(La/50del Maaio y (¡I/uu baóeó pwmdínicaó ¿ó pg

co conou'do en ute aspecto. Conu ¿Ut de.dotha/L ALuta baM, ¿ó

Manópontadapon un ¿atenta ¿ndau’blg ¿e Mae/Lan Wu“ de La cg

pa ¿aluan HM 1100 de E. cou en mech ¿auna nLCrLÓnocon glucow con

o ¿Lu el (lg/Legadode AMPcíclico y en doA de ¿(1M ¿e ¿incluyó Maule

0,1 mM. Luego de ¿avadaA y ¿afilada/s (ws bacte/ulaó palta ¡Mueve/L ei

Macao, ¿e nuuzspencüuon en mecuo nLCyu'nwMin agnegado del mumo.
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L04 expenimen104 de Inanóponze con unaciio (3H) mob

Lnado¿ en La tabla 3 neveian que el ¿Látmna de ¿nanóponte de unaci

lo no e¿ ¿nduc¿bie, dado que Zaó ueloc¿dade¿ de captac¿6n dei ¿uátng

to ¿on equivalenteó ¿ndependLentmnente de La pneAencLa dei unacilo en

elvned¿o de cultivo.

Pon ozna punta, Ac neaiizanon algunob QXPCÁÁMQHIOÁ

con la cepa de E.coZ¿ 3040 (una-) que no 2A capaz de ALnIet¿zan el

uaacilo y depende de ¿u aponte exógeno pana cnecea. Eótaó bacxeniaó

luego de co¿echada¿ y neóu4pendidaó en un medLo canente de unaciio,

y ayunadab del pnecunóon pon 45 anuIOA, lo anonponan con mayon avi

dez.

Eb dable obóe/wan aqui también el qee/to depnuon de

la penmeabLZLdadcatalan pnotagon¿zado pon el AMPcíclico agnegado

al cultivo. Pnobabimnente ¿enía neceóanio agnegan mayon cant¿dad de

AMPcícLLco pana obtenga un zócalo companabie con ZaA Oihaó cepaA dg

da ¿a condicáón de ayuno del pnecunóon en eAIa cepa.



.T

¡CEPA ¡DEE.COLI T-IEMPODE URACILO0,1mM un adiu’onu con AMP ¿{cuco
i S mil. ENSAYO como '3

¿ndactolt nmoiu ¿nconpmnacdo ( H)
(MINUTOS) demuad opaca

2 0,13 0,08

4 0,26 0,17

6 No 0,41 0,23

10 0,56 0,41

HM 1100

2 0,14 0,08

4 '51 0,24 0,19
6 0,33 0,26

10 0,54 0,40

como 0.0.un14;manto
2 0,26 0,20

ü 4 0,49 0,29
_3040 31

6 0,64 0,40

10 0,86 0,60

. 3

TABLA3: Captaulón total de modo ( H) en alícuota de cepaó “6/2 1100
y 3040. 32 cütúzá en awsenua o en pue/¿cum de unau‘lo 0,1 mM¿egún ¿e ¿n
déca. Ven detalla en el texto. Baute/UL“: 100/141y Maule (3H) 7/111; 30000
afin/muak en HS LLCde volumen 6014148.
’ E medéo de cuLüvo de ¿a cepa 3040 contiene Maule 0,1 mMy angim'na
20 á/mi que ¿on nequeju'mientolsuenu’aiu.
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ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE TRANSPORTE

Exióten diácnenteó mecanióMOAde ¿nanáponte de ¿uótag

edu a Mauéó de memlnamvscuida/tu. La munuón ¿e baba en comí

duau‘onu mama/s y te/tmod/LnámlcaA,Sab/Lela bwse de ¿ws canadie

nibiicaó tenmod¿nám¿ca¿ del pnoceAO, pueden cataloganóe deb gnupOAde

nncani4nvó: pon un lado, aquélioó que ¿oiamente paoceden a ¿avon de

un gnadéente de concentnac¿6n, y pon el otno aquéllaó que pueden opg

nan en canina de dicho gnadáente, concenznando el ¿oiuto. Pon ¿upuqí

to que ei pnimen QAupono con¿ume enengía mienihaó que ¿L ¿o hace el

¿egundo.

Dentno dei pnimen gnupo ¿e incluyen ¿04 mecaniónwó de

Manwe/ute pon dióuALón ¡aa/sua y poILdéfiuALón¿aqii/tada. Ei Aus/tam

de difiuóióh paALva no nequ¿ene ¿a exiótencáa de ¿¿¿tema¿ enz¿mát¿co¿

g ¿¿mplemente ¿Alá condácionado pon ¿a naiunateza del ¿oiuto. Pon el

caninanio {a diáuóión ¿aciiitada cuenta con un ¿ibizma enzimátáco de

¿hanóponxadoneó o "cannienó" y cinéticamente ¿e compania como un ¿¿¿

tema ¿atunable pon la concentnacáón del batuta. Taleó "cannienó" po

¿zen ¿Ltióó eózeaeoeópecíáLcoó en 204 cuaieó ¿e pnoduce una un¿6h ng

venóible de Zaó óuótanc¿aó a Laan¿pontnn.

En el ¿egundo gnupo ¿e incluyen dOó mecanáómOó: el de

¿nanóponte actLuo y ¿E de ¿nanótocación de gnupOA (35). En amb04 ¿e

nequLene enengía, pena mientnaó que en eZ taan¿ponxe acxávo ¿a m¿4ma
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¿e emplea pana acz¿uan al ¿Lótema Ihanóponiadon, en el Aegundo ¿e ¿a

utiliza palta ¿"Moduu'lt una madááicacxlónquímica en la ¿ws/tancia uan/í

pontada. En eóte últóno caAo, el pnoceóo de ¿nanAponze 2A eóenc¿a1men

te ¿nievenáible y pon ello ¿a ¿nan¿iocac¿6n de gnupo también eó deno

ninada como¿aanóponte vectonLai.

La ¿enALbLZLdad a ¿nhLdeoneó eópecIÓLCOó e¿ una canas

tzmíóxica de 104 ¿Látemaó de Inanóponte medLado,que incluyen a ¿a di

ówsión ¿amada y upcoéaimente a Z045del ¿egundo gILupo.

Lo¿ ¿nh¿b¿done4 pueden ¿en compexxt¿vo¿ de La animada

del Auóznaxoa n¿ve¿ de 204 ¿iiio¿ en ¿a pnotltha "canxizn", bioqueg

doneA de gnupo¿ SH de dichaó pavilínaó ej. NEM, PCMBo de gnupo¿

amino ej. DNFB, etc.

A fiin de canaczemizan el mecaniámo de thanbpante de

unacLLo en E.co¿¿ ¿e ha enáayado el eóecta de dLuen¿o4 ¿nhLdeoneA

(tabla 4). EL anóenáato eA capaz de campexin con el ¿cóóato en la

¿cóáonilación del ADP¿ndeiendo La ¿onmac¿dh de ATP. EZ 2; 4 d¿n¿—

Inoóenol ¿A deóacopiante de la ¿o¿6on¿iac¿ón odeatLva mienxnaó que

la oligomLCLna¿ó un inhibidon de La ¿nanóáenenc¿a de enzagía en el

AiAtema que ¿LnZet¿za ATP en dicha 60¿60n¿iac¿6n. La N-EILL maie¿m¿

da bloquea gnup04 ¿uióhidnilo de laó pnoteínaó.

En mayon o menea gnado Iodo¿ ¿A106 ¿nh¿b¿doneó nebul

tanon eóecxiv04 en ¿44 conccnznacioneó uAadaA, que no ¿on exinemaó,

¿o que ¿ugiene ¿a concluóión de que ¿AtaMOAen pneóencLa de un ¿naná

ponte medLado, pnobablomente act¿uo.
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Sin adic Nuem’aio OUgOchi' 2-4 DNP N - E - M

10‘2 n na 10-3 M 10-3 M 0,5x10’3M

TIEMPO vE 70710166 Mac/(:an (3“) ¿"CO/LpoñadOÓ
ENSAYO

(MINUTOS)

2 0,07 0,04 0,06 0,05 0,005

4 0,14 0,09 0,10 0,08 0,004

6 0,21 0,12 0,15 0,11 0,004

10 0,29 0,20 0,20 0,07 0,005

Tabla 4: EMudLo de La accxïón de ¿muda/Lu

Se nulde ¿nconpanauón total de Mau/Co (3H) a 100111 de E6chvulchia coa

cqu’uadaA en medLo AG con glucoAa 20 mM.

Emayo: Macao (SH) 7‘,uM;30000 cpm/nmoi y ¿06 ¿muda/Lu que ¿e indican

en cada caóo. Volúmen 641ml 120,111.

Técmlca: ¿egún D - D .
2 3
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CINETICA DE LA INCORPORACION UL “RACILO

Ena neceóan¿o canactenizan ei ó¿AIema de ¿nanóponxe de

¿mac/¿llodude d punto de vuta oánüc'co y ademásdotme c6mO¿e

aóecxa dicho ¿iótema pon el agnegado de AMPcíclico a ¿04 culxvaA de

E.col¿.

Lo¿ dazoó de velocidadeó de ¿nconponación de unaciio

(3H) ¿e obtuváenon haciendo cunvaó de tLempo de la captación del pag

cuMon mancudo a diku concenI/Lacxoneódeli mama y dete/mu’nando en

cada caóo la pendiente de ¿a máómaextnapoiada ai onigen.

Conóidenando Zaó velocidade¿¿n¿c¿azg¿ (extaapolando a

xiempo ¿guai a cena) cama exenta4 de e6ecto¿ de ¿azunac¿6h, inhibi

ción pon pnoducto o conóumo de 4aAtdato, ¿e nepneóentauon ZaA MLAnuA

veneuó iaó concentnacLoneó conneópondienteó de unacilo (¿Lguna 13).

Se obtuvo una anetica michae2¿ana de ¿a1unac¿ón to que canacteniza

a un ¿iótema de tuanAponte medLado.

En el gná6¿co de LLnaueauen-Bunh (39) que nepnebenxa

ZaA ¿nvenAaA de velochadeó de ¿neonponac¿ón neóPCCIO de lab inven

4ws de concenI/Lau’oneó de unau'lo (fiigu/La 14), ¿e obAe/wa el eáeeto

del AMPoíoüco ¿ohne ¿a uefiou’dad máxima det ¿Ls/tema, que ¿má/Leuna

dLómánuc¿ón. EZ K (conótante de ñüchaeláó) panánetno c¿n¿t¿co cuya

¿nvenáa m¿de Ea a?¿n¿dad, no ¿e aizena, óu vaion ¿ó de 0,601uM mien

t/La/s que Ea ueluu'dad máwna dezsu’ende de 1,33 a 0,83 nnoleó de wm
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0680 ¿ncanponadm pon minuto, pon unidad de densidad ópüca a 560 nm

y pon ml;de chüvo balde/dana.

Eóztaónuwmdm demueAzt/Lanque La aáüuldad del meca/L

¿on pon ¿su ¿Lao ¿específico en [LamembILanano danuLnuye pon ¿a paueg

cia dd AMPdoüco, atte/mudo“ un emba/LQO,¿a eficiencia del ¿Las

ma de .ÜLaMpoue.



EFECTO DE LA URIUINA SOBRE LA INCORPORACION DE URACILO

LEamm/Lie de nucleóudoó en bactelulaó no ha ado

muy utadéado, y menu aún el de püu'nu'dc'nazso ¿ea mucüna, cuau

na y Lime'wa. Exa/ten evádenu’a/s que demueADLanque ¿e Dunia de un

rampa/ute activo (36) y que ¿io/snuLómobnudeóudaó ¿si/wen como áueg

te de ene/Lgia.

La qu'dALna en Au maya/L ¡Ja/ute ¿A ¿inca/Lponada como nu

cleóuldo ¿maleta g dudobiada a andado y nba/sa 1P en el ¿nte/Léon

de La célula. EE modo e/s exmetado en ¡Ja/ute y ¿a Mbom 1P neta

m’da (37). 012w mecam'Anlo aLteJLnaLe'vo pana ¿a uluLdL'na 2/5 La poubi

üdad de dudaba/ue en Macao y ¿(bo/sa ¡P en el eópau'o ¡oe/(¿pm

méco: en este (za/50,el Macao ent/La y 11aubom 1P no u Mamma

rada. A pct/¡LOLde ute punto ute paoceso ¿Mía camún con el de aaa

¿acéón de ¿uma/¿o que ¿e Man/530mm (¿mea/tamente en el nudeóóido

monoáoó¿cx/to5’ UMPa nave/5 dc la en:sz MauZo-fioófiombmd ¡nan/í

flama.
Anteóde deu/nba ¿a neacu’ónanxedédta u puedo

ada/Lan ¿o que (se (an/tiende pon eópacxc pe/uíptásme'co.

UZupau’o prZá/SHLL'CCestá empanada enMe La ca

pa de upopOMacá/udo de (a ¡oa/Ledbacte/u'ana que ¿o ¿{ruta ute/1,4101

mente y ¿a memmanapimmáuca. En uta negwn ¿e hallan una ¿se/Liede

enzima/5 cuyo contacto con {a bupMáÁc/L'eceZuZa/Lu edeemte pon oie/L
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¿nó canactaní¿t¿ca4 (38): 1) ¿on ¿ibeaada¿ de ¿a bacxenia al ¿ometen

a ¿41a a un ¿hack o¿mót¿co Luego de un tnazamLento pnevio con EDTA,

tai que ¿e mantenga la ¿ntegnidad de la membnanay la vLabLiLdad de

la célula al ¿Lnal del pnoceóo. 2) ¿u aciividad ¿A medible en ciZuLaA

¿ntacxaó aún con ¿uótnato¿ que no aluavLeAan ¿a membnanabactemiana.

3) ¿e pueden neconocen pon eAtud¿o¿ h¿¿toquóm¿co¿.

Se ¿nata en genenal dc enzúnaó hLdnoiíxicaA cano nu

deaóaó y 606¿WM o bien de malaria/s que ¿Me/Lumen en ¿C Maní

ponte de azúcane¿,an¿nodc¿do¿, etc. Se ha obóenvado que luego del

¿hack OóMÓtico¿e deduce la captación de metabolLtoó medLada pon eó

ta¿ pnoteínaó.

Panece genenai La obóenvacáón de que cáte guapo de

"enzimaó de ¿upzn¡¿c¿e" en E. coli g otñaó bacxen¿a¿ gnam-negaxivaó,

¿e conviente en exo-enzimaó en (nó gaam-po¿¿iiva¿, o ¿ea en enszaó

que ¿e excnetan al medio.

La unaciio 604601n¿bo¿¿i tnanóáeaaáa eótá pneóenie en

el eápacio penápiá3m¿co baczeniano en la mayonía de laó cepaó de E.

coii; ¿in embango exáóten algunaó como el E.co¿¿ B que no cuentan

con dicho ¿(Atona enzimátáco (24).

Volviendo ai paóo metabóflLco que compantcn ambOApne

cun¿oae¿ de ¿a ¿Lnteó¿¿ de RNA:ei unacálo y ¿a unidina en bacteniaó,

¿e t¿ene la ¿Lguiente Aecuencia de neacc¿oneó.
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En expe/u’mentob de ¿nconponau'ón de Macao (3H) en

pnuenu’a de wuLdLna¿e pudo dote/mama ei zócalo comvao dei

nucleóudo ¿ob/LeLa ban como/¿panama “¿ga/La 16).

Se ¿og/L6due/varian ei K, (constante dd inhibidon)
4.

Mzando la ecuacéón:

__ (Dixon y Webb 

K / K 1 Enzymeó pág.328)



if.

Ve/acza’ac/c/e¡nba/¡Doroc/o'ndeUraci/o(34)6/nl00m.
O

O

0/

O\//

_ . - . . ¿:1
3 4 42o z

[Url'd/naj/“M 4
F79. ¡5.

Mee/to de ¿a u/u'dLna ¿ohne ¿a ¿nconponación de unacLKo.
Se ¿ncubalwn ¡00,4% de bacte/u‘aó con u/Lacdo (3H)0,46 ,aM 1200 cpm/¡amd y wug
¿una en concemau'ón val/¿{able en un volumen ¿Unai de 115¡aL _
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donde K u la comtante de aóim'dad apa/tente de ¿a enzima pana e!

unau'iopen pnuenula de wu'déna g cuyo vaio/L, Mi como ¿Z de K ¿e

obüene deZ gnáóico de Léneweave/L-dez (39). m

0171.0mando que ¿e empieo' pana obtenu e11vaca de

K. u el de Donn que ¡Lap/Luena l/v ven/sub 4L(¿iguaa 17) a conceg

¿dona valu'abliu del ¿nlu'bidon u/u'dina. Conamboamétodos d ua

Lon de K_ (uJu'dL'na) ¿ue ¿aula/L: 0,75 luM. Eóte uaion de K. e25mas

ticament: coinudewte con el obtem’do pa/Laei K de Mau'Éo, La

que ¿Lgm’áLcaque ¿»atan a¿¿n¿dadu Mula/Lu gon u ¿ur/Lazo y

el thébidM en ¿0AM.qu de ¿a ¡santana Dun/sponztadona.

La ¿iguaa 15 mueótaa la ¿nlu’biu'ón CMI; total de ¿a

inca/LpoaaC/Lónde wLacLLo (3M) pon canadade/s mee/¿enla de uMdc'na.

Ei hecho de que la andina modifique el K del ¿1A

tona palta el unacüo y no ¿a velocidad mámea, implica qzle¿e ua

ta de una ¿níuLbLu’ón compa/¿(Lavay que ambOó, AMI/Lata e Mbidoa,

peóeen al "1011045un mecanumo común de Mamponte. En ute Falso to

do¿ ¿OA¿Lam de mampomte uuuzabfm poa ¿e unaqu ¡tambiénpag

den ¿en mazadm poll. ¿a u/u'cLL'na.

FIG. 16: Eóecxo de la alt/¿(Lina¿obne ¿a ¿nec/¿portación de Macao.
Inconpoaau'ón de u/Laodo (3H)en coment/Laciana va/ulabieA CHI/Le0,03

y 1,33641Mu'n o y con o gi agaegado de MLdL'na 5,40€. Ensayo: 100,ul de acta/das + u/LacLKo ( H) ¿nue 400 y 2000 cpm/¡anal en 115,411
de voiumen final.
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Cálculo del valen de K¿ pana un¿d¿na Aegún gnáó¿co de Dáxon (ven texto).
LGAdato¿ pnováenen dei expzaámento gnaáicado en la ¿iguna 15.
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EFECTO DEL URACI L0 SOBRE LA INCORPORACION DE URIDINA

Si eó ciento‘que el unaciio po¿ee un ¿Latema de ¿naná

panxe que 24 companzido pon la un¿d¿na, ¿enia útil demo¿tnan AL¿a

¿nueAAa ¿A c¿enta. Eóto 26, ¿i el unaciio eA capaz de uz¿1¿zaa Iodo¿

Za¿ 4¿t¿04 que ¿nanAponxan um¿d¿na.

Conn pnimena apnoximación ¿e han ¿calizada expen1men

¿04 de ¿nconponau’ón de uluidLna (3M) a una coment/tación fija, a ¿('03

poAmuy con.th y ¿e ¿o ha compme con canadadu ua/u'abte/s de wm

cLLo. La cunva de ¿nconponación ¿nótantánea de unidina eA decnec¿ente

en sanción de la concentnacLón de unaciio pne¿ente,peno no hay ¿nhL

bicáóh total de la captación de unLdLna (¿Lguna 18).

Exióte un nemanente de ¿ncanponac¿ón de unidina (3M),

aún cuando ¿a concentnación de unacálo agnegada Llegue a 1000 veceó

ei valen conneópond¿ente de la un¿d¿na. EZ valen de ¿AIC nemancnte 2A

¿Lgniáicaxiuo en cuanto a ¿u aponxe a ¿a ¿nconponación total del nu

cieáóido, ya que conót¿luge ainededon de un 30%de ¿a m¿¿ma.

De aquí ¿unge que el mecanLAmode Inan4ponte companpá

do pon el unac¿lo y la un¿d¿na ¿ó neAponAabZedei 70%de la ¿nconpo

aac¿ón del nucleóbido, ex¿¿z¿endo a ¿a vez pana La unidina un ¿ióte

nu.¿ndepend¿ente que da cuenta dei neóto.

EApo¿¿bie dan un ¿natmmienzo cinéïico máó campiexo a

e¿te caAo de inhibición pancialmcnte campetitLua, deóannoiiando ¿0A
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Eáec/to dei wmu’lío ¿ob/Le (¿a ¿ncanponau’ón de wbádina.
Emayo: 100 ¡ua de bacte/u‘azs + uibédána (3m 0,5 ,uM sao cpm/pmol y u/Lau'lío
va/báabie, en un volumen una! de 110/41.
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GMáLco de Lénweaue/L-Bunk. O un ag/Legado de Macao o con Mau/Co 2,5 ,uH

A con wLacLKo250 ,uM. Emayo: bacxejuiaó 100 M; wu'dána (3H) valuabie en
ÜLC 0,25 y SpM (85 cpm/pmol y 1700 cpm/moi) volumen ¿wal 115,411.
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expewnenxm de inhalación de La ¿nconponau’ón de u/uldina pon. el una

cdo en condiu‘onu de excuo de ¿habida/L, to que paovee un dato d¿6_

¿(into de K apanente que ¿Mmmm K' .

m Según Dixon (Enzymu pgg 328), el valen. de K. toma ¿a
4.

60W ¿siga/Lente:

K= Ji (r-K/K')

donde K g K ¿on ¿06 uüuza d06 en la ¿acción pnecedmte.

m EL ¡té/aúna que apa/tecc como ¿acta/L de la ¿Xp/LMÁÓHdel

K_palta un ¿ió/tema comvao, ¿e hace unLtau'o en décho caóo pau

KÁ" üende a Lnáinóto, o ¿ea que (Laaáimldad de ¿a enzima pon el ¿wi

aria en ¡anuencia de un excusa de ¿nhLdeon¿amm came/¿(Lava

eApide/amante mula.

En ute caAo (¿nguz 19) el método de Léneweauu-Bu/Lk

paovee ¿06 Mu ¡oa/Lanza“ necua/uLOApana d cálculo del K ; a ¿abe/L
4'

K mana = 0,66 ¡m

Kmu/uldina a bajo Maule 2 FM

KF')u/uldina a ¿un unaqu - 4pm

(¿T 2,5 ,uH

Se abuene

K 0,62 ¡LM
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E4 de notan que el ualon de K' llega a un máximo de

4¡ML con lo que la a6¿n¿dad calculada como¿Zvenóa f? 205 vaioneó de
K y K' dióanuye ¿620 ¿e¿A veceó: de 1,5 a 0,25 FM g no ¿A cano.

m m En conciuóión, el unaciio nebulza un ¿nhibidon panciag

mentecompwxiuo de la captaocónde mana, nudean que uta (¡Lu

ma ea un ¿nh¿b¿don competitivo de la ¿nconponación del pnimeno.

Una¿into/su de tu panámet/Lobunétécoó calculadas pg

na anb04 pnccuAAoneApuede apnecianóe en ¿a tabla 5.



TABLA 5

EXPERIMENTO SUSTRATO INHIBIDOR AMP ¿{cuco PARAMETRO VALOR

Macao KM 0,60 uM

Maule K“ 0,60 uM
1

unacLCa VM 1,33 nmoi/
m¿n.mi

Mac/¿(o VM 0,83 nmoU
Wimml

malo wu'dLna VM 1,0 nmoU
mén.mi

Macizo V“ 1,0 muoi/
mln.

2 modo u/u'dma K¿ 0,75 uM

una.le wuld,¿na Kp 3,3 uM

u/Laulo Km 0,55 uM

wu'auna KM 0,66 un

wu'dxlna bajo Macao Kp 2 uM

WLCdJLna aLto unaqu Kg 4 wi!

3 andina unaqu K¿ 0,62 uM

andina VM 0,4 nmoU
mimml

u/u'déna bajo Maule VM 0,5 mwi/
nulnmú’.

wu'd/¿na aLto Macao V“ 0,5 nmoi/
Win.an
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EFECTO UEL AMP CICLICO SOBRE LA PERMEABILIDAD PARA URIDINA

Una vez neconoceda ¿a identidad de uno de ¿06 ¿Látemaó

de ¿nanáponte de unidena con el conneópondiente al unacilo, ena lógi

co penóan que el AMPcíclico ejencenía ¿u acción depaerna ¿ohne La

capzaeeón de un¿d¿na pon e4te mecanLAmo.

Se hicLenon expenimenxo¿ de tnanAponte del nacieóóido

en auAencLa y en pneóeneia de una canzedad en exce¿o de unac¿lo, con

o ¿en el agnegado de AMPcícleco.

De ¿04 gnáóLcoe ¿e de¿pnende que el AMPcíciico, no ¿g

¿o actúa ¿obne eL mecaniómo canún de ¿«anóponte de un¿d¿na y unaeilo

¿Lno tambieh ¿obne el otno, que se puede medLnen pneóencia de un exce

¿o de unacilo (¿iguna 20).

En amboóca¿o¿ neóuiza evidente un eóeeto dephern del

AMPcíclico Aobne la velocidad ¿n¿¿¿ai de anonponaceón de unLdLna,

en un 25%.

E62 Aegunda ¿Látema excluAiuo de la unLdLna implica ¿u

paAaje a Inauéó de la membnanabactemeana como nucleóóido intacto, pg

na ¿a pOAIenLOAtnanófionmac¿ón en ei ¿ntenion de ¿a celula.

No ¿e ha eótudLado aquí en deiaiie la acción del AMP

cíclico Aobne ebte ¿egundo mecanáómo, pena eo dable obbenuan "a pnig

ni" que no ¿e hallaniu exento de ¿a ¿náiuencia del AMPcíclico.

8!
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ng. 20.
Eóecto del AMP¿Cauca ¿ob/Le ¿a pelmïeabiudad ¡oa/LauluLdüta.
waazs de ¿mama/Lau;an de mana (3M) en áunu’ón del tiempo en aLCcuotaA

de Beau Hón 11-00 de 100,111, con: O AMP¿(cuco 5 mM, A AMP¿(cago 5 MMy azulado 250 uM. o un adiciona, A con Mac/¿La 250,aM. uudm; ( H) 4,5
,uM 100 cpm/mol: en un valiumen 60m1 de 110,411 en todcu lio/5 camu.
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CONCLUSIONES



A (o ¿ango de ¿Ate taabajo ¿e ha pod¿do ejenw116¿can

una vezvnáó ¿a ¿mpontancáa del AMP3' - 5' cíciico comoneguiadon big

lógico.

Duda el año 1965 en que Mahmany Suxheltland die/ton

cuenta de ¿u ex¿¿tenc¿a en ¿a5 bacteniaA, el AMPcíclico adquinió gi

peciai ¿¿9n¿6¿cac¿6n en el conoc¿m¿ento del contaoi metabólico de ¿04

puccanioteó.

L5 ¿Atónuiadon de la bintcóiá de enzbnaó ¿nducLbZeó,

comola ¡digalacto¿¿da¿a nevenxienda la nepneáión cazabóiica y la

d¿aux¿a. tó capaz de ¿ncaomcninn ¿a competencLa pana ¿a ¿nanóáonma

ción pon DNAen Hemophiluó y eó un neguiadan del nLnno de cuecúniento

en E.co¿¿.

A panth de ¿04 deóulindoó obtenLdo¿ en cáte eAzudio,

el nuciéotádo cíciéco debe vende ademáó cama una ¿uAtancLa veníát¿i,

cugaó n¿ueieó contnolan el ¿nanóponze de metaboiixnó a tnauéó de la

memb/Lanahacia/arma.

Se han pod¿do canacten4zan en eóte ¿Atud¿o pauta de

204 ¿enÓMQnoAque deóencadena el agncgado de AMPcíclico en el meta

boZLAmode Eácuenichia col¿.

Se ha pamt¿do de una obócnvación de la diAmÁnucLónde

¿a veiachad de cneoúmiento de ¿OAculxxv04 de E.co¿¿ en ginecóa en

pneóenc¿a de ANPcíclico.

Se ha conátatado que la ¿ínteóib de RNAtotal y de pag

Icina¿ no ¿e a5cc1a en abre ca¿o, y que la diáminución de ¿nconponac¿ón
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de puma/sona de RNAa maiuiai imolubie en TCAob¿vwada, u comg

cuencia de un eáecio inhibiianio pnimanio a nivel de penmeabiiidad cg

Zuian.

La inconponacióh total de unaciio (SH) ei menon en bag

¿Mim cui/tivadaó en ¡anuencia de AMPcicuco, aún cuando ¿e ¿caliza

el enóago en paciencia de un inhibidon de La ¿inieóió de RNAcomo eó

'La niáampicina.

Se compnobóque el eóecio obóenvado a nivel de penmeg

bilidad celulan,4e pnoduce cuando¿e cultiva a La bacinaia en una

¿acute de canbono que coexióie con bajo nivel de AMPciciico, cano ¿4

ei caóo de la gluc04a.

EL mecaniómo de cuanóponie de unaciio no 24 aáeciabie,

pon uiienion agnegado dei nacieóiido, en bacieniab cuiiiuadaó en gii_

ce/Loi, maiaio o ¿decinaim pa/La¿a6 que ¿e tienen niveieó de AMPci

ciico nonmabnenie magoneA.

Ademá%¿e vio que ia acción del AMPciciico ¿obne ei

Manópoftte a ,t/Lava de ¿a membnananequie/te un tiempo de contacto del

miAmocon ia bacizmia dunanie ei cultivo, hecho campanabie a lo que g

cumne en ei Hemophiiuó (12) pana ia competencia pana La inanóáonmación

pon DNA.Admmáóla paciencia de AMPciciico en et enóayo no intenáie

ne en ¿a inconponación doi'pnecunóoa.

La concewt/tau'ón del nudeóiido capaz de pnoducijt ei

50%del eáecio inhibitoaio máximoAobne ia velocidad de inconponacióh

del uhaciio nadioactivo ¿A dei anden de 1,5 mM. Con 5 mM¿e conóigue
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la ¿nh¿b¿c¿ón máx¿ma de ¿Ate pnoceAO que atcanza a un 60%neApecIo del

contact ¿in AMPcícLLCO.

La d¿¿m¿nuc¿ón de la penmeabilidad obóénuada no ¿ó cag

Aa ni eáeczo de la pnoducida en ei nixmo de cnec¿m¿ento. No 24 cauAa,

pueó la bactenia ¿A pnotátnofia y ¿e cuixxva en un media ¿alino mínono

con un exceóo de glucoAa como única ¿acute de canbono; de modo que aun

que hub¿ena un contact de ¿neonponacióh de Otñ0ó pnecun¿one¿ en eóte

med¿o, el mÁAmOno danza cuenta dei menon cnecimienxo. No CA eáecxn,

pueó Zognando tiempOA de genenacián mayone¿ al culxivan La bactenia

a menoneAtempenaiunaó, el ¿nanópoite de unaéiio no d¿4m¿nuyc, de modo

que.¡muxa ¿independiente del ¡mano de Mewúenxo.

Se ha podádo eótabtecen admnáó el mecanáóma molecutan

de Ka acción del AMPcíclico. La ¿»po¿¿b¿2¿dad de man¿óe¿tanóe ef eáeg

to ¿nhibitonáa en una cepa mutante de E.cof¿: CAP-que no p05ee La

pnoteína neceptona del AMPcíccho, ¿ugLQna¿a neceáidad de Ea exió

tenc¿a del compfejo CAP - AMPcíc24cc cano ¿iAIema moduladon de ¿Ate

mocuo a ¡u’uu de Mama/[L'pu'óngenéuca.

Junto con CAP, ¿Z nuclcótido cíclico pnomovenía [a ex

pne4Lón gcnátha de una pnotaína o enz¿ma que contactana el Inanbpon

¿e de c¿enxo¿ pnecu440neá, c bien Auped¿n¡a que ¿e ¿nanócniba el gen

de ¿a ¿cóáonnxboALZ tnanóóenaóa y/o otna5 paoteínaó ¿HUOZHCMadaóen

el Inan¿ponte. h

En cuanto al mecaniónmde ¡nanaponte del unacilo Ae.ha

uenLáLcadc: que no ¿A inducibïe, y que ¿e India de un tnanóponte medig
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do activo, ¿temiblea ¿Mama upeciucoA com u 2,4 - manose

not, ¿a N-etLLmaieimida, el andeniato y ¿a ol¿90m¿c¿na.

Peóee una cinétáca de ¿axunac¿óh tipo michaeliana y el

uaion de K pana el unaciio ¿A de aLnededon de 0,60¡ML

m En 2412 pnoceóo, el AMPcici¿co modiáica cama neóuitag

te ¿a velocádad mdxámadel óibtana, lo que hanía penóan en una cantg

dad menon de A¿iio¿ enz¿mát¿co¿ o de moléculaó de enzimab dióponibleó

en e¿te caáo. t

Eóte mecaniAmo de ¿ncOAponac¿6n de unaciio ¿A común con

uno de 206 do¿ que peóee Za-unádána, dado que el nucleóóido puede ¿ne

conponanáepluego de óu thanófionmación a unaciia pon ¿a nucleózido ¿oí

604Llaáa, o bien cama nucleóbido intacto pana luego ¿nanóóonmanóe en

el ¿nxcnion de la célula.

Se ha detenminado el valen de K. pana un¿d¿na como¿n

hLdeon competitivo de ¿a ¿nconpomación de unaÉiZo. Invenóamente, ¿e

uLo que eAte último ¿ó ¿620 un ¿nhideon pancialmente competitivo

del ¿nanóponze de ¿a un¿d¿na, calculand04e ¿06 panánetnoó cinéticab del

caáo.

F¿nazmenxe, el AMPc¿c¿¿co ¿ó capaz de d¿¿m¿nuín en ¿a

mLómamagnitud, el ¿egundo mecaniómo de cuanóponte de la un¿d¿na, medi

do en pneóenCLa de un exceóo de unacáio.

Pon cótud¿0¿ neaZLzadoó en atacó ¿abonaton¿o¿, ¿e ha dg

tenm¿nado ¿a panxicipacáón del AMPcíclico en una vam¿edad de pnoceA06
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en baotmaó, como¿a dawnnauón de la ¡Luau'ón “anota/Lai de Loó

compoan de ¿a ¿upmfiicxlecatalan (40), ¿E rampa/nte de ¿a gluco

6a 6 - ¿cóóazto (41), La Moduculo'n de ¿(aguas (13), 0ta.. ¿51:04 ¿eng

menu junto con el que aquí n04 ocupa, ponen una canadwíóüca co

mín, que u la de uta/L ¿»sacadas ¿{Mica y ¿unuonalmenxe con Z045¿Li

temaó de membnanaAde mécnoongawmm (42).

Lo mama que en euca/u'otu, el AMP¿{cuco ¿Mía capaz

de ¿agua/L el metabowm baotvulano a ru'ud de pumeabuxdad pana

¿04 ¿aun/tab mix/tienta (19), pcmaendo una ent/Lada¿motiva en

calidad y canadad de ¿05 mümmsde acne/¿doa Zaó necuidadu edu

la/Lu. E5130implica/Lía ¿a poub/¿udad de ¿acude/L loó nuuuadm obóg

uadOAa m‘vd de Mapa/ute de wmu‘io, hada 0171.06pucca/Manu de ¿a

¿{Mau de mamomoiiudaóo metaboüïoó Mundi“ cuya¿nconpona

chón uta/lla ¿tambiénnegalada.

NORBERTO D. J Z DILHECTOR N. TORRES
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