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A living cell is the epithome of ingenious
design; although highly complex, it functions
with orderliness and efficiency. Its ability
to coordinate a wide range of biological ac-
tivities rests with an elaborate communica-
tions system directed toward a single goal -
homeostasis and survival, Uncoordinated
activities invariably lead to pathological
conditions and, if not checked, to uncontrol-
led proliferation or cell death.

In a multicellular organism, communication
poses an added complexity. Apart from coordi-
nating its own activities, each cell must act
in concert with neighbouring cells. To meet
the need for intercellular communication,
each cell possesses a set of messenger mole-
cules and cell-surface receptors that trans-
duce the chemical messages into a recogniza-
ble signal. The signal either activates or
inhibits a biochemical reaction that |is
controlled by a rate-limiting step, which is
usually governed by a cellular regulator,
defined here as a molecule that controls one
or more critical processes.

Wai Yiu Cheung
MOMLXXX
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I. FOSFORILACION Y DESFOSFORILACION DE PROTEINAS

A. Antecedentes

A principios de la década del 30, Lipmann y Levene (1,2) demostraron la
existencia de fosfato covalentemente unido a grupos hidroxilos de residuos
serina en las protefnas caseina y fosvitina.

En el afio 1954 Burnett y Kennedy (3) aislaron por primera vez la acti-
vidad enzimdtica de hfgado de rata que cataliza la formacién del enlace
monoester por transferencia del fosfato terminal del ATP a grupos
hidroxilo de serina o treonina (Fig.1).

Por otro lado, en 1957, Sutherland y Rall (4,5) descubrieron un com-
puesto termoestable requerido para la activacidén de la fosforilasa hepé-
tica, que resulté$ ser el AMP ciclico (Fig.1). La actividad enzimdtica que
cataliza la sintesis de este compuesto, presente en fracciones particula-
das de higado, fue llamada adenilato ciclasa. Para la formacién de dicho
compuesto era necesario agregar ATP y Mg2+, siendo la adrenalina y el glu-
cagon activadores de la reaccién. Unos afios m&s tarde, Butcher y Suther-
land (6) informaron sobre el hallazgo de la actividad enzim&tica que
hidroliza al AMP cfclico convirtiéndolo en 5'-AMP: la fosfodiesterasa de
nucledtidos ciclicos.

Tomando como bhase sus propios resultados, Sutherland dio el primer paso
en un nuevo campo, la Endocrinologfa Molecular, al postular su modelo de
accién hormonal. El modelo asigna a la hormona el papel de sefial externa o
primer mensajero. La hormona actuarfa sobre moléculas especializadas de la
superficie celular llamadas receptores hormonales, que a su vez interac-
tuarfan con el sistema de produccién-degradacién del AMP ciclico. Este
nucledtido ciclico serfa el mensajero intracelular o segundo mensajero,
teniendo la capacidad de interactuar sobre los sistemas de regqulacién del
metabolismo en todos sus niveles (Fig.2).

Hubo que esperar casi diez afios m&s para encontrar el nexo entre los

procesos de fosforilacidén de protefnas y el control de las distintas rutas
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Figura 1. Estructura de aminodcidos fosforilados: fosfoserina (A) y fos-
fotreonina (B). Estructura de los nucledétidos ciclicos: MMP ciclico (C) y
GMP ciclico (D).




EXTERIOR CITOPLASMA

10°%158M ATP
e

H ((R AC\103 1°M 104103 M
cAMP- --- >METABOUTO

NP \PDE

S5'’AMP

Fiqura 2. Modelo de los dos mensajeros propuesto por Sutherland (106). La
hormona (H) (primer mensajero) al unirse al receptor (R) que se encuentra
en la superficie externa de la membrana plasmdtica (MP) interacciona con
la adenilato ciclasa (AC) que estd en la cara interna de la misma provo-
cando una variacidén en los niveles de AMP cfclico (segundo mensajero), que
actuando sobre las quinasas de proteinas, serd el responsable de los cam-
bios en le metaholismo. Otra enzima, la fosfodiesterasa (PDE), ser& tam-
hién un punto de accién hormonal aunque los mecanismos de dicha regulacién
todavia no fueron elucidados.

El sistema de accidn hormonal es un sistema de amplificacién dado que
un aumento de concentracién de hormona entre 10~ 10 y 108 M provoca un au-
mento de concentracidn de AMP cfclico de 10°8 a 105 M y é&ste a su vez da
lugar a cambios de concentracidén de metabolitos que se encuentran en con-
centraciones de 1074 - 10-3 M. De este modo se produce una amplificacién
de serial de 100 000 000 de veces.



metabdlicas. En el afio 1968 Walsh, Perkins y Krebs (7) descubrieron las
quinasas de proteinas dependientes de AMP ciclico. Este hallazgo provocéd
un intenso estimulo en el estudio del control de la actividad biolégica de
las proteinas a través de reacciones de fosforilacién-desfosforilacién,
asi como de los agentes responsables de las mismas: las quinasas de pro-

teinas y las fosfatasas de fosfoprotefnas.

B. Modificaciones covalentes de protefnas y fosforilacién

Si bien existe mds de un centenar de modificaciones post-traduccionales
de proteinas que involucran reacciones que dan lugar a derivados de 1los
residuos aminodcidos por formacién de enlaces covalentes, sélo pocos de
ellos resultan reversibles en condiciones fisioldgicas. Dichos procesos
son los siguientes: (a) fosforilacién-desfosforilacién, descubierto por
primera vez para la fosforilasa de glucégeno (8,9); (b) acetilacién-desa-
cetilacidén (10); (c) adenilacién-desadenilacién (11); (d) metilacién-
desmetilacidn (12); y (e) conversiones sulfhidrilo-disulfuro.

Las reacciones de fosforilacidén catalizadas por las quinasas de protef-
nas y de desfosforilacidén catalizadas por las fosfatasas de fosfoprotefnas
se esquematizan en las siguientes ecuaciones:

Quinasa de
Protefnas , Me2t
Protefna + n NTP -— Protefna - P, + n NDP + n Hy0
Fosfatasa de

Fosfoproteinas , Me2t

Proteina-P, + n Hy0 Py > Protefna + n Py

La reaccién de fosforilacién requiere la presencia de un metal divalen-
te que en la mayorfia de los casos es Mg2+ o Mn2+ ,8iendo el sustrato de la
reaccién el nucledtido trifosfato Mg ATP2™ & Mn ATP2~ respectivamente,

aunque existen algunas quinasas que pueden utilizar GTP (13,14). Los gru-



pos fosfato se transfieren generalmente a serina o treonina aunque algunas
quinasas espec{ificas pueden hacerlo a histidina, lisina (15) o tirosina

(16).

C. Clasificacidén de las quinasas de proteinas

La mayor parte de las quinasas de proteinas es modulada por interaccidén
directa con agentes requladores que son mensajeros de sefiales provenientes
desde el exterior de la célula. Se ha podido establecer una clasificacién
basada en dicho criterio. La quinasa de proteinas dependiente de AMP
cfclico fue la primera nombrada refiriéndose al modulador (7). En misculo
de langosta marina (17) se descubrié una quinasa de proteinas dependiente
de GMP ciclico (Fig. 1) que luego se encontr$ también en mamiferos (18,
19). La tercera clase de enzimas que aparecié en la clasificacién fue la
de quinasas de proteinas dependientes de ca2+ (20,21). Finalmente la 4dlti-
ma clase en agregarse a la familia de quinasas dependientes de algun modu-
lador, fue la que aparece en células tratadas con interferén y en lisados
de reticulocitos: la quinasa de protefnas dependiente de RNA de cadena
doble (22,23).

Existe ademds un grupo de quinasas a cuya actividad no le ha sido
asignada una dependencia de alquin factor y por ello se las designa como
quinasas de proteinas independientes. Estas quinasas se clasifican simple-

mente por sus sustratos proteicos.

D.Quinasas de proteinas dependientes de AMP ciclico

En las fracciones solubles de células de mamfferos se encuentran por lo
menos dos clases diferentes de quinasas de protefnas dependientes de AMP
ciclico, variando sus proporciones relativas segdn el tejido y la especie
analizados. Ambas isoenzimas, llamadas tipo I y II (por su orden de elu-

cién de la DEAE-celulosa), son protefinas tetraméricas cuya actividad qui-



nasa es estimulada por el AMP ciclico que provoca la disociacién de 1la
holoenzima inactiva (RyCy) en una subunidad regulatoria dimérica que une

AMP ciclico (Rjy) y dos subunidades catalfticas activas (C) (24,25).

RyCp + 2 cAMP ———* Ry (cAMP), + 2C

Las subunidades catalfticas de ambas isoenzimas tienen pesos molecula-
res, composicién de aminodcidos y especificidades de sustrato muy simi-
lares. Esto indicarfa que se trata de una subunidad comin a ambos tipos,
siendo 40 000 el peso molecular de la misma. Las subunidades requlatorias
difieren en sus pesos moleculares siendo 49 000 para el tipo I y 56 000
para el tipo II (25,26).

Las principales diferencias entre ambos tipos se refieren a su locali-
zacidén celular y al comportamiento de la subunidad regulatoria frente al
ATP. En misculo cardfaco casi toda la enzima de tipo II estd unida a
membrana (27,28), mientras que la tipo I se encuentra en el citosol (Fig.
3). Por otro lado la enzima de tipo II se autofosforila en presencia de
ATP (29), incrementando la sensibilidad de la enzima al AMP ciclico (26).
La subunidad catalitica transfiere un fosfato a cada polipéptido de la
subunidad regulatoria (Rjy) (Fig. 4). Esta modificacién hace que la con-
centracidn de AMP ciclico necesaria para la disociacién sea menor y al
mismo tiempo disminuye la velocidad de reasociacién en ausencia del nu-
cledtido (30).

La quinasa tipo I, si bien no es modulada por autofosforilacién, es
regulada por un mecanismo que involucra también al ATP (Fig. 4). La enzima
no disociada une dos moléculas de ATP con muy alta afinidad, lo cual redu-
ce su afinidad por el AMP cifclico, siendo entonces necesaria una mayor
concentracién de segundo mensajero para su disociacién y activacién. El
ATP provoca ademds un aumento de la velocidad de reasociacién en ausencia
de nucledétido ciclico. Como el ATP se encuentra en concentraciones celu-

lares bastante altas, este proceso eleva el requerimiento de AMP ciclico



Figura 3. Modelo propuesto por Corbin (28) para el mecanismo de accién
hormonal. Este modelo, en el que se amplfa el modelo de Sutherland (Fig.
2), propone la compartamentalizacidén de las quinasas de protefnas. La
subunidad requlatoria (R) de la quinasa de tipo II estard unida a la cara
interna de la membrana plasm&tica, mientras que la de tipo I (R') estard
libre en el citoplasma. De este modo la subunidad catalftica (C) (que es
comin a ambas) podria actuar de modo mds eficiente sobre sustratos pro-
teicos (S) localizados en la membrana como primera respuesta a la accidn

hormonal.
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Figura 4. Mecanismo propuesto para la activacién de la quinasa de pro-
teinas de tipo I. En la célula viva altos niveles de AMP ciclico causan la
disociacidén y activacidn de la enzima: el nucledtido ciclico se une con
alta afinidad al sitio R(y) y la subunidad C transfiere el fosfato del
ATP a sus proteinas sustrato. La reduccién de los niveles de AMP ciclico
lleva a la formacién de las moléculas asociadas de enzima (R(1)2Cz). A
través de esta asociacidn el sitio para el sustrato ATP de C se convierte
en un sitio de alta afinidad para el nucleésido trifosfatg_para lo cual
contribuye también_g. Esta transformacidén del sitio del ATP causa la inhi-
bicidén de la actividad fosfotransferasa. Por otra parte, el sitio de alta
afinidad para AMP ciclico en la subunidad R(r)2 libre queda transformado
en un sitio de baja afinidad por causa de la reasociacidén. Si la enzima es
de tipo II, el asterisco marca el sitio de posible fosforilacidén. La in-
corporacidén de fosfato en dicho sitio de R(11) induce la disociacidén de la
quinasa y podria inhibir el "binding" de alta afinidad del ATP a la holo-

enzima R(11)2C2.



necesario para la activacién. Esto significa que en condiciones fisiolégi-
cas la concentracidn necesaria de AMP ciclico para activar esta quinasa
estd en el orden de micromolar, mientras que "in vitro", en ausencia de
ATP la disociacién de la holoenzima ocurre a concentraciones del orden
nanomolar (24,31). En la célula viva, la ecuacién de activacién de 1la

quinasa de tipo I serfa:
RyCy (ATP)y + 2 CAMP ———* R, (CAMP), + 2C (ATP)

La existencia simultdnea de dos quinasas de protefnas dependientes de
AMP cfclico implicarfa diferentes papeles fisiolSgicos de acuerdo a sus
distintas subunidades regqgulatorias. Las del tipo I serfan mds sensibles a
un aumento de AMP cfclico que las del tipo II. Estas dltimas se reasocian
mds rdpidamente al bajar los niveles del nucleétido (27). Dicha reasocia-
cidén podria ser acelerada por la hidrSlisis de los fosfatos unidos a R
catalizada por una fosfatasa de fosfoproteinas (32).

En las fracciones particuladas de células de mamiferos se encuentra
hasta un 5% de la actividad total de quinasa dependiente de AMP ciclico
(33). Esta actividad unida a membrana puede ser solubilizada con Tritén
X-100. En ciertos tejidos se obtiene una enzima con propiedades cromato-
grdficas en DEAE-celulosa, intermedias entre las quinasas tipo I y tipo
II. La distinta especificidad por los sustratos proteicos de esta quinasa
integrada a las membranas apoyarfa la hipdtesis de que se trata de una en-

tidad diferente a las enzimas solubles.
-Inhibidores proteicos

Las quinasas de proteinas dependientes de AMP ciclico son inhibidas
por factores proteicos termoestables. El inhibidor mds estudiado fue el de
misculo de conejo, el cual fue purificado a homogeneidad (34). Su peso

molecular resultd ser 11 300 y se une a la subunidad catalitica de 1la
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quinasa con una Ig,5 de 2 1072 M. La inhibicién es competitiva respecto
de los sustratos proteicos. La concentracién de inhibidor en el tejido
permite bloquear el 20% de la actividad dependiente de AMP ciclico (35).
Este hecho implicaria un posible papel regulador cuando la concentracién
intracelular de dicho nucleétido se encuentra en niveles cercanos a los
basales, pero no cuando se encuentra incrementada (36). Por otra parte,
las cantidades de inhibidor en la célula pueden variar si se la somete a
distintas condiciones fisiolégicas (37,38).

Un segundo inhibidor de las quinasas de proteinas dependientes de AMP
cfclico fue aislado y caracterizado en testiculo de rata. Este polipéptido
de peso molecular 26 000 es acidico y también inhibe a la fosfodiesterasa
de AMP ciclico (39). En cerebro se encontrS un tercer tipo de inhibidor

que inhibe varias clases de quinasas de proteinas (40).
-Especificidad

La quinasa de proteinas dependiente de AMP ciclico fosforila a 1la
quinasa de la fosforilasa (7), y sus preparaciones parcialmente purifica-
das pueden fosforilar una gran cantidad de proteinas "in vitro", entre las
cuales se pueden destacar: protaminas y casefna (7), histonas (41,42) y
fosvitina (42).

Si bien en un principio se pensé que la configuracién tridimensional
del sustrato proteico dirigfa la especificidad de las quinasas (43), esta
teoria fue descartada al encontrarse que dichas enzimas fosforilan también
pequefios péptidos (44). Ademds, las proteinas desnaturalizadas resultan
ser mejores sustratos (45). De estos Ultimos resultados se dedujo que la
estructura primaria del sustrato es el factor determinante de la especifi-
cidad. Existen dos tipos principales de secuencias de reconocimiento en

los sustratos naturales de estas cquinasas (46):

(a) Lis-Arg~X-X~Ser(P) y (b) Arg-Arg-X-Ser(P)
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En el caso (a) la serina se encuentra a tres lugares de un par de ami-
nodcidos bdsicos en la direccién C terminal. En el caso (b) la serina fos-
forilada se encuentra a dos lugares de un par de aminodcidos bdsicos en la
misma direccidn. Generalmente aparecen aminodcidos hidrofdébicos a ambos
lados de la serina fosforilada. Si bien algunos péptidos son mejores sus-
tratos que algunas protefnas naturales, es probable que las enzimas reco-
nozcan algunas conformaciones preferenciales en dichas protefnas. Por otro
lado, en gran ndmero de protefnas, las secuencias en que se encuentran los

sitios de fosforilacién estdn en forma de plegamiento. P (47).

D.Quinasas de protefinas dependientes de GMP cfclico

Aunque en principio sdlo se encontraron en artrépodos (48), también las
células de mamiferos contienen tales quinasas de protefnas dependientes de
GMP ciclico (49,50). La enzima de pulmén de ternero es un dfmero de peso
molecular 165 000 formado por dos subunidades idénticas de peso molecular
81 400 (51). La actividad de unién del nucleétido ciclico y la catalitica
se encuentran sobre el mismo polipéptido (19) (Fig. 5).

Ey + 2 cGMP _——_———* E; (cGMP))

El GMP ciclico estimula la actividad quinasa actuando en concentracio-
nes de orden nanomolar. Para que la activacién sea maxima se necesitan
altas concentraciones de Mg2+ (52) y de fosfato (49), ademds de agentes
reductores (53) y en algunos casos un modulador proteico (54)". Por otra

parte estas quinasas pueden fosforilarse a si mismas (55).

~Moduladores proteicos

Las quinasas de proteinas dependientes de GMP ciclico son generalmente

moduladas por factores proteicos termoestables. Uno de los activadores mds



Figqura 5. Modelo de accidén de la quinasa de proteinas dependiente de GMP
ciclico. En cada una de las cadenas del dimero se pueden definir una zona
regulatoria (R) y una zona catalitica (C).
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estudiado fue el de misculo de langosta marina (56). Su peso molecular
resultd ser de 34 000 y mostrS tener distinto efecto de acuerdo al tipo de
quinasa y a la proteina usada como sustrato aceptor de fosfatos.

Cuando se usa histona rica en arginina como sustrato, el modulador
estimula a la enzima dependiente de GMP ciclico e inhibe a la dependiente
de AMP ciclico. Sin embargo si el sustrato es histona rica en lisina,
ambas quinasas son inhibidas, y si es protamina, ambas resultan estimula-
das. En mamiferos el inhibidor de la quinasa dependiente de AMP ciclico es
una entidad diferente al activador de la dependiente de GMP ciclico (57).
La distribucién de estos moduladores depende de cada tejido, mientras en
algunos sdlo se encuentra uno de ellos (58,59), en la mayoria hay can-

tidades comparables de ambos.
-Especificidad

La especificidad de las quinasas de proteinas dependientes de GMP
ciclico respecto de sustratos proteicos es similar aunque no idéntica a la
presentada por las enzimas dependientes de AMP ciclico.

Trabajos hechos con péptidos sintéticos muestran que los determinantes
de la secuencia lineal de aminodcidos no son idénticos (60,61). El ejemplo
mejor analizado corresponde a las serinas 32 y 36 de la histona H2B (62).

Por otro lado se ha demostrado la existencia de protefnas de membrana

muscular cuya fosforilacién se estimula especificamente por GMP ciclico

(63).

F. Quinasas de proteinas dependientes de ca?t

El requerimiento de concentraciones fisiolégicas de ca2+ para la acti-
vidad quinasa de la fosforilasa de mdsculo (64,65) fue el primer indicio
de la existencia de este tipo de quinasas. La quinasa de la cadena ligera

de la miosina también resulté ser una enzima dependiente de ca2t (66) .
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Ambas actividades quinasa han demostrado que adquieren su dependencia
hacia el ca?* a través de su interaccién con el modulador dependiente de
ca?* de 1la fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos (67,68). Por otra

parte, esta enzima puede autofosforilarse (69).

-Modulador proteico

El calcio actuaria sobre las quinasas de proteinas a través de un fac-
tor proteico termoestable que fue descubierto en primera instancia como
activador de la fosfodiesterasa de nucleétidos ciclicos (70). Dicho fac-
tor, llamado calmodulina, se ha encontrado en todos los tejidos de mamife-
ros estudiados y actya a miltiples niveles como se detallard m&s adelante.
En el caso de la quinasa de fosforilasa, este modulador aparece estrecha-
mente unido a la holoenzima durante los distintos pasos de purificacién

(68).
-Especificidad

Para la quinasa de la fosforilasa, el sustrato fisiolégico es 1la
fosforilasa b de glucégeno. Pero "in vitro" seria capaz de fosforilar
otros sustratos (71,72). La secuencia fosforilada de la fosforilasalg de

misculo de conejo es (73):
Ser-Asp-Glu-Glu-Lis-Arg-Lis-Glu-Ile-Ser(P)-Val-Arg-Gli-Leu

Los seis primeros amino&cidos no son indispensables, pero los que si-
guen son determinantes de la especificidad (74). La arginina que estd a
dos lugares en el sentido C terminal es critica ya que es un determinante
negativo para la quinasa dependiente® de AMP ciclico (75). Los péptidos
sintéticos no son buenos sustratos lo que en este caso indicarfa una mayor

importancia de la estructura terciaria .
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Respecto de la quinasa de la cadena liviana de la miosina, se puede
decir que "in vitro" puede fosforilar otras protefnas (21) y que 1la
secuencia de aminodcidos de su sustrato no revela por si misma ningin

determinante de especificidad (76).

G. Quinasas de protefnas independientes de nucledtidos cfclicos y CaZ2*t

En cerebro de rata se ha encontrado una quinasa que fosforila protamina
en forma preferencial y en alguna medida histona (77). Este tipo de enzima
ha sido encontrado también en otros tejidos (78). RAunque se ha descripto
gue estas quinasas fosforilan tubulina, adn no se conoce su verdadero
papel fisiold&gico (79).

Las quinasas que fosforilan casefina bovina y fosvitina de yema de hue-
vo, llamadas quinasas de fosfoprotefnas, se han encontrado primero en
higado de rata y luego en otros tejidos de mamiferos (80-82). Esta dltima
clase de enzimas estd asociada principalmente con la cromatina y fos-
forila entonces fosfoprotefnas nucleares (83,84). Las quinasas nucleares
de higado de rata son inhibidas por una proteina acfdica termolébil de
alto peso molecular presente en los mismos nilcleos (85). Mientras algunos
oligonucledétidos nucleares resultaron inhibidores de las enzimas de hfgado
homélogas (85), ciertos polipéptidos bAsicos se mostraron activadores de

las quinasas de caseina hepdticas sin ser sustratos de las mismas (86).

H. Fosfatasas de fosfoproteinas

La actividad fosfatasa de fosfoproteinas que cataliza 1la desfos-
forilacién de una variedad de sustratos proteicos en forma inespecifica se
puede aislar a partir de varios tejidos animales (87-89). Purificada a
homogeinedad de higado (90) y corazén (91), dicha actividad presenté$ un
peso molecular aproximado de 35 000. Esta actividad fosfatasa represen-

tarfa la porcidén catalitica de una holoenzima que estarfa compuesta por
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dos subunidades catalfiticas (peso molecular 35 000) y una subunidad de
inhibidor (peso molecular 65 000)(46).

La regulacidn de las fosfatasas de fosfoproteinas puede presentar
distintas formas: (a) competencia de varios sustratos por la enzima, (b)
interaccién no competitiva de modificadores proteicos con la enzima y
(c) unidén especifica de modificadores con los sustratos proteicos. la
primera clase de regulacidn corresponderfa al efecto inhibidor de 1la
quinasa de la fosforilasa sobre la desfosforilacién de la fosforilasa a
(92). El1 segundo tipo de modulacién puede ser ilustrado por medio de los
inhibidores termoestables de mdisculo, llamados inhibidores 1y 2 (93,94) y
por el inhibidor de hfgado (95). El1 inhibidor tipo 1 debe ser fosforilado
por una quinasa de proteinas dependiente de AMP ciclico para ser activo
(96) (Fig,6). Este modulador se encuentra en concentraciones comparables a
las de fosfatasa no especffica (97) y ejerce su accién de modo no com-~
petitivo respecto del sustrato (98). Un ejemplo de la tercera forma de
regulacién se ha encontrado en el efecto de la glucosa y glucosa-6-P sobre
la configuracidn de la fosforilasa a que convierte a dicha enzima en mejor
sustrato para la fosfatasa de la fosforilasa (99,100). Esta reaccién diri-
gida por sustrato provoca un aumento de la velocidad mdxima de hidrélisis
de fosfato (101).

Se han encontrado fosfatasas de fosfoproteinas con diferentes especifi-
cidades por las sintetasas de glucégeno (102,103). Por otra parte, ha sido
posible separar una fosfatasa especifica de la subunidad & de la quinasa
de la fosforilasa. Se ha postulado la posibilidad de que las fosfatasas
con especificidad de sustrato estén compuestas por una subunidad cataliti-
ca inespecifica que se combina con distintas subunidades regulatorias que

serfan las determinantes de especificidad (104).

I. La fosforilacidn~-desfosforilacién de proteinas especificas

Numerosos estudios indican que un grupo diverso de agentes regulatorios

puede llevar a cabo sus acciones biolégicas a través de la fosforilacién
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Figura 6. Circuito de regulacidén de las fosfatasas de fosfoproteinas. La
fosfatasa activa se une al inhibidor de tipo I (iy) que para actuar debe
ser fosforilado por una quinasa de protefnas dependiente de AMP ciclico.
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de protefnas especificas. En estos procesos mediados por quinasas de pro-
tefnas y fosfatasas de fosfoprotefnas se podria correlacionar la respuesta
biolSgica de un modo mds estrecho con el nivel de fosforilacién que con la
concentracidn de un segundo mensajero tal como AMP cfclico, GMP ciclico o
ca?* (105).

Los criterios necesarios para establecer que una proteina sufre un pro-
ceso de fosforilacidn-desfosforilacién de significado fisiolégico son los
siguientes (46): (a) demostracién de que la protefna (enzima) puede ser
fosforilada "in vitro" a una velocidad detectable por una quinasa de pro-
tefnas apropiada y desfosforilada por una fosfatasa de fosfoproteinas;
(b) demostracién de que las propiedades funcionales de 1la protefna
(enzima) presentan cambios significativos que se correlacionan con el
grado de fosforilacidn; (c) demostracidén de que la protefna (enzima) puede
ser fosforilada y desfosforilada "in vivo" o en sistema de células enteras
con los consiguientes cambios funcionales; (d) correlacién de los niveles
celulares de quinasa de proteinas y/o fosfatasa de fosfoprotefnas respecto
del grado de fosforilacién de la protefna (enzima). En la tabla I se
encuentra una lista de enzimas que son reguladas por procesos de fosfori-

lacidn~-desfosforilacidn.
-Control hormonal del metabolismo del glucégeno

El esquema de los dos mensajeros propuesto por Sutherland (106) implica
la transmisidén de una sefial a través de distintos intermediarios para lo
cual se requiere un mecanismo de amplificacién. Mientras las hormonas
polipeptidicas se encuentran en el rango de 10-10 - 10-8 M, los cambios de
concentracién intracelular de AMP ciclico se producen entre 10-8 y 10-5 Y
este Udltimo puede controlar concentraciones de metabolitos de 10-4 a 10-2
M.

La fosforilasa de glucSgeno de higado que cataliza la degradacidn del

mismo a glucosa-1-P y resulta activada por adrenalina y glucagon "in



TABLA I

ENZIMAS QUE PARTICIPAN DE PROCESOS DE FOSFORILACION Y DESFOSFORILACION(46)

ENZIMA INFORMADO EN:
Fosforilasa de glucégeno 1955
Quinasa de fosforilasa 1959
Sintetasa de glucégeno 1963
Lipasa sensible a hormonas 1964, 1970
Fructosa-1,6-difosfatasa 1966, 1977
Pirdvico deshidrogenasa 1969
Hidroximetilglutaril CoA reductasa 1973
Acetil CoA carboxilasa 1973
RNA polimerasa DNA dependiente 1973
Piruvato quinasa 1974
Colesterol ester hidrolasa 1974

Subunidad R de la quinasa de proteinas

dependiente de AMP ciclico tipo II 1974
Transcriptasa reversa 1975
Fosfofructoquinasa 1975
Tirosina hidroxilasa 1975
Inhibidor de la fosfatasa de la fosforilasa 1975
Fenilalanina hidroxilasa 1976
Quinasa del factor de iniciacién F2 1977
Quinasa de proteinas dependiente de GMP ciclico 1977
Triptofano hidroxilasa 1977
Glutamato deshidrogenasa dependiente de NAD 1978

Glicerofosfato aciltransferasa 1978
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vitro”" (107), fue la primera enzima en la que se encontré un efecto
mediado por AMP ciclico. Existen dos formas interconvertibles de la fosfo-
rilasa, la fosforilasa a (activa) y 1la fosforilasa b (inactiva). 1la
quinasa de la fosforilasa b fosforila dicha enzima, la cual se convierte
en fosforilasa a. Ademds, la quinasa de la fosforilasa b puede existir en
dos formas, una activa fosforilada y otra inactiva desfosforilada. Una
quinasa de proteinas dependiente de AMP cfclico es la responsable del pa-
saje de la forma inactiva a la activa (108).

El esquema del mecanismo de amplificacién en "cascada" que da lugar a
la activacién de la fosforilasa de glucégeno como Ultimo evento de 1la
accidén hormonal se ve en la Figura 7.

Por otra parte la sintetasa de glucSgeno pasa de la forma activa a la
inactiva por efecto de la quinasa de protefnas dependiente de AMP ciclico
o por efecto de la llamada quinasa 2 de la sintetasa de glucSgeno que es
independiente de AMP ciclico (109).

La reversibilidad de los procesos de control por fosforilacién estd
garantizada por la presencia de las fosfatasas de fosfoprotefnas. La fos-
fatasa de proteinas tipo III que es multiespecifica puede antagonizar a
todas las quinasas que participan en la regulacién del metabolismo del
glucdgeno (110). Por lo menos un inhibidor de la misma, llamado inhibidor
1, debe ser fosforilado por una quinasa de proteinas dependiente de AMP
ciclico para ser efectivo sobre la fosfatasa (Fig. 6). Otra actividad, la
fosfatasa de fosfoproteinas II, es especifica de la quinasa de la fos-
forilasa (111).

Tal como puede verse en la Figura 8, la accidén glucogenolitica mediada
por AMP ciclico se efectua en forma coordinada sobre las enzimas que 1lo

sintetizan y degradan.
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Figura 7. Esquema del mecanismo de amplificacidn que da lugar a la activa-
cién de la fosforilasa. Los simbolos son los usados en las Figs. 2 y 8 a
excepcidén de Glyc (glucédgeno) y Glu-6-P (glucosa-6-fosfato).
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Figura 8. Control del metabolismo del glucégeno en el misculo esquelético
de mamiferos. Las formas activas llevan subindice a y las inactivas b.
Los simbolos usados son: Ph (fosforilasa), Ph K (quinasa de la fosforila-
sa), GS (sintetasa de glucégeno), cAMP PrK (quinasa de proteinas depen-
diente de BAMP ciclico), IP (protefna inhibidora de cAMP PrK), GSK2
(quinasa de la glucdégeno sintetasa), PrP-II (fosfatasa de la quinasa de la
fosforilasa), PrP-III (fosfatasa de fosfoprotefnas III), iq e i (inhibi-
dores proteicos fosforilables y no fosforilables de la fosfatasa de fosfo-
proteinas III).
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II. SINTESIS Y DEGRADACION DE NUCLEOTIDOS CICLICOS

A. Adenilato Ciclasa

La adenilato ciclasa es la enzima que cataliza la formacién del AMP

ciclico seqin la siguiente reaccién:
Me2+
ATP :‘_____’ CAMP + PPi

Los verdaderos sustratos de esta actividad son los complejos Mg ATP2- o
Mn ATP2~ siendo los metales divalentes activadores de la misma.

Respecto a su localizacién, se puede afirmar que salvo excepciones se
encuentra asociada a las membranas citoplasmiticas (112).

La adenilato ciclasa sensible a hormonas estd compuesta por tres subu-
nidades como minimo (113): la proteina catalftica (C) que es relativamente
inactiva y no posee propiedades regulatorias, la proteina ligadora de
guanil nucledtidos (G/F) que media la accién de los guanil nucledStidos
(114) y del fluoruro (115), y uno o m&s receptores hormonales (R)(116).

El receptor hormonal presenta el sitio de unién para la hormona en la
superficie extracelular y puede haber receptores con distintas especifici-
dades de hormona en la misma célula.

La proteina catalfitica tiene baja actividad con Mg ATP2~ Y no es esti-
mulada por hormonas, F~ o nucleétidos de guanosina.

La proteina ligadora de nucleétidos de guanosina le da a la protefna
catalitica la capacidad de utilizar Mg ATP2~ como sustrato, presenta unidén
de F~ y nucledtidos de gquanosina permitiendo que modulen la actividad de
la subunidad catalitica.

La interaccidn entre el receptor hormonal y la adenilato ciclasa ha da-
do lugar a numerosas hipStesis. Cuatrecasas (117) basdndose en el concepto
de mebrana flufida de Singer y Nicholson (118) desarrolld su modelo de re-

ceptor mévil (Fig. 9). Los receptores hormonales resultarfan, de este
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Figura 9. Hipdtesis del receptor mévil propuesta por Cuatrecasas para el
mecanismo de modulacidén de la actividad adenilato ciclasa por hormonas.
Las hormonas pueden ser activantes (@® ) o inhibitorias (’) de dicha enzi-
ma. Los simbolos son los usados en la Fig.2.
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modo, entidades independientes de la actividad ciclasa. Cuando la hormona
se une al receptor, aumentaria la afinidad de este dltimo por enzima, lo
que harfa posible modificar la actividad de la misma. La probabilidad de
un choque entre receptor y enzima existe por causa del libre movimiento de
las proteinas integradas a la doble capa lipidica. Schramm y colaboradores
comprobaron experimentalmente este modelo transfiriendo, por formacidén de
hibridos celulares, receptores adrenérgicos a una célula que carecfa de

los mismos pero poseia actividad ciclasa asociada a sus membranas (119).

B. Guanilato Ciclasa

La guanilato ciclasa es la enzima que cataliza la formacién del GMP cf-

clico a partir de GTP seguin la siguiente reaccién (120):
Me2+
GTP T——* CcGMP + PPi

El metal divalente es generalmente Mn2+ (121) y el sustrato verdadero
el Mn GTP2~. El M92+ sélo resulta efectivo como activador cuando estdn
presentes bajas concentraciones de Mn2t, En 1la mayor parte de los tejidos
se encontrd$ actividad asociada tanto a fracciones solubles como particula-
das. La enzima presente en estas UJltimas fracciones se expresa a menudo
s8lo en presencia de detergentes (122).

Las propiedades de las actividades en ambas fracciones son diferentes
tanto en cuanto a sus requerimientos y cinética como en sus parédmetros
moleculares, lo que indicarfa que cumplen distintos papeles en la regula-
cidén del metabolismo (123). Respecto a su estructura en los pocos casos en
que se ha purificado a homogeinedad (124,125) se demostrd que la enzima
estd formada por lo menos por dos subunidades diferentes cque guardan una
relacidn de pesos moleculares 2:1 y cuyas funciones son desconocidas.

AUn no han sido elucidados los mecanismos generales de regulacidn de 1la

actividad guanilato ciclasa, si bien cada vez se encuentran mds evidencias
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de que los niveles de MP cfclico son influidos tanto por el estado redox
de las preparaciones y la formacién de radicales libres como por el meta-
bolismo de los dcidos grasos y lipidos. Aunque muchas hormonas pueden in-
ducir la sintesis de GMP cfclico, no se probS que este efecto esté acopla-
do o asociado a una interaccién de un complejo hormona-receptor con la
guanilato ciclasa. Por otro lado, los procesos mencionados m&s arriba
podrian ser mediadores de los efectos hormonales sobre dicha actividad

ciclasa.

C. Fosfodiesterasas de nucledtidos ciclicos

Las fosfodiesterasas de nucledtidos ciclicos son las enzimas que cata-
lizan la hidrdélisis de los nucleStidos ciclicos segUn la siguiente reac-
cidn:

fosfodiesterasa

CcNMP -— 5¢=NMP

HyO

Los nucledtidos ciclicos (cNMP) son AMP ciclico o GMP ciclico y

generalmente los metales divalentes Mg2+ Y Mn2t son estimulantes de 1la

enzima.
-Formas miltiples

A partir del descubrimiento de formas multiples de fosfodiesterasas en
corteza cerebral (126), siempre se han encontrado dos o mds formas en
todos los tejidos analizados . En extractos de tejidos de mamiferos se
han identificado al menos tres diferentes formas de la enzima que difieren
en sus pardmetros moleculares, cinéticos, especificidades de sustrato y
cantidades relativas. El hecho de que sélo una de estas tres formas prin-

cipales haya sido purificada a homogeinedad deja lugar a la posibilidad de
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que las otras actividades estén a su vez compuestas por mds de una entidad
enzimdtica.

La primera de estas formas (llamada frecuentemente "de alto Kg ") fue a
purificada a partir de corazén (127) y cerebro (128) bovinos, y presenta
una velocidad mixima mayor para AMP ciclico que para GMP ciclico. No obs-
tante ello, el Kg para el nucledtido de adenina resulté ser mayor que
para el de guanina. Esta enzima, sensible al activador dependiente de
ca?* (70), tiene grdficos de Lineweaver-Burk (129) lineales para ambos
sustratos en ausencia o presencia del modulador. Todas las evidencias in-
dicarian que se trata de una sola entidad enzim&tica que cataliza la hi-
drdélisis de ambos nucledtidos ciclicos (127,128,130). Purificada a homo-
geinedad en columnas de afinidad de dextrano azul (131) o de activador
(132) unidos a agarosa, la enzima de cerebro resultS ser un dfmero de peso
molecular 120 000 formado por dos subunidades idénticas de peso molecular
60 000.

La segqunda clase de fosfodiesterasas (llamada frecuentemente "de bajo
Kg" o de "cooperatividad negativa") se encontré en todos los tejidos de
mam{feros analizados (133,134). El1 90% de esta actividad se encuentra en
las fracciones solubles luego de un tratamiento de los extractos con
ultrasonido (135). Estas fosfodiesterasas no son sensibles al factor acti-
vador, y tienen una selectividad relativa hacia el AMP ciclico. El anélis-
is de los datos cinéticos da lugar a gréficos de Lineweaver-Burk bimodales
(136) que pueden ser producto de : (a) varias actividades enzimdticas con
distintas afinidades por el sustrato (137), (b) una actividad enzimética
con sitios mdltiples que interaccionan de modo cooperativo negativo (138)
o (c) una actividad enzimdtica que se agrega en formas que tienen distin-
tas afinidades por el sustrato (139). En este sentido es importante desta-
car que a bajas concentraciones de enzima en los ensayos se han encontrado
grdficos de Lineweaver-Burk lineales (139).

El tercer tipo de fosfodiesterasa no estd tan ampliamente distribuido y

se distingue porque bajas concentraciones de GMP ciclico estimulan la
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hidrdlisis del AMP cfclico aunque no sucede el efecto opuesto (133, 140).
Si bien la velocidad de hidrdlisis es similar para ambos nucleétidos, el
GMP ciclico actda como un activador alostérico para la hidrSlisis de AMP
cfclico (141).

Ademds de las fosfodiesterasas solubles, se han encontrado las asocia-
das a fracciones particuladas. Estudios hechos en rinén de rata (142, 143)
mostraron que las fosfodiesterasas particuladas son aparentemente pro-
teinas integradas a las membranas, tienen un comportamiento cinético com-
plejo, hidrolizan preferencialmente AMP ciclico, y el GMP cfclico regula-
ria la hidrdlisis del AMP cfclico. Por otro lado, las actividades fosfo-
diesterasa de GMP ciclico generalmente no aparecen asociadas fuertemente a
las membranas, exceptuando el caso de la enzima de retina (144). La enzima
de retina bovina, purificada a homogeinedad mostré ser una protefna de
peso molecular 170 000 formada por una subunidad de 88 000, otra de 84 000
y un péptido asociado de 13 000 (145).

AUin no estd claro si las formas moleculares de las fosfodiesterasas
observadas "in vitro" existen como entidades en las células intactas. Se
ha sugerido que los procedimientos de preparacién o una protedélisis limi-
tada podrian dar lugar a la aparicién de formas de agreqgacién miltiple
(146). Por otro lado la ruptura de los compartimientos celulares en 1la
homogeneizacidn podria provocar la agregacién de protefnas (139). Por
estos motivos es necesario tener cuidado al comparar resultados obtenidos
con enzimas aisladas mediante distintas técnicas, as{ como en la extrapo-

lacidn de los resultados "in vitro" a la célula viva (147).

-Inhibidores

Desde que se descubrid que las metilxantinas son inhibidoras de 1la
hidrdlisis de nucledtidos ciclicos, han sido usadas para potenciar efectos

estimuladores sobre la adenilato o guanilato ciclasa, para aumentar el
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efecto del agregado de nucledtidos ciclicos exSégenos o para inhibir a las
fosfodiesterasas. Las metilxantinas m&s comunmente usadas son cafeina,
teofilina, teobromina, aminofilina, y metilisohutilxantina (MIX) (136).
Existe una gqran variedad de inhibidores de las fosfodiesterasas, gran
parte de las cuales se utilizan con fines farmacoldgicos. Fn la Fiqura 10
se presentan las variedades m4&s importantes de estos compuestos (148,149).
Diversos péptidos son inhibidores de fosfodiesterasas obtenidas de dis-
tintas fuentes. En mucosa estomacal de rana (150), células grasas (151),
testiculo de rata (152), cerebro bovino (153) y retina bovina (154); se
han encontrado compuestos no dializables y termoestables que inhiben a las

fosfodiesterasas homélogas de modo no competitivo.

-Efectos de las hormonas

La requlacidn de la actividad fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos
estd probablemente sujeta a variados mecanismos de control (147). Muchas
hormonas alteran su actividad. En el caso de la insulina se han estudiado
sus efectos sobre la enzima, pero se desconoce el papel fisiolégico de
dichos cambios de actividad (155). Algunas vecés la accién de la hormona
se ejerce sobre las formas de enzima de alta afinidad unidas a membrana
sin que exista sintesis de proteinas (156). Por otro lado 1las interac-
ciones entre células, factores del suero y condiciones de crecimiento en
células en cultivo pueden alterar los pardmetros cinéticos de las fos-
fodiesterasas por mecanismos independientes de la sintesis proteica
(157,158). Sin embargo la activacidn de la enzima de células BHK por insu-
lina es sensible a los inhibidores de sintesis de proteinas (147). Ademds
los mismos nucledtidos ciclicos son capaces de afectar sus propias veloci-
dades de hidrélisis asi como las de otros nucleStidos en forma indepen-

diente (159) o dependiente (160,161) de la induccién de nueva enzima.
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D. Calmodulina

Durante la purificacidén de la fosfodiesterasa de cerebro bovino, Cheung
(162) encontrS que un factor activador endégeno se disociaba de la enzima.
Este modulador requiere la presencia de ca2+ para su accién (163) y es
capaz de actuar sobre diversas actividades enzim&ticas, como puede obser-
varse en la Tabla II (164). En base a su requerimiento absoluto de
Ca?t (posee 4 sitios de unién por molécula con Kgq 10 uM) y de ser posible-
mente el principal receptor intracelular del mismo, el factor fue llamado
calmodulina. En cuanto a su distribucién, fue hallado en todos los tejidos
de organismos eucariotes. Es un polipéptido de peso molecular 18 000, de
cardcter 4cido y estructura flexible (165). el ién ca2* al unirse al pép-
tido provoca un cambio conformacional en el mismo que resulta en un aumen-
to de la porcidén helicoidal de la molécula (166). El mecanismo general de

accidn de la calmodulina sobre una enzima E consta de dos etapas:

(M) + ca2t ————* (" ca?h),

i+ (aM" ca?t), TT—= (" ov" ca?h),

E
Donde @M es la calmodulina, el asterisco (") indica un cambio confor-
macional, el subfndice_i indica un estado inactivo y el a uno activo.
Tanto el EGTA que compleja el ca?t como el agente antipsicético tri-
fluoroperazina que se une al complejo ca*-calmodulina, son inhibidores de
la activacién dependiente de ca?*. Por otro lado, existen dos protefinas
ligadoras de ca2* de estructura y funcidén relacionada a la calmodulina, la
troponina C y las parvalbiminas (167,168). La calmodulina actda sobre la
fosfodiesterasa sensible a caZ2*t y con preparaciones purificadas de 1la
misma se ha demostrado la formacién del complejo activo (holoenzima) en
presencia de CaZ?*: (M) X5 ,donde CM es calmodulina con ca?* unido y X> es

el dimero que forman las dos cadenas polipeptfdicas de la actividad fosfo-



TABLA II

ENZIMAS Y PROCESOS CELULARES REGULADOS
POR CALMODULINA (164)

Adenilato ciclasa

Guanilato ciclasa

Fosfodiesterasas de nucleétidos ciclicos
Quinasa de protefinas dependiente de ca?+
Quinasa de la fosforilasa

Quinasa de la cadena ligera de la miosina
Fosforilacién de membranas

ATP trifosfatasa dependiente de Ca2*
Fosforilasa A,

Quinasa de NAD

Desarmado de microtudbulos

Liberacidén de neurotransmisores

Funciones postsindpticas

Funciones nucleares
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diesterasa (131).

Una proteina termoldbil hallada en cerebro tiene una alta afinidad por
el complejo ca?*-calmodulina y resulta inhibidora del efecto activador del
ca2+ (169). Dicha proteina, llamada ahora calcineurina (170), ha sido
postulada como un posible regulador del efecto del ca?* a través de la
calmodulina.

Por otra parte, en cerebro de rata, la calmodulina se encuentra princi-
palmente asociada a las fracciones microsomales. Este activador puede ser
liberado de las membranas presentes en dichas fracciones por la fosforila-
cién de las mismas a través de una quinasa de proteinas dependiente de AMP
ciclico (171). Este efecto seria muy importante para disminuir los niveles

del nucledtido después de la activacidén postsindptica de la adenilato ci-

clasa.

III. EL CICLO DE VIDA DE NEUROSPORA CRASSA

A. Clasificacidén

Neurospora crassa hongo de 1la familia Sordariaceae de 1la subclase

Euascomycetideae pertenece a la clase Ascomycetes. El1 hongo es nor-
malmente haploide durante todas sus fases de crecimiento, excepto en 1la
formacidn del efimero cigoto diploide en un eventual ciclo sexual. Fn el
estado haploide el ndcleoc contiene siete cromosomas (grupos de ligamiento)
en los cuales el 90% del DNA se presenta en secuencias unicas (172,173),
8% es repetitivo y el 2% restante consiste en DNA palindrémico que se
renaturaliza consigo mismo en forma de horquillas. La cromatina estd orga-
nizada en estructuras similares a los nucleosomas pero md&s pequefias que en
eucariotes superiores (174). Las histonas H1 (175), H2A, H2B, H3 y H4
(176) fueron identificadas cuando se aisl§ cromatina en condiciones que

impedian la protedlisis.
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B. Requerimientos nutricionales

Neurospora (177) puede crecer a su maxima velocidad con sélo una fuente
de energia (carbohidrato), sales minerales y una vitamina, la biotina. Las
fuentes de carbono mds usadas han sido: glucosa, manosa, fructosa, xilosa,
sacarosa, maltosa, celobiosa y trehalosa. El ién sulfato es buen proveedor
de azufre aunque tambhién pueden usarse: tiosulfato, metionina, taurina,
dcido cisteico y otros compuestos sulfurados. Sélo el fosfato inorgdnico
resulta buena fuente de fd&sforo. El nitrégeno puede tomarlo del ién amo-
nio, ién nitrato, urea, amidas, purinas o aminodcidos. Potasio, magnesio,
hierro asi como trazas de otros elementos son necesarios para el normal
desarrollo del hongo. Puede crecer en un rango de pH de 4.0 a 7.5. El &p-
timo de temperatura estd entre 30 y 35°C aunque crece incluso a muy bajas
(5°C) o muy altas (42°C).

Neurospora es un organismo aerébico absoluto y no es patégeno en huma-

nos, animales o vegetales.

C. Ciclo de reproduccidn asexual

-Propiedades de las conidias

Neurospora (178) puede producir por mitosis dos tipos de esporas
asexuales, las macroconidias (1llamadas generalmente conidias) y las micro-
conidias. En el laboratorio las cepas salvajes producen abundantes can-
tidades de macroconidias. Estas esporas multinucleadas (2,5 nudcleos/
conidia de promedio) de color naranja, son producidas por brotacidn en los
extremos de hifas aéreas especializadas (179). Cada conidiéforo lleva una
larga ristra lineal de conidias (180). Las conidias se producen en gran-
des cantidades, gran parte de la masa del micelio se convierte en estas
esporas asexuales cuando llega a la fase estacionaria. Son muy resistentes

a la desecacién y pueden guardarse indefinidamente con silicagel. Sin em-
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barqgo con alta humedad sobreviven sélo 1 6 2 meses a temperatura ambiente.
Son totalmente indiferentes al conqelamiento, desecadas resisten altas
temperaturas y no se afectan por tratamientos con concentraciones modera-
das de dcido.

Las microconidias aparecen en cultivos hechos sobre agar en su fase
estacionaria tardia. Son excretadas directamente de las células del mice-
lio, son uninucleadas y obviamente mds pequefias que las macroconidias.

Se producen en baja cantidad y su viabilidad es err&tica (181).

-Germinacidén

(a) Las conidias maduras antes de ser suspendidas en agua parecen enco-
gidas y arrugadas (182). La hidratacidn es un proceso pasivo que las
vuelve relativamente lisas y de forma ovoidal.

(b) Ocurren cambios internos que requieren energia sea de origen inter-
no o externoe.

(c) Un tubo germinal de forma cilfindrica emerge de la macroconidia.
Este proceso requiere una fuente externa de carbono y sales inorgdnicas
(183).

(d) E1 tuho germinal crece y sus requerimientos son los necesarios para

el crecimiento del micelio.
-Crecimiento vegetativo

La fase de crecimiento vegetativo del hongo puede mantenerse casi inde-
finidamente transfiriendo una parte del micelio a medio fresco. En esta
fase el hongo se presenta como un entretejido de hifas cilindricas
tabicadas de 5 Jam de didmetro. Los tabhiques transversales n¢ son comple-
tos, tienen en el centro un poro por Adonde se contindan las membranas
plasmidticas de las células adyacentes. Nicleos y otros materiales granula-

res pueden fluir de las regiones mds viejas del hongo hacia los extremos
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en crecimiento. Las hifas se alargan principalmente por crecimiento apical
y las zonas m&s antiguas pueden enventualmente vacuolizarse y cargarse de

gotas de lipidos.

Normalmente N. crassa dobla su peso en 2,5 h (184) y la velocidad de
extensién lineal de un micelio en medio sélido y condiciones Sptimas puede
llegar a 0.6 cm/h. Cuando llega a cierta longitud, la hifa se ramifica y

esto produce la cldsica estructura del micelio.

-Conidiacidn

(a) La formacidn de conidias comienza con la aparicién de hifas aéreas
especiales distintas de las vegetativas.

(b) La conidiogénesis se produce por brotacién en los extremos de las
hifas dereas. Se pueden producir muchos brotes por extremo, dando lugar a
la aparicién de cadenas de conidias.

(c) Se producen tabiques que transforman a las conidias en células

separadas.

(d) Las conidias maduran durante tres dfas. Durante dicho perfodo no

germinan con la velocidad normal.

D. Ciclo de reproduccidn sexual

Neurospora es un organismo heterotdlico. Existen dos tipos de micelio,
llamados A y a, y no hay apareamiento si no est4dn ambos presentes.

Aunque el fenotipo es idéntico, las dos alternativas estdn determinadas
por un par de alelos que estdn en un dUnico locus, el locus del tipo de
apareamiento. En ambos micelios pueden desarrollarse estructuras masculi-
nas y femeninas, pero la fecundacién s&8lo ocurre entre estructuras de dis-
tinto tipo.

Cuando se inocula Neurospora sobre un medio sélido que carece de algu-

nos nutrientes, algunas hifas se transforman en un &rgano especializado,
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el ascogonio, que estd rodeado por células diferenciadas. Esta estructura
femenina es el protoperitecio. El1 ascogonio es una c¢élula globosa, con
numerosos nudcleos haploides, que emite una prolongacién filiforme llamada
tricégino. El tricégino funciona como pelo aceptor de las células masculi-
nas. Cuando una conidia, microconidia o hifas de micelio de tipo de apa-
reamiento opuesto se deposita en el tricégino, un nudcleo dador (masculino)
es descargado en el ascogonio donde encuentra al nidcleo residente (femeni-
no). Los dos ndcleos no se fusionan de inmediato. Ambos se dividen simul-
tdneamente y generan cierto numero de células que contienen un nidcleo Qde
cada tipo. Cuando los nucleos se funden, r4pidamente comienza la meiosis.
Cada ndcleo diploide da origen a cuatro pares de ndcleos haploides y cada
uno de éstos se divide dando origen a ocho ascoporas o esporas sexuales.
En las mismas ascosporas estos ndcleos se dividen para dar 16 nidcleos. Las
ascoporas maduras, de color negro y forma ovoidal, quedan localizadas en
una estructura en forma de saco llamado asco. La dimensién de un asco es
de 20 a 200 pmoy puede haber varios centenares de estos en el cuerpo de
fructificacién maduro que tiene forma de botella, el peritecio. Las asco-
poras son producto de un proceso sexual y como tales deben tener las ven-
tajas producidas por la recombinacién de los genes parentales. Por otra
parte, el metabolismo es extremadamente lento y pueden estar en estado
latente en condiciones de humedad y temperatura mucho mds extremas que las
conidias. Cuando se dan las condiciones adecuadas, las ascoporas germinan,

generando nuevamente el micelio vegetativo.

IV. EL AMP CICLICO Y ENZIMAS RELACIONADAS EN NEUROSPORA CRASSA

A. Regulacidn de las reservas de glucdgeno

Estudios realizados por Takahara y Matsuda (185) y por Fontana y Kris-

man (186) mostraron que Neurospora sintetiza glucégeno como reserva de



30

energia. Cultivos hechos en presencia de glucosa como fuente de carbono
mostraron un contenido midximo de glucégeno en la fase exponencial tardfa,
que comenzé a decrecer al consumirse totalmente la glucosa del medio. La
actividad iniciadora de la sintesis de glucégeno tuvo un méximo 48 horas
antes que su producto. Cuppoletti y Segel (187) en cultivos realizados con
sacarosa, encontraron aumento de la actividad fosforilasa de glucégeno al
disminuir la concentracidn del azdcar. Téllez de Ifién, Terenzi y Torres
(188) demostraron que la sintetasa de glucSgeno de Neurospora aparece en
dos formas interconvertibles. La forma I (activa) independiente de
glucosa-6-fosfato y la forma D (inactiva) que necesita dicho compuesto
para expresar su actividad. "In vitro", la conversién de la forma_£ a la
forma D requiere ATP y Mgz+, y la transformacidén inversa requiere sdélo
Mg2*. Ademds, Téllez de Ifién y Torres (189) estudiaron la fosforilasa de
glucSgeno. Dicha enzima también se presenta en dos formas interconver-
tibles, la forma a (activa) y la forma 2 (inactiva) que necesita 5'-AMP
para expresar su actividad. La conversién de la forma b a la forma a
ocurre en presencia de ATP y Mg2+, siendo estimulada por AMP cfclico en
concentraciones del orden de 0,1 fmh

Finalmente, Té€llez de Ifi6én y Torres (190) identificaron las enzimas que
modulan a la fosforilasa de glucégeno: la quinasa de protefnas que actda
sobre la fosforilasa b y la fosfatasa de fosfoproteinas que actda sobre 1la
fosforilasa a. Dicha fosfatasa también existe en dos formas interconver-
tibles y nuevamente se requiere ATP y Mgz+ para obtener 1la forma mds
activa.

El mecanismo de regulacidn del metabolismo del glucégeno es similar al

que ocurre en tejidos de mamiferos y distinto al que tiene lugar en bacte-

riase.

B. Adenilato ciclasa

La enzima productora de AMP cfclico, la adenilato ciclasa, fue hallada

principalmente asociada a la membrana plasmdtica en la mutante "slime"
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(FGSC 1118) de N. crassa por Flawid y Torres (191). Dicha mutante carece
de pared celular, apareciendo en forma de células aisladas (15 a 30’mn)
similares a protoplastos, que contienen una vacuola y varios ndcleos. La
enzima totalmente dependiente de Mn2t para expresar su actividad, no es
activada ni por fluoruro ni por GTP. Los mismos autores (192) demostraron
que el sustrato de la adenilato ciclasa es el complejo Mn ATPz', que el
Mn2* es activador de la enzima sélo a bajas concentraciones de sustrato, y
que el ATP puede ser inhibidor al desplazar al sustrato del sitio catalf-
tico. Las membranas tratadas con el detergente no iénico Lubrol PX libera-
ron la enzima en forma soluble, lo cual permitié purificarla por DEARE-
celulosa (193). La ultracentrifugacién en gradientes de sacarosa de 1la
actividad proveniente de dicha purificacién parcial permitié calcular un
coeficiente de sedimentacidén de 7,15 S.

Por otra parte Flawid, Kornblihtt y Torres (194) encararon el estudio
de una forma "soluble” de adenilato ciclasa en cepas miceliales de Neuros-
pora crassa. Preparaciones efectuadas a baja fuerza iénica permitieron
obtener de 20 a 30% de actividad ciclasa en el sobrenadante postmicroso-
mal. Cuando se efectuaron a alta fuerza iénica, un 50% de la actividad
apareci§ en el sobrenadante. Con lavados sucesivos en dichas condiciones
fue posible extraer hasta 90% de la actividad ciclasa del precipitado de
105 000 x g. Esta adenilato ciclasa "soluble" tiene propiedades similares
a la asociada a membranas respecto de an"’, fluoruro, ATP y GTP. Los
pardmetros moleculares e hidrodindmicos calculados (coeficiente de se-
dimentacién: 6,25 S; radio de Stokes: 7,3 nm; volumen especfifico parcial:
0,74 g/ml; peso molecular: 202 000; cociente friccional: 1,65; punto iso-
eléctrico: 4,65) permitieron concluir que la actividad "soluble" es simi=-
lar a la descripta para el componente catalftico (C) de los sistemas de

adenilato ciclasas regulables por hormonas de tejidos de mamiferos.
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C. Fosfodiesterasas de nucledtidos ciclicos y quinasas de proteinas

Scott y Solomon (195) encontraron actividad fosfodiesterasa de AMP

cfclico asociada a fracciones particuladas de extractos de Neurospora cra-

ssa. Dicha actividad es inhibida por metilxantinas, ADP y ATP y presenta
dos valores de Kg para el AMP cfclico que difieren en mis de dos &rdenes
de magnitud. Gold y Segel (196) describieron una actividad quinasa de pro-

tefnas soluble proveniente de extractos de Neurospora crassa. Sélo casef-

na y fosvitina resultaron buenos sustratos en las condiciones usadas por
dichos autores. Esta actividad independiente de AMP cfclico tuvo un coefi-
ciente de sedimentacidén de 3,8 S, un peso molecular de 60 000 determinado
por filtracién en geles y un Kg para el ATP de 30 M. También Powers y

Pall (197) encontraron quinasas de protefnas en Neurospora crassa. Extrac-

tos de la cepa salvaje fueron cromatografiados por DEAE-celulosa y obtu-
vieron dos picos de actividad quinasa, siendo el que eluye a menor fuerza
iénica (pico I) el dWnico estimulado por AMP cfclico. El sustrato proteico
mds activo para el pico I fue la histona H2B, luego protamina y por dlti-
mo histona H2A. Por el contrario para el pico II el orden de actividad fue
casefna mayor que fosvitina, y ésta mayor que histona H2B. Ademé&s descri-
bieron una actividad de unién ("binding") de AMP ciclico asociada al pico
I de peso molecular aproximado 47 000. Por otro lado Judewicz y Torres
(198) encontraron que el AMP ciclico estimula la fosforilacién de protef-
nas no histénicas en preparaciones de cromatina del mutante "slime" de
Neurospora. Esta fosforilacién estimula la sfntesis del RNA mensajero

(transcripcién) que es inhibible por & -amanitina.

D. Diferenciacidn y mutantes

Los mutantes morfol&gicos de Neurospora, denominados "crisp" se carac-
terizan por poseer un fenotipo colonial causado por la imposibilidad de

formar hifas aéreas, y por una formacién uniforme de conidias sobre la su-
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perficie del cultivo (199). Existen tres loci que por mutacién pueden
determinar el fenotipo "crisp": cr-1, cr-2 y cr-3. Estos loci no alélicos
estdn ubicados en el brazo derecho del grupo I de ligamiento (cromosoma)
en las proximidades del centrdé&mero (200).

Terenzi, Flawid y Torres (201) observaron que dos cepas diferentes con
mutacién en el locus cr-1 presentaban una actividad muy disminufda de ade-
nilato ciclasa. La mutante FGSC 326 tiene morfologfa "slime" y la FGSC 329
mor fologia "crisp". La adicién de AMP ciclico o su derivado dibutiril-AMP
ciclico al medio de cultivo, incrementé§ varias veces la velocidad de
elongacién de las hifas de FGSC 329 y produjo un fenotipo similar al de
cepas salvajes. Esta reversién morfolégica implica un estfmulo de la for-
macién de hifas aéreas y una inhibicién de la formacién de conidias en la
superficie del cultivo. Por otra parte Flawid, Terenzi y Torres (202)
encontraron que las cepas portadoras de la mutacién cr-1 tienen bajos
niveles de actividad ciclasa, 2 a 3% de la encontrada en cepas salvajes.
Por otro lado, las mutantes cr-2 y cr-3 que tienen el mismo fenotipo que
cr-1, tienen niveles normales de actividad ciclasa. Ademds Torres, Flawid,
Terenzi y Téllez-Ifién (203) demostraron que no hubo reversién de morfolo-
gfa por efecto de AMP ciclico o su dibutiril derivado en las cepas cr-2 y
cr-3. Este hecho podrfa indicar que dichas mutaciones afectarfan alguna
etapa de las rutas metabélicas controlada por AMP ciclico.

Respecto a los niveles de AMP ciclico, Terenzi, Flawid, Téllez-Ifién y
Torres (204) encontraron que las cepas salvajes tienen concentraciones que
son 10 a 20 veces superiores a las cepas con mutacién en cr-1. En cultivos
en medio liquido los niveles de dicho nucleétido en la cepa salvaje no
variaron durante el perfodo de crecimiento exceptuando un importante in-
cremento durante un corto periodo al comienzo de la fase estacionaria.
La actividad adenilato ciclasa mostré un m&ximo coincidente con el de su
producto, pero la actividad fosfodiesterasa de AMP ciclico no tuvo cambios
significativos.

Todos estos trabajos realizados por Torres y colaboradores sefalan el
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requerimiento de AMP ciclico en la determinacién de la morfologfia y la
formacién de hifas aéreas en Neurospora.

Rosenberqg y Pall (205) no encontraron cambios en niveles de AMP ciclico
y GMP ciclico durante la germinacién de conidias en cepas salvajes y con
mutacidén cr-1. Este resultado se opondria a la hipStesis de cambios meta-
b&licos regulados por nucledtidos ciclicos AQurante dicho proceso, tal como
fue sugerido por la induccidén a la germinacidén de la mutante "crisp" FGSC
329 estimulada por dibutiril-AMP ciclico (203). Por otra mparte hallaron
que los niveles de AMP ciclico son iquales en conidias de ambos tipos de
cepas; ésto implicaria que Neurospora puede expresar mds de una actividad
adenilato ciclasa o que existen mitiples modos de regulacidn de la misma.
Los mismos autores (206) encontraron que N6-monobutiril-AMP ciclico y GMP
ciclico estimulan la elongacién de las hifas de mutantes cr-1 y que tam-
bién los niveles de GMP ciclico son menores en estos mutantes que en las
cepas salvajes. Esta Udltima propiedad podia indicar que la mutacién cr-1
también afectaria a la actividad gquanilato ciclasa.

Trevillian y Pall (207,208) probaron en Neurospora que antibidticos
activos sobre membrana plasm&tica, como la nistatina, producen despolari-
zacidn de la misma con un rdpido incremento transitorio de los niveles de
AMP ciclico. Las mutantes cr-1 no presentan dicho efecto que se deberia a
un estimulo sobre la adenilato ciclésa unida a membrana. Scott y Solomon
(209) ensayvaron el efecto de distintas drogas que disminuyen los niveles
de AMP ciclico por inhibicidn de la adenilato ciclasa o por activacidn de
la fosfodiesterasa. En esas condiciones el micelio salvaje asume un creci-
miento colonial o semicolonial semejante al de mutante morfoldgicas, sien-
do la anormalidad morfoldégica proporcional a la potencia de las drogas.

La formacidn periddica de conidias y la periodicidad en los cambios de
frecuencia de ramificacidn de las hifas marcan ritmos bioldSgicos en Neu-
rospora (210). El hongo puede ser afectado en su ritmo circadiano por cam-—
bios en la temperatura, medio de cultivo o ciclos oscuridad-luz. Feldman

(211) encontrd que las metilxantinas alargan el perfodo del ritmo circa-
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diano de conidiacién. Este efecto de inhibidores de fosfodiesterasa podr {fa
involucrar a los nucledtidos cfclicos en el control o regulacién del reloj
biold&gico.

Adn no se conocen substancias extra o intracelulares sintetizadas por
la Neurospora que produzcan cambios en 1los niveles de nucleétidos
ciclicos. Tampoco se han elucidado los mecanismos moleculares de accidn

del AMP ciclico sobre el control de la morfologfa del hongo.

V. EL AMP CICLICO Y ENZIMAS RELACIONADAS EN PROTISTAS

A. Blastocladiella

-Ciclo de vida

El ciclo asexual de este ficomicete comienza con una zoéspora que es
una célula flagelada, sin pared celular, uninucleada y que tiene baja
actividad metabdlica (212). En condiciones apropiadas el flagelo se re-
trae, se comienza a sintetizar pared celular y se forma un tubo germinal
(germinacién) que va a formar un sistema rizoidal que comienza a crecer
rdpidamente (fase vegetativa). Si los nutrientes se agotan se interrumpe
el ciclo vegetativo y comienza la esporulacién. Las zo8sporas se liberan

por la ruptura de la papila que estd en un extremo del esporangio.
-Papel de los nucledétidos ciclicos

Silverman y Epstein (213) encontraron un aumento de 50 a 100 veces de

los niveles de GMP ciclico durante la esporulacién de Blastocladiella

emersonii causado por un incremento de la actividad quanilato ciclasa
(214). Por otro lado, Vale et al. (215) demostraron que los niveles de AMP

ciclico aumentan hasta 5 veces en la primera fase de la germinacidn
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durante la transicidén de zodspora a célula redonda previa a la aparicién
del tubo germinal. La célula vuelve nuevamente a sus niveles normales
expulsando el nucledtido al medio extracelular. Ademds Gomes et al. (216)
pudieron inducir dicha diferenciacién con AMP ciclico o inhibidores de

fosfodiesterasa reemplazando al ién kt.

-Adenilato ciclasa

Gomes et al. (217) presentaron evidencias sobre la existencia de una
adenilato ciclasa asociada a fracciones particuladas dependiente de Mn2+,
no estimulable por F~ y que puede ser solubilizada por Tritén X-100 1%. La
actividad es relativamente baja durante el crecimiento vegetativo y se
incrementa unas 70 veces durante la formacién y liberacién de las zo&spo-
ras, disminuyendo un 40% al comenzar la diferenciacidn. Los mismos autores
(218) demostraron que esta enzima estd asociada a membranas, que el
sustrato es Mn ATP2™ , que Mn2* sélo es activador a bajas concentraciones

de sustrato y que el ATP no es un buen inhibidor competitivo aunque 5°'-AMP

y GTP si lo son.
-Fosfodiesterasas de nucledtidos cfclicos

Maia et al. (219) encontraron actividad de fosfodiesterasa de AMP ci-
clico en fracciones solubles de preparaciones de zo8sporas o de células
vegetativas. Esta actividad resulté ser estimulada por Mg2+, Mn2+ y k¥t e
inhibida por ca2?*, Li*, teofilina o cafefna. El Ky aparente para el AMP
ciclico resultsS ser de 2 a 4 MM y no fue inhibida por GMP ciclico. También
encontraron una actividad fosfodiesterasa de GMP ciclico en las fracciones

solubles de Blastocladiella. Sdélo resultd estimulada por Mg2+ y también

fue inhibida por metilxantinas. Los estudios cinéticos dieron como resul-
tado dos valores de Kg aparente, 4 y 4°‘PM' y la presencia de AMP ciclico

no produjo inhibicidn.
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La purificacién por columna de DEAE-celulosa permitidé obtener un sdélo
pico de fosfodiesterasa de AMP cfclico proveniente de extractos de zodspo-
ra. Este pico dio una sola banda de actividad en electroforesis en gel de
poliacrilamida. Vale et al. (220) probaron que los mismos extractos
centrifugados en gradientes de glicerol dieron dos picos con actividad
hidrolizante de GMP ciclico, cuando el sustrato no estuvo presente en la
corrida, y uno solo cuando sf lo estuvo. Fn los gradientes de qlicerol
aparecidé una uUnica actividad hidrolizante de AMP ciclico en la zona de me-
nor coeficiente de sedimentacién.

La fosfodiesterasa de AMP ciclico tiene fluctuaciones periddicas
durante el ciclo del hongo con un agudo m&ximo en la esporulacién y migra-
cién de zodsporas. Vale y Maia (221) encontraron que la fosfodiesterasa de
GMP ciclico tambien presenta un mdximo durante dichas fases. Las variacio-
nes de actividades enzim&ticas que serfan producto de sintesis y degrada-
cién de las mismas permiten explicar las variaciones de niveles de nucleé-

tidos cfclicos durante la diferenciacién.

-Quinasas de proteinas

Juliani y Maia (222) hallaron actividades quinasas de protefnas vy
"binding"” de AMP ciclico ( Kg 10 nM) en fracciones solubles de extractos
de zodsporas. Obtuvieron tres picos de actividad por cromatograffia en
DEAE-celulosa. Fl pico I que sale con las fracciones de lavado fosforila
caseina; el pico II eluye con NaCl 0,1 M y fosforila histona; y el pico
III eluye con NaCl 0,2 M, fosforila histona, resulta el udnico estimulable
por AMP ciclico y presenta "binding" por dicho nucledtido. Los mismos
autores (223) demostraron que el pico I no cambia durante el ciclo celu-
lar, contrariamente, los picos II y III disminuyen su actividad durante 1la
fase vegetativa. La actividad "binding" de AMP cfclico asociada al pico
III vy la no asociada (eluye con 0,25 M NaCl) también disminuyen durante

dicha fase. Los autores proponen que el pico II y el sequndo pico de
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"binding" de AMP ciclico podfan ser las subunidades catalitica y regula-
toria respectivamente de la holoenzima que en ese caso seria el pico III.
La induccidén de 1las quinasas dependientes de AMP ciclico Aurante la
esporulacidn estd de acuerdo con la variacidn de niveles del nucledtido.
Por otra parte Silverman (224) usando protamina como sustrato tuvo resul-

tados andlogos.
B. Mucor
-Ciclo de vida

FEl ciclo de vida asexual de este ficomicete se puede resumir en tres
etapas: germinacidén de esporangiosporas, crecimiento vegetativo y forma-
cién de esporangiosporas (225). Las esporas son células elipsoides con uno
o dos nucleos que germinan en dos fases, siendo la primera un crecimiento
manteniendo su forma, y la sequnda, la aparicién de un tubo germinal (si
hay desarrollo de hifas) o de un brote esférico (si va a crecer como
levadura). Ambos tipos de células vegetativas (hifas y levaduras) aparecen
segin las condiciones del medio, siendo en general favorables a las célu-
las levaduriformes la alta concentracidn de hexosa, la anaerobiosis, el
incremento en la presién parcial de didxido de carhono y la presencia de
AMP ciclico en el medio. De esta forma, modificando las condiciones Ade

cultivo se puede pasar de uno a otro tipo celular.
-Papel de los nucledtidos ciclicos

En Mucor racemosus Larsen y Sypherd (226) y Paveto et al. en Mucor

rouxii (227) encontraron que cuando en los cultivos se cambia una atmds-
fera de didxido de carbono por otra de aire se produce una disminucidn de
los niveles de AMP ciclico y una transicién de levaduras a la forma fila-

mentosa. Sin embargo, cuando se agregd$ dibutiril-AMP ciclico dicha tran-
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sicidn no ocurrié. Ademds, Orlowski y Sypherd (228) hallaron que todos los
tipos de cé€lulas tienen cantidades aproximadamente iguales de GMP ciclico
y que se produce un aumento de hasta 7 veces durante la germinacidén de las
esporas, pero no pudieron demostrar una implicancia del GMP ciclico en el
dimorfismo ya que sus niveles no variaban durante dicha transicién. Por
otro lado, el agregado exdgeno de su dibutiril derivado no tiene efecto
sobre la morfologfa de los cultivos. Paznokas y Sypherd (229) postularon
que la capacidad respiratoria y la morfologfa no estdn obligatoriamente
ligadas. Mientras que altos niveles de AMP ciclico y una atmésfera de
diéxido de carbono son determinantes de la forma levaduriforme, bajos

niveles del nucledtido y aire lo son de la forma micelial.

Cantore et al. (230) hallaron en el desarrollo aerébico de Mucor rouxii
que los niveles de AMP cifclico disminuyen durante la germinacién para
restaurarse en el comienzo de la fase estacionaria. En dicha fase el hongo

expulsa el nucledtido ciclico al medio extracelular.

-Adenilato ciclasa

En extractos de Mucor rouxii , Paveto et al. (227) demostraron que la

actividad especifica de adenilato ciclasa no varfa con la morfologfa del
hongo. Esta enzima se encuentra principalmente en las fracciones par-
ticuladas y es dependiente de Mn2+, Adem&s, Cantore et al. (230) probaron
que dicha ciclasa no es activada por F~ ni por GTP y que el detergente
Lubrol PX la solubiliza parcialmente. Por otra parte los niveles mds altos
de la misma aparecen en las esporangiosporas, disminuyendo inmediatamente
al comenzar la germinacidn durante un ciclo aerébico, para volver a ele-

varse al llegar a la fase estacionaria de crecimiento.
~-Fosfodiesterasas de nucledtidos cfclicos

Paveto et al. (227) midieron la actividad fosfodiesterasa de AMP cicli-

co en extractos de Mucor rouxii, resultando cuatro a seis veces mayor en
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la formas micelial que en la levaduriforme. La enzima aparecid asociada
principalmente a las fracciones solubles y no se excreta al medio de
cultivo. Cantore et al. (230) calcularon un Kg aparente de 1 uM para el
AMP cfclico y la enzima mostrS ser dependiente de qu+ o Mn2* | Las metil-
xantinas, el GMP ciclico y el ATP no resultaron inhibidores de la fosfo-
diesterasa de Mucor. Durante el desarrollo aeréSbico sélo se ve un aumento
de la actividad hidrolizante de AMP ciclico en las esporangiosporas. Por
otra parte Galvagno et al. (231) encontraron, en extractos crudos de

Mucor rouxii, un sistema de activacidén de la fosfodiesterasa de AMP cicli-

co por preincubacién con ATP, Mg2+ y AMP ciclico. La preincubacién con
Mg2+ revierte el efecto volviendo la enzima activada a niveles normales.
Ambas enzimas dan un sélo pico que eluye con NaCl 0,15 M al ser croma-
tografiadas en columnas de DEAE-celulosa. Los autores postulan un meca-
nismo de fosforilacién-desfosforilacién probablemente indirecto, mediado

por una proteasa, para la regulacién de la actividad fosfodiesterasa.

-Quinasas de proteinas

Moreno et al. (232) describieron las actividades quinasas de protefnas
y "binding" de AMP ciclico (Kg 40 nM) separadas por cromatograffa en DEAE-

celulosa obtenidas a partir de micelio de Mucor rouxii. Dos picos indepen-

dientes de AMP ciclico fosforilan casefina, el pico I que se encuentra en
las fracciones de lavado y el pico II que eluye con 0,05 M de fosfato de
potasio. El pico III que fosforila histona es estimulable por AMP ciclico
(AO,S 24 nM), eluye con fosfato de potasio 0,21 M y tiene asociada activi-
dad de "binding" de AMP ciclico. Otro pico de "binding" de AMP ciclico
eluye a 0,1 M de sal. Un perfil similar se obtiene con las células leva-
duriformes. Moreno y Passeron (233) estudiaron la quinasa de protefnas
dependiente de AMP ciclico (ATP:Kg 15 uM) de cultivos levaduriformes de

Mucor rouxii. La holoenzima (tetrdmero) tendrfa un peso molecular aproxi-

mado de 210 000 y disociada por accidén conjunta del AMP ciclico y NaCl o
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histona darfa dos subunidades catalfticas de peso molecular 40 000 y una

regulatoria de 80 000.

C. Saccharomyces

=Ciclo de vida

El ciclo de vida asexual de este ascomicete se reduce al crecimiento
vegetativo producido por gemacidén. Los polos de la célula son el punto
de origen de los nuevos brotes (234).

Aunque, como se verd mds adelante, es posihle obtener células haploides
en ciclos vegetativos, las cepas naturales son generalmente diploides.
Cuando se encuentran en condiciones adecuadas, las células diploides dan
lugar a la formacién de ascos y por divisiones meidticas de sus niucleos
aparecen las ascoporas. Si se separan estas esporas con un micromanipula-
dor y se colocan en un medio de cultivo, germinan dando cé€lulas haploides.
Dichas células, que contienen sélo la mitad del genoma, pueden mantenerse
indefinidamente en ese estado o puede reestablecerse el estado diploide
por fusidn de dos ascoporas, de dos células haploides, o entre una asco-
pora y una célula haploide.

Algunas cepas de Saccharomyces cerevisiae son heterotdlicas, existiendo

células de dos tipos de apareamiento llamadas ave - Cuando las células
de distinto tipo se fusionan, forman rdpidamente ascos conteniendo esporas

viables de ambas clases.
~Papel de los nucledtidos ciclicos

Vvan Wijk y Konijn (235) encontraron un aumento de los niveles de AMP

ciclico en las células de Saccharomyces carlsberqgensis sometidas a un cam-

bio de fuente de carbono. Ademds Mahler y Lin (236) demostraron que el AMP

ciclico agreqgado a las levaduras crecidas en un medio con glucosa puede
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sustraerlas de la represidn por catabolitos. Por otra parte Sy y Richter
(237) encontraron que células provenientes de cultivos con lactato o de

bajo contenido Ade glucosa doblan sus niveles de AMP ciclico en la fase

estacionaria temprana.

-Adenilato ciclasa

En las fracciones de membranas de Saccharomyces fragilis, Sy y Richter

(237) hallaron actividad adenilato ciclasa. Esta actividad aumenta de tres
a cuatro veces al llegar a la fase estacionaria en cultivos aerébicos. Por
otra parte Varimo y Londesborough (238) solubilizaron la adenilato ciclasa

de Saccharomyces cerevisiae con Lubrol PX. Esta enzima dependiente de

Mn2+ (ATP:Kg5 1,6 mM), asociada a las membranas, se comport$ como una pro-

tefna de peso molecular 450 000 cuando fue sometida a filtracidén en geles

de agarosa.
-Fosfodiesterasas de nucledtidos cfclicos
Speziale y Wijk (239) presentaron evidencias sobre la existencia de

fosfodiesterasa de AMP ciclico en fracciones solubles de extractos de_§27

ccharomyces carlbergensis. Esta enzima tiene un Kg de 220 maM (baja

afinidad) y resultéd un ser activada por Mq2+ y especialmente por Mn2+,
Fujimoto et al. (240) purificaron una actividad fosfodiesterasa soluble de

Saccharomyces cerevisiae. La enzima eluyé con NaCl 0,25 M de columnas Ade

DEAE-celulosa. Esta actividad ensayada a concentraciones altas de AMP ci-
clico fue inhibida por GMP ciclico. El peso molecular calculado para la
misma fue de 64 000 y resultd inhibida por teofilina, cafefna y reactivos

que actyan sobre grupos sulfhidrilos.
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-Quinasas de proteinas

Sy Y Richter (241) describieron una actividad de "binding" de AMP

cfclico (Kgq: 5 nM) en sobrenadantes de extractos de Saccharomyces fragi-
lis. Esta proteina de peso molecular 24 000 no inhibié a la quinasa de
proteinas hom8loga. Dicha quinasa, presente en fracciones citosélicas no
fue estimulada por AMP ciclico. Takai et al. (242) separaron tres activi-
dades quinasas de proteinas a partir de extractos citosélicos de Saccharo-

myces cerevisiae purificados en columnas de DEAE-celulosa. El pico I eluye

a NaCl 0,08 M, fosforila caseina e histona, fue estimulado por AMP ciclico
s8lo cuando ésta Udltima fue sustrato y presenta actividad de "binding" de
dicho nucleétido. El pico II eluye a NaCl 0,15 M, fosforila histona y tam-
bién protamina (al igual que el pico I), pero no es activado por AMP
ciclico. El pico III que eluye con NaCl 0,28 M resulta insensible a dicho
nucleStido, tiene como sustrato histona y en menor grado casefna. Un
segundo pico de actividad de "binding", que eluye con NaCl 0,12 M, aparece
entre las quinasas I y II. La quinasa dependiente de AMP cfclico que fos-
forila histona (ATP: Kg 12 uM, cAMP: K4q 20 nM, &ptimo de Mg2%: 5 mM) fue
separada de la quinasa de caseina del pico I por enfoque isoceléctrico. El
peso molecular de la holoenzima (dfmero) resultS ser 58 000, el de la sub-
unidad catalitica 30 000 y el de la regulatoria 24 000. Lerch et al. (243)
purificaron una quinasa de proteinas independiente de nucledétidos ciclicos

de fracciones solubles de Saccharomyces cerevisiae . Esta actividad que no

se retuvo en DEAE-celulosa, solo fosforila casefna y fosvitina, tiene un
peso molecular de 43 000 y requiere metal divalente (Mq2+ o Mn2% ), Bell
et al. (244) aislaron por otro lado una quinasa de proteinas que copuri-

fica con la RNA polimerasa de Saccharomyces cerevisiae y fosforila los

péptidos componentes de dicha actividad . Los mismos autores (245) carac-
terizaron parcialmente esta quinasa independiente de nucledétidos ciclicos
que ademds utiliza caseina o fosvitina como sustratos ex&genos y requiere

Mn2t (Sptimo: S mM). Esta quinasa de coeficiente de sedimentacién de 6,8 S
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tiene un peso molecular de 135 000 y podrfa ser oligomérica. Esta activi-
dad fosforilante estarfa localizada en el ndcleo celular.

D. Coprinus

En una cepa monocaridtica del basidiomicete Coprinus macrorhizus se

encontrd que el AMP ciclico y el 3'-AMP inducen la formacidn de cuerpos de
fructificacidén (246). Por otra parte, ciertas mutantes monocariotes capa-
ces de desarrollar dichos cuerpos en presencia de luz, no podfan hacerlo
en la oscuridad (247). El pasaje de dichos mutantes desde la oscuridad a
la luz produce la induccidén de la sintesis de adenilato ciclasa, ésto pro-
voca un aumento de los niveles de AMP ciclico que precede a la formacidén
de los pilei. El aumento de la actividad ciclasa presenta un mdximo previo
a la agregacidén de las células para formar los cuerpos de fructificacién,
y disminuye inmediatamente (248). El1 comportamiento de la fosfodiesterasa
de nucledtidos ciclicos es diferente, dado que aparece durante la for-
macién de los cuerpos de fructificacién y luego disminuye lentamente du-
rante la maduracidn. Esta enzima que también es inducible por pasaje de 1la
oscuridad a la luz, resulta estimulada por Mg2* y Mn2* siendo inhibida por
teofilina y cafefna (247). La actividad "binding" de AMP ciclico disminuye
durante la formacidén de los cuerpos de fructificacién pero aumenta cuando
los cultivos son pasados desde la oscuridad a la luz (246). Por otra
parte, Uno e Ishikawa (249) encontraron cuatro actividades quinasa de pro-
teinas resueltas por filtracidén en geles. Numerados por orden de elucién,
observaron que los picos I y III resultaron inhibidos por AMP ciclico, el
pico III estimulado y el pico IV insensible a dicho nucleétido. Todas las
actividades fueron estimuladas por Mg2t y Mn2*. Al igual que las otras ac-
tividades ya descriptas, la actividad quinasa total es baja durante los
estados tempranos de crecimiento, para aumentar durante la formacidén de

los cuerpos de fructificacién.
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E. Hongos varios, liquenes y algas

Las esporangiosporas del ficomicete, Phycomyces blakesleeanus , sufren

una rdpida disminucién de los niveles de AMP cfclico por efecto de la luz.
Esta disminucidén es previa a un aumento de la velocidad de crecimiento
(250).

El AMP ciclico provoca la agregacidn de conidias del ascomicete, Asper-
gilus niger, por aumento de su adhesividad. Esto podia indicar control de
la germinacidén y del posterior desarrollo de hifas en dicho hongo (251).

Cepas mutantes del basidiomicete, Schizophyllum commune, tienen altera-

do el metabolismo del AMP cfclico presentan altos niveles intracelulares
de dicho nucledtido y €sto produce la formacién de cuerpos de fructifica-
cidén anormales (252).

Los lfquenes son asociaciones simbiéticas de algas y hongos. En el

liquen Funaria hygrometrica se encontré que en los estados juveniles (pro-

tonema) se desarrollan dos tipos de células que dardn origen al cloronema
y al caulonema. El1 AMP ciclico acelera el crecimiento del cloronema y no
del caulonema pero los inhibidores de fosfodiesterasa no tienen efecto al-
guno (253).

Las metilxantinas pueden inhibir el funcionamiento y regeneracién de

los flagelos del alga chlorophyceae Clamydomonas reinardtii. Se comprobé

que dichos compuestos elevan los niveles de AMP ciclico por inhibicidn de

la actividad fosfodiesterasa (254).
Por otra parte una quinasa de proteinas asociada a fracciones particu-

ladas del alga Euglenophyceae, Euglena gracilis, resulté dependiente de

AMP ciclico (255%).

F. Dictyostelium

Este mixomicete del orden los Acrasiales es uno de los organismos mds

estudiados en lo relativo a la diferenciacién y papel de los nucledtidos
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ciclicos. Cuando amebas de Dictyostelium discoideum son ayunadas se pro-

duce la migracidén de las mismas hacia centros que emiten pulsos periddicos
de AMP cfclico (256) que actlia como agente quimiotdctico (257). La capaci-
dad de producir las sefales ritmicas es caracteristica de ciertas células
diferenciadas (258) que tienen elevada sensibilidad al AMP cfclico, y al-
tos niveles de actividad adenilato ciclasa (259) y fosfodiesterasa de RMP
ciclico (260). Cuando una célula es excitada por el AMP ciclico extracelu-
lar que se une a moléculas de un receptor especifico de la superficie
celular (261), se produce un aumento dram&tico de los niveles internos de
AMP ciclico (262). Ademds, los altos niveles de nucleétido cfclico externo
inducen la actividad fosfodiesterasa (263), la diferenciacién de las ame-
bas (264) y la inmediata desaparicién de los sitios receptores de AMP
cfclico (265). La desaparicidn de la sefRal quimiotdctica estd determinada
por una fosfodiesterasa de BMP ciclico extracelular (266) cuya actividad
es modulada por un inhibidor excretado por las células en los estadios
tempranos de ayuno (267). La adenilato ciclasa de peso molecular 100 000
estd unida a membranas, requiere 5'-AMP (268), resulta inhibida por prein-
cubacidn con ATP (269) y necesita Mg2+ y ditiotreitol para expresar su
actividad (270). Esta actividad ciclasa puede ser estimulada por AMP
ciclico (Ag,s5 0,1 mM)(271).

La fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos que excretan las amebas (Kg
4 pM) es distinta del conjunto de fosfodiesterasas intracelulares (272).
Por otro lado, dicha actividad, que también se encontrarfa en fracciones
de membrana (273), se excretaria en una forma de alta afinidad (Kg 15 M)
y se convertiria en ausencia de ditiotreitol en una forma de baja afinidad
(Kg 2 mM)(274). Por otra parte, la fosfodiesterasa extracelular se pre-
senta en miltiples formas de distinto punto isoeléctrico que, a su vez, se
desdoblan en componentes de distinto tamaho (275). Dos formas de la acti-
vidad extracelular aparecen por interaccién con el inhibidor: la enzima
libre (Kg 10 JaMi sedimenta con 6,0 S) y la forma asociada al inhibidor

(Kg 1 mM; sedimenta con 6,7 S). El ditiotreitol inactivarfa al inhibidor
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(peso molecular 43 000 (276); constante sedimentacidn 3,0 S)(217). Respec-
to a los pesos moleculares, para la fosfodiesterasa de AMP ciclico de.QiE—
tyostelium se han informado valores contradictorios: 300 000 (266), o un
mondmero de 65 000 de Kg micromolar y dimero de 132 000 de Kg milimolar
(274).

La actividad binding de AMP ciclico present$ un valor de Ky de alta
afinidad de 4 (265) & 10 (278) nM y otro valor de baja afinidad de 100
6 230 nM (261,265). Por marcacidn con 8-azido-AMP ciclico se encontraron
dos péptidos que unen nucledtidos ciclicos de peso molecular 38 000 vy
39 000 respectivamente (279).

En Dictyostelium existirfan dos especies distintas de quinasas de pro-

tefnas dependientes de AMP ciclico que fosforilan histona AQurante la pri-
mera fase de la diferenciacidn (280). Dichas actividades separadas por
DEAE-celulosa presentan "binding"” de AMP ciclico y son estimuladas por el
nucledtido con Ag,5 4, y 1 uM para los picos I y II respectivamente. FEl
pico I presenta dos picos de quinasa estimulable por AMP ciclico en cen-
trifugacidén en gradiente de sacarosa (sedimentan a 5,4 y 7,0 S) mientras
que el pico II muestra otros dos nicos de iqual propiedad (sedimentan a
5,0 y 8,0 S). Ademds existen dos quinasas independientes de 3,5 y 5,0 S.
Usando casefna como sustrato se han detectado cuatro quinasas de proteifinas
solubles y una asociada a membranas (281). Las enzimas estdn en las célu-
las vegetativas o agregadas, las de mayor peso molecular también fos-
forilan histona, pero ninguna resultd$ estimulada por nucledtidos cficlicos.
Por cromatografia en DEAE-celulosa se obtienen dos picos: el A que no se
une a la resina, y el B que eluye con NaCl 0,2 M. Por filtracidén en geles
el pico A da lugar a la aparicién de un pico de peso molecular 120 000 y
otro de 10 500, y el pico B da origen a un pico de peso molecular 220 000
y otro de 65 000 cuando se eluye en presencia de NaCl 0,5 M para evitar la

agregacidén de proteinas.
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G. Physarum

Mixomicete del orden de los Physariales, Physarum Policefalum presenta

un aumento transitorio de los niveles de AMP cfclico en la fase Gy del
ciclo mitStico en cultivos sincronizados del plasmodio. El GMP ciclico fue
mds variable, presentando un m&ximo durante el perfdo S y otro en la fase
Gy coincidente con el pico de AMP ciclico (282).

Se han detectado dos fosfodiesterasas de nucleétidos ciclicos en Physa-
rum, una asociada a fracciones subcelulares y la otra soluble que es ex-
cretada al medio extracelular. Ambas actividades requieren Mg2+ (Sptimo
1,6 mM), presentan un Kg de 0,5 mM y resultan inhibidas por metilxantinas
(283).

Una quinasa de protefnas que fosforila casefna y resulta inhibida
completamente por AMP ciclico o GMP ciclico 1 JaM es dependiente de qu+ Y
facilmente liberada por los plasmodios. Adem&s, una quinasa de casefna es
activada por AMP cfclico (Ag,s 60 nM) y también requiere Mg2* (284).

Por otra parte los niveles de quinasa de protefinas independiente de AMP
cfclico no varian durante el ciclo mitético. Sin embargo, en presencia de
AMP ciclico se observa un importante pico de inhibicién durante la fase
Gy, que implicarfa una accidn coordinada de nucleétido con otros factores

para controlar la actividad quinasa dqurante el ciclo celular (285).



MAT ERIALES Y METODOS
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I. ORGANISMO Y CONDICIONES DE CULTIVO

La cepa salvaje de Neurospora crassa St.Lawrence 74 fue utilizada como

fuente de material biolégico. Se la hizo crecer en medio Vogel minimo
(286) con sacarosa 2% (p/v) como fuente de carbono conteniendo 2,5 jpg/ml
de biotina. Los cultivos se desarrollaron con agitacién rotatoria (100
rpm) a 30°C en matraces de Erlenmeyer de 2 000 ml con tapa de algodén,
conteniendo 400 ml de medio. Los cultivos se cosecharon a las 25-30 horas
de hecho el indéculo, obteniéndose de este modo micelio en su fase exponen-
cial temprana de crecimiento.

Los micelios se recogieron por filtracién con vacio en embudo Biichner,
se lavS el contenido de cada Erlenmeyer con 500 ml de agua destilada fria.
Luego de ello el material se congel$ a =-20°C y liofilizé. En estas condi-
ciones se obtuvieron entre 30 y 40 g de micelio himedo que rindieron entre

S y 8 g de micelio liofilizado.

II. HOMOGENIZACION Y FRACCIONAMIENTO

El material seco se pulverizé en un mortero en presencia de nitrégeno
1fquido. La suspensidén en nitr&geno liquido se trasvasé a un vaso de pre-
cipitado, homogeneizé con un equipo Ultra-Turrax (desintegrador de tejidos
modelo T 18/10, IKA) durante 1 min a velocidad mdxima, repitiendo 1la
operacién dos veces m4s. Sequidamente se dejS evaporar el nitrégeno y se
resuspendid el material en solucién 25 mM TRIS-HCl pH 7,5 y 0,5 mM EDTA
(Buffer A). La cantidad agreqgada de buffer A fue de 20 ml por gramo de
micelio seco. El material fue nuevamente homogeneizado con Ultra-Turrax y
luego de ello se transfiridé a un homogeneizador Downce donde se hizo pasar
la preparacién 5 veces con el pistdn A y otras 5 con el B. El extracto fue
entonces centrifugado a 25 000 x g por 10 min y se centrifugé el lfiquido

sobrenadante obtenido a 105 000 x g durante 60 min. La fraccidén sobrena-
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dante de esta Ultima separacidn (SN 105) fue dializada durante una noche a
4°C contra 50 volumenes de solucidén compuesta por 25 mM TRIS-HC1 pH 7,5

(Buffer B).

III. SEPARACION DE OQUINASAS Y FOSFODIESTERASAS EN COLUMNAS DE DEAE-

CELULOSA

La columna ( 30 x 2,8 am) fue equilibrada con buffer B. Se sembraron 60
- 80 ml de sobrenadante de 105 000 g dializado que contenfan alrededor de
6 mg/ml de protefnas. Se lavé con 250 ml de buffer B y se eluyd con un
gradiente de NaCl de 0 a 0,6 M en el mismo buffer. El volumen total del
gradiente fue de 500 ml. Se recolectaron fracciones de 10 - 12 ml a una

velocidad aproximada de 1 ml/min.

IV. PREPARACION DEL INHIBIDOR Y ACTIVADOR TERMOESTABLES

A. Cromatografia en DEAE-celulosa

Método 1: Una alfcuota del sobrenadante de 105 000 x g dializado se ca-
lentS en un bafio de agua en ebullicién durante 5 minutos. Luego se enfrié
sobre hielo y centrifugé a 10 000 x g durante 10 minutos. Fl lfquido so-
brenadante se colocd sobre una columna de DEAE-celulosa (12 x 1,5 cm) pre-
viamente equilibrada con buffer B. La columna se lavé con 30 ml del mismo
buffer y posteriormente se eluyS con un gradiente de 0 a 0,6 M de NaCl en
el mismo buffer. El volumen total del gradiente fue de 100 ml. Se recogie-
ron fracciones de 4,5 ml a una velocidad de 1,5 ml/min.

Método 2: Alfcuotas de las fracciones de la columna de DEAE-celulosa
(usada en la preparacién de quinasas) se calentaron en un bafio a 100°C

durante 3 minutos. Luego de enfriar sobre hielo, se centrifugaron a 5 000
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rpm durante 10 minutos, utilizdndose el sobrenadante como fuente de modu-

ladores.

B. Purificacidn del activador por hidroxilapatita

El activador obtenido por el Método 2 se purificS en una columna de hi-
droxilapatita (10 x 0,75 am) previamente equilibrada con buffer fosfato de
sodio 5 mM, pH 6,8. Se sembraron 4 ml de factor, se lavé con 15 ml del
buffer fosfato y eluyé con un gradiente de 5 a 500 mM de fosfato de sodio,

pPH 6,8, cuyo volumen total fue de 50 ml. Se recogieron fracciones de 1,5

ml a una velocidad de 0,5 ml/min.

V. ENFOQUE ISOELECTRICO EN COLUMNA

Se utilizé una columna LKB de 110 ml de capacidad. La concentracién
final de anfolitos (rango de pH 3,5 a 10) fue 1% y se empleS§ un gradiente
de sacarosa como medio estabilizante.

El gradiente se prepar$ a partir de una solucién densa (sacarosa: 27 g;
agua: 35 ml, y anfolitos: 2 ml de solucién 40% p/v), y una solucién diluf-
da (sacarosa: 2,7 g; agua: 52,3 ml, y anfolitos: 0,7 ml de solucién 40%
p/Vv) .

Una vez formado el gradiente se preenfocaron los anfolitos durante 24
horas y pasado ese lapso, se retirdS del centro de la columna un volumen
del contenido igual al volumen de la muestra a sembrar (1 ml) por medio de
una bomba peristdltica LKB. Se ajustd la concentracién de la muestra por
agregado de sacarosa y se la introdujo en la zona central del gradiente.

La solucidn anddica (sacarosa: 15 g; agua: 12 ml, y H3PO4 1 M: 4 ml) se
localizé en la parte inferior de la columna, y la solucién catédica (NaOH
0,25 M: 10 ml) en la porcién superior.

La corrida se desarrollS a potencia constante de 5 W durante 20 horas y
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al finalizar se recogieron fracciones de 2 ml mediante una bomba peristdl-

tica. El pH de las alicuotas fue medido a 4°C.

VI. PARAMETROS MOLECULARES

A. Tratamiento de las distintas preparaciones enzimdticas

-Quinasas de Proteinas

Las fracciones a ser estudiadas fueron concentradas 10 veces por ultra-
filtracidn sobre filtros PM 30 bajo una presién de nitr&geno de 5 Kg/cm2

a 4°c. Estos concentrados fueron sembrados en gradientes de sacarosa y

columnas de gel de agarosa.

-Fosfodiesterasas

Las actividades obtenidas de las cromatografias en DEAE-celulosa fueron
concentradas por precipitacién con (NH4)5S04 70% de saturacién, agregando
la cantidad adecuada de (NH4)52SO4 100% de saturacién, previamente neutra-
lizado con hidréxido de amonio concentrado. El precipitado obtenido por
centrifugacién a 25 000 x g por 10 min a 4°C fue resuspendido en un décimo
del volumen inicial de buffer B. El concentrado fue dializado contra 100

volumenes del mismo buffer durante una noche a 4°C.

B.Ultracentrifugacién en gradientes de sacarosa

-Quinasas de proteinas

Los gradientes de sacarosa de 5 a 20% p/v se prepararon en buffer TRIS-

HC1 10 mM pH 7,5 conteniendo en algunos casos NaCl o AMP ciclico en las
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concentraciones que se indican oportunamente. Los gradientes cuyo volumen
fue de 4 ml, preparados en tubos de acetato de celulosa (5 x 1,2 am), se
sembraron con 0,25 ml de la preparacién enzimdtica concentrada, con-
teniendo los siquientes marcadores: catalasa de hfgado bovino (0,1 mg/ml),
malato deshidrogenasa de corazén porcino (0,01 mg/ml), lactato deshidroge-
nasa de misculo de conejo (0,03 mg/ml) y citocromo c de corazén de caballo
(2 mg/ml). La centrifugacidn se realizé en el rotor SW 56 de Beckman a
40 000 rpm durante 18 horas a 5°C. Finalizada la corrida se fraccioné§ el
gradiente por succién desde el fondo del tubo con una cdnula conectada a
una bomba peristdltica. Se recogieron 17 fracciones de 0,26 ml cada una a

una velocidad de 1 ml/min.

-Fosfodiesterasas

Los gradientes de sacarosa preparados en buffer TRIS-HCl1 , pH 7,5, 10
mM conteniendo NaCl 0,1 M se centrifugaron en las mismas condiciones des-
criptas para las quinasas de protefnas. Se sembraron 0,25 ml de las acti-

vidades fosfodiesterasa concentradas junto a las protefnas marcadoras.

C. Filtracidn en geles de agarosa

~Quinasas de protefnas

Para las actividades PK I, R y PK II (ver mds adelante) se usé una
columna de Bio-Gel A-1,5 m (30 x 0,75 cm) previamente equilibrada con
buffer TRIS 10 mM, pH 7,5, conteniendo NaCl 0,1 M. En algunos casos esta
concentracidn de NaCl fue mayor o se adiciond§ AMP cfclico seqguin se indica
en cada caso.

Las columnas se sembraron con 0,3 ml de la preparacidén enzimdtica con-
centrada y se eluyd con el mismo buffer a una velocidad de 0,15 ml/min. La

temperatura se mantuvo a 5°C y las fracciones fueron de 0,5 ml. Se sembra-
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ron separadamente 0,3 ml de las proteinas marcadoras indicadas m&s arriba
en las mismas concentraciones (MATERIALES Y METODOS VI.B.). Los volimenes
de exclusién y de inclusién de la columna se midieron utilizando dextrano
azul y vitamina Bjj respectivamente.

La actividad PK III (ver m&s adelante) fue corrida en una columna de
Bio-Gel A-5 m (0,9 x 80 cm) equilibrada con buffer TRIS-HC1l 50 mM, pH 7,5,
que contenia EDTA 0,5 mM, y NaCl 0,15 M, sembrdndose 1 ml de preparacidn
enzimdtica concentrada. La columna se eluyd con el mismo buffer a una
velocidad de 0,5 ml/min. La temperatura se mantuvo a 5°C y las fracciones
fueron de 1 ml. Las protefnas marcadoras indicadas m&s arriba fueron
sembradas separadamente en las mismas concentraciones, con el agregado de

p-D—galactosidasa de Escherichia coli (0,05 mg/ml) en un volumen de

1 ml. El1 volumen de exclusién de la columna se midiS por medio de una

suspensidén de Rhizobium meliloti conteniendo 108 bacterias/ml.

-Fosfodiesterasas

Se usé una columna de Bio-Gel A-1,5 m (30 x 0,75 cm) previamente
equilibrada con buffer TRIS-HCl, pH 7,5 conteniendo NaCl 0,1 M. Alfcuotas
de 0,3 ml de cada fraccién previamente concentrada se sembraron en la
columna que se eluyd y calibré en las condiciones ya descriptas para las

quinasas de protefnas.

D. Cdlculo de los pardmetros moleculares

-Coeficiente de sedimentacién

El valor del coeficiente de sedimentacidén (S) fue obtenido a partir del
perfil de los gradientes de sacarosa por calibracién con proteinas mar-
cadoras (287). En el grdfico de S vs r (distancia recorrida) 6_2 (volumen

de gradiente) obtenido con los patrones enzimdticos, se interpold el valor



de S de las quinasas de protefnas y fosfodiesterasas (Fig. 37).

~-Radio de Stokes

El valor del radio de Stokes (a) fue obtenido a partir del perfil de
las filtraciones en geles de agarosa (Bio-Gel ). En el gré&fico de a vs
Ve/Vo (volumen de elucién normalizado respecto del volumen de exclusidén)
obtenido con los marcadores enzimdticos, se interpoldé el valor correspon-

diente a las quinasas de proteinas y fosfodiesterasas (288) (Fig. 37).

~-Pesos moleculares

Los pesos moleculares (MW) se calcularon por medio de 1la siguiente

ecuacidn (289):

MW = 86X NM20,w_ -+ @ - S,y

1 -V on,w

Siendo N, n° de Avogadro; 7\20,w' viscosidad del agua a 20°C (1 100
10-2 g/cm seq); a, radio de Stokes; Spg,ys coeficiente de sedimentacién a
20°C en agua; V, volumen especfifico parcial (que se supone igual a 0,74

ml/g por tratarse de proteinas solubles); on,w' densidad del agua a 20°C

(0,9888 cm3/9).
-Cocientes friccionales

Los cocientes friccionales se calcularon por medio de la siguiente

ecuacién:
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(4"‘N )1/3
3IMW ¥

£/f, = @

~-Datos de proteinas marcadoras

En base a los datos recopilados por Haga et al. (290) se confeccion§ 1la
tabla III con los pardmetros moleculares de las proteinas marcadoras que

se usaron para la calibracién de gradientes de sacarosa y cromatograffas

en geles de agarosa.

VII. ENSAYOS ENZIMATICOS

A. Preparacidn de “__—32P—ATP

El Y—32P-ATP fue obtenido por intercambio de fosfato Y del ATP. la
mezcla de incubacién contuvo: 50 mM buffer TRIS-HCl, pH 8,0; 2 mM MgCljy;
1 mM mercaptoetanol; 0,50 mM EDTA; 0,050 mM NAD; 0,50 mM dcido 3-fosfogli-
cérico; 0,10 mM ATP (act.esp. 5 mCi de 32P-H3PO4/mmol); gliceraldehido-3-
fosfatodeshidrogenasa de levadura 10 pgy fosfoglicerato quinasa de mdscu-
lo de conejo 20 pge El volumen final fue de 2 ml. Se incubS a 30°C por 30
min. Una vez realizada la incubacién la mezcla se sembrS en una columna de
DEAE-Sephadex A-25 (5 x 0,5 cm) equilibrada con carbonato de trietilamina
0,1 M (pH 7,5) (preparado por burbujeo de CO; sobre la trietilamina en
agua) .

La columna se eluyS con 60 ml de un gradiente de 0,1 a 1 M de carbonato
de trietilamina pH 7,5. Se obtuvieron dos picos de radioactividad, el pri-
mero correspondiente al 32P—PO43' que no reacciond y el segundo al 'f-32P-
ATP. Se caracterizd el Y’-329-ATP por cromatograffa ascendente en capa
delgada sobre polietilén-imino celulosa (PIC) impregnada en reactivo

fluorescente, usando como solvente LiCl 1,5 M. La posicién de los nucleé-



TABLA III

PARAMETROS MOLECULARES E HIDRODINAMICOS DE LAS PROTEINAS MARCADORAS (290)

VOLUMEN COEFICIENTE DE RADIO PESO
PROTEINA ESPECIFICO SEDIMENTACION DE
PARCIAL STOKES MOLECULAR
v S20,w a PM
(ml/qg) (S) (nm)
CITOCROMO C 0,73 1,7 1,87 13 300
MALATO 0,74 4,3 3,69 70 000
DESHIDROGENASA
LACTATO 0,74 7,3 4,75 142 000
DESHIDROGENASA
CATALASA 0,73 11,3 5,21 247 000

P-D-GALACTOSIDASA 0,76 15,9 6,84 520 000
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tidos patrones (ATP, ADP, AMP y cAMP) se detecté por absorcidén de la

fluorescencia al U.V.
La cuantificacién del rendimiento se hizo por conteo de la tira de PIC

en un "scanner" para radiocromatogramas. El rendimiento oscilé entre 50 y

80% de incorporacidn de 32p 4 Y’-32P-ATP (291) .

B. Quinasas de Protefnas

Cuando se usé la histona H2A, protamina o casefna como sustrato , la
mezcla de incubacién contuvo: 50 mM TRIS-HC1l buffer, pH 6,8, 10 mM MgCl,,
10 mM NaF, 2,5 mM teofilina, 25 & 50 muM Y -32P-ATP con una actividad
especifica de 40 a 100 cpm/pmol, 1 a 10 mg/ml de histona H2A y la prepara-
cidén enzim&tica. El volumen total fue de 0,1 ml.

Cuando se usé fosvitina como sustrato la mezcla contuvo 1 mM MgClp, 1
mg/ml de fosvitina, siendo iqual el resto de los componentes. En ambos
casos la incubacién se llevé a cabo a 30°C durante 10 minutos o los per fo-
dos indicados oportunamente.

Con histona H2A como sustrato se tomaron alfcuotas de 0,08 ml a fina-
lizar la incubacidén y se vertieron sobre cuadrados de papel Whatman 3 MM
(2 x 3 cm) que fueron inmediatamente sumergidos en A&cido tricloroacético
al 10% (300 ml cada 50 ensayos). Después de agitar (50 rpm) durante 20 min
a temperatura ambiente, se virtié§ el &cido tricloroacético y se agregé
nuevamente la misma cantidad después de dejar escurrir los papeles. Se re-
pitié el procedimiento una vez mis, y el cuarto lavado se realizé con me-
tanol en el mismo volumen. El quinto lavado se realizé con dietileter (100
ml cada 50 ensayos). Los papeles se secaron sobre un papel comin y se
contd su radioactividad en una mezcla centelleante de tolueno-omnifluor
(292).

Con fosvitina, caseina o protamina como sustrato, la reaccidn se detuvo
por el agregado de 3 ml de 4cido tricloroacético 5%, enfriado a 4°C. Se
agregé a cada tubo 0,05 ml de solucién de albumina bovina de 100 mg/ml
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como portador (carrier) y se centrifugé 4 min a 4 000 rpm en una centr ffu-
ga clinica. Se descartd§ el sobrenadante y redisolvié el precipitado con
0,2 ml de NaOH 1 M. Se reprecipité la proteina con 3 ml de solucidn Ade
dcido tricloroacético 10%, dcido fosfotungstico 0,2% y se repitié la cen-
trifugacién (293). El precipitado redisuelto en 0,2 ml de NaOH 1 M se

transvasé con 10 ml de mezcla BRAY para centelleo al vial respectivo

(294).

C. Unién de AMP ciclico

La mezcla de incubacién contuvo: 50 mM buffer acetato de sodio pH 5,0;
0,03 JM 3H-AMP cfeclico (actividad especifica 43 JaCi/mmol) de la prepara-
cidén enzimidtica. El volumen total fue 0,1 ml. Las incubaciones se llevaron
a cabo a 30°C durante 15 minutos. Las reacciones se detuvieron por agre-
gado de 2 ml de buffer fosfato de potasio 20 mM (pH 7,0), filtréndose a
través de filtro Selectron de nitrato de celulosa (poro de 0,45 pm de dis-
metro), y lavidndose dos veces con 2 ml del mismo buffer para finalmente,

después de secarlos, contar en mezcla de centelleo tolueno omnifluor

(295).

D. Fosfodiesterasas de nucledtidos ciclicos

La mezcla de incubacidén contuvo: 40 mM buffer TRIS-HCl, pH 8,0; 5 mM
MgCly; 1 mM 3H-aMP cfclico o 3H-GMP ciclico (alrededor de 70 000 cpm) vy
preparacién enzimdtica. Las incubaciones se llevaron a cabo a 30°C por 5 a
20 minutos en un volumen total de 0,1 ml.

La reaccién se detuvo por calentamiento 1 min a 100°C. Se incubé nueva-
mente con el agregado de 0,040 ml de veneno de serpiente (King Cobra) 2
mg/ml en 10 mM buffer TRIS-HCl pH 8,0. Esta sequnda reaccidn se detuvo por
agregado de 0,050 ml de una solucién conteniendo 50 mM EDTA y S mM de ade-~

nosina o guanosina.
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A continuacidn se agregS 1,0 ml de una suspensién que contenfa un volu-
men de resina de intercambio idnico AG1-X4 (200~400 mesh) y 3 volimenes
de etanol 30% en HyO ( cuando el AMP ciclico fue sustrato) o 0,5 ml de una
suspensién que contenfa volumenes iguales de AG3-X4 (200-400 mesh) (126) y
Hy0 (cuando el GMP ciclico fue sustrato) (296). Dqspués de sedimentar en
centrifuga clinica se tomaron alicuotas de los sobrenadantes y se conté la
radioactividad en una mezcla que contenia 0,4% (p/v) de Omnifluor y 30%

(v/v) de Tritén en tolueno.

E. Otras determinaciones realizadas

1)Proteinas: se realizé por el método de Lowry et al. Como patrén se
usé$ albumina sérica (297).

2)Citocromo c: se midiS su absorcién en 410 nm (banda de Soret).

3)Malato deshidrogenasa: la actividad fue detectada por el consumo de
NADH en presencia de oxalacetato, midiendo la disminucidén de su absorban-
cia a 340 nm (298).

4)Lactato deshidrogenasa: se determiné la actividad por el consumo de
NADH en presencia de piruvato, midiendo la disminucién de su absorbancia a
340 nm (298).

S)Catalasa: la disminucién de la oxidacién de ioduro a iodo, acoplada a
la reduccién del Hy05 por la enzima permitid medir su actividad (299).

6) P-—D-galactosidasa: se valord$ usando o-fenil-P-D-galactopiranésido

como sustrato (298).

VIII. REACTIVOS UTILIZADOS

La lactato dehidrogenasa, gliceraldehido-3-~fosfatodeshidrogenasa y fos-
foglicerato quinasa, fueron obtenidos de Boehringer. La sacarosa y el

sulfato de amonio fueron de Schwartz-Mann. Sigma proveyS ATP, AMP ciclico,
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GMP ciclico, citocromo_g de corazdén de caballo, malato dehidrogenasa de
corazdén porcino, catalasa de higado bovino, g’—D—galactosidasa de E.coli,
dextrano azul, albuimina sérica bovina, TRIS, NAD, NADH, PMSF, veneno de
serpiente King Cobra, histona H2A de timo de ternera, fosvitina de vitelo
de huevo, caseina de leche vacuna, protamina de esperma de salmén,
cafeina, teofilina y aminofilina.

La DEAE-celulosa fue de Serva y la DEAE-Sephadex A-25 de Pharmacia Fine
Chemicals. Bio-Rad proveyd las resinas AG1-X4 y AG3-X4, los geles de aga-
rosa Bio-Gel A-1,5 m y A-5 m, y la hidroxilapatita (Bio-Gel HTP). El
o-fenil-p—D-galacto’sido fue de Koch-Light; el BAMP ciclico (38,15 Ci/mmol)
y el GMP ciclico (3,46 Ci/mmol), de New England Nuclear; el 32P-fosfato,
de Radiochemical Center (Amersham). La metilisobutilxantina fue provista

por Aldrich y los anfolitos (Ampholine) por LKB.
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I. QUINASAS DE PROTEINAS EN NEUROSPORA CRASSA

A. Sistemas crudos

El estudio de las actividades quinasas de protefnas en sistemas crudos,
ya sean sobrenadantes de 105 000 x g (SN 105) de extractos de micelio,
o precipitados obtenidos por centrifugacién a distintas velocidades, pre-~
sentd$ varias dificultades. En primer lugar, las curvas de tiempo no fueron
lineales, mostrando en general un nivel ma&ximo de incorporacién de fosfato
radiocoactivo a los pocos segundos para luego decaer. Esto sugerirfa 1la
existencia de un complejo sistema de fosforilacién y desfosforilacién asi
como la presencia de enzimas que degradan al sustrato radioactivo. La adi-
cién de F~ a las mezclas de reaccidén no hizo variar este tipo de resulta-
dos.

En segundo lugar, utilizando sobrenadantes de 105.000 x g como fuente
de enzimas no fue posible obtener incremento en las incorporaciones por
agregado de sustratos proteicos exdgenos a las mezclas de reaccién. Tal
hecho puede apreciarse en la Fig. 12, donde dichas mezclas fueron suple-
mentadas o no con histona H2A.

En tercer lugar, utilizando esta Udltima preparacién result$ muy dificil
detectar un efecto estimulatorio por el AMP cfclico de 1la actividad
quinasa medida tanto en presencia como en ausencia de sustrato proteico
exdgeno. Como se aprecia en la Fig. 12, la estimulacidén observada es muy
pequeha.

Por tales razones los estudios sobre sistemas crudos fueron interrumpi-
dos, decidiéndose la purificacidén del sistema partiendo de sobrenadantes

de 105 000 x g.

B. Separacidn por cromatografia en DEAE-celulosa

La evidencia obtenida por Terenzi y colaboradores (204) en una cepa

salvaje de Neurospora, indica que durante la etapa de crecimiento exponen-
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Figura 12. Incorporacidn de 32p - PO43" en funcién del tiempo por sobre-
nadantes de 105 000 x g en ausencia (Q ,@ ) o presencia (A ,4A) de histona
H2A (1 mg/ml). Los ensayos fueron realizados en presencia (simbolos lle-
nos) o en ausencia (simbolos vacfos) de AMP ciclico 10 faM segin se descri-
bié en MATERIALES Y METODOS (VII. B). Se tomaron alicuotas de 0,050 ml de
la preparacidn enzim4tica con una concentracidn de proteinas de 8,6 mg/ml.
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cial tardfa, ésta sufre un brusco incremento en los niveles intracelulares
de AMP ciclico. Esto hace suponer que los micelios en etapas tempranas del
crecimiento podrfan ser los mds adecuados para la obtencién de quinasas
dependientes de AMP ciclico en su forma asociada, siendo entonces posible
medir la activacidn provocada por dicho nucledtido. En consecuencia, el
material utilizado en este trabajo corresponde a micelio en la fase expo-
nencial temprana.

La elucién con gradiente de NaCl de una columna de DEAE-celulosa
sembrada con SN 105 dializado, da lugar a la aparicién de tres picos de
actividad quinasa de protefnas y dos picos parcialmente resueltos con ca-
pacidad de unir AMP ciclico ( Fig. 13). El pico I de quinasas (PK I) eluyé§
a una concentracidén de NaCl 0,19 + 0,02 M (11 preparaciones), resultd ser
mds activo con histona H2A que con fosvitina, y ademds eluyé asociado al
primer pico de actividad de unién de AMP ciclico. Por otra parte, su acti-
vidad fue la unica estimulada por AMP ciclico 10 pM que activé de 5 a 2
veces dependiendo del tiempo de almacenamiento de la preparacién.

El pico II (PK II) de actividad quinasa eluyé con NaCl 0,32 M + 0,02 M
(12 preparaciones) y también result$ ser mis activo con histona que con
fosvitina y no presentd ninguna activacién por nucleétidos ciclicos. El
pico III (PK III) de actividad quinasa, por su parte, eluyd con NaCl 0,44
*+ 0,01 M (10 preparaciones) y sélo resulté evidente en ensayos con fos-
vitina, puesto que cuando la columna se ensay$ con histona H2A aparecié
como un hombro del pico II. Tampoco en el caso del pico III se observés
efecto alguno de nucledtidos ciclicos.

Se menciond anteriormente que la actividad de unién de AMP ciclico
eluye en dos picos, uno de ellos, el de menor actividad, asociado con el
pico 1 de actividad quinasa. El otro pico de unién de AMP ciclico, aquf
denominado R, eluyé con NaCl 0,23 + 0,02 M (5 preparaciones) entre los
picos I y II de actividad quinasa. Se ha medido también la actividad de
"binding" de @MP ciclico, resultando coincidente en su totalidad con la

del AMP ciclico.
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Cromatografia en DEAE-celulosa de un sobrenadante de 105 000 x

g. En este caso las dimensiones de la columna fueron 20 x 2,0 cm, la misma
fue cargada con 30 ml de SN 105 dializado, lavada con 100 ml de buffer A y
eluida con 200 ml de un gradiente lineal de NaCl de 0 a 0,6 M.

(A) Actividades de quinasa de proteinas ensayadas con histona H2A ( 1
mg/ml) como sustrato en ausencia () o presencia (@ ) de AMP ciclico 10
M, y actividad de "binding" de AMP ciclico (A).

(B) Actividades quinasa de proteinas ensayadas con fosvitina como sus-
trato en ausencia de AMP ciclico ([J). La linea punteada indica la concen-

tracidn de proteinas.
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Ante una eventual degradacidn parcial de las actividades producida por
la accidn de proteasas durante la preparacidén, algunas de ellas se efec-
tuaron en presencia del inhibidor de proteasas, fluoruro de fenilmetilsul-
fonilo (PMSF), tanto durante la homogeneizacidn (concentracién 1 mM) como
en la didlisis posterior (concentracién 0,5 mM). Los perfiles de elucién
de columnas de DEAE-~celulosa provenientes de estas preparaciones resulta-
ron idénticos a los de las preparaciones sin inhibidor.

Cuando la preparacién se efectud a partir de micelio proveniente de
cultivos cosechados a las 48 horas de efectuado el inéculo (fase exponen-
cial tardfia) los perfiles de elucién de las columnas de DEAE-celulosa
fueron similares a los producidos por micelios de cultivos mds tempranos.
Sin embargo el pico PK I mostrdé una activacién por AMP cfclico err&tica y
en general no mayor del 10 al 20 %. Esta desaparicidn del efecto estimula-
torio se debid a un aumento de la actividad basal y no a una disminucidn
de la actividad total. Este fendmeno podrfa ser explicado en términos de
un aumento de los niveles de adenilato ciclasa y su producto (el AMP ci-
clico) que se encuentra asociado a la aparicién de hifas aéreas, produ-
ciéndose entonces una disociacién parcial de PK I.

La estabilidad de las preparaciones elufidas de las columnas de DEAE-
celulosa resultS ser mayor de 40 dfas cuando la temperatura se mantuvo a

4°C, en presencia de azida sédica (1 mM) para evitar contaminacidn micro-

biana.

C. Especificidad de sustrato proteico

Ya se ha mencionado que PK I y PK II resultaron mds eficientes en la
fosforilacién de histona H2A que de fosvitina mientras que PK III mani-
festd una capacidad de fosforilacidén similar para ambos sustratos protei-
cos (Fig. 13). Precisamente este pico de actividad también fue el que con
mayor eficiencia fosforilS caseina ( Fig. 14). Por otro lado la protamina

fue fosforilada preferencialmente por PK II,
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Fiqura 14. Cromatografia en DEAE-celulosa de un sobrenadante de 105 000
X g. Las Adimensiones de la columna y condiciones ya fueron descriptas en
MATERIALES Y METODOS (III).

(A) actividades quinasa de protefnas ensayadas con protamina (1 mg/ml)
(/) o caseina ( 1 mg/ml) (Q) como sustrato.

(B) actividades quinasa de protefinas ensayadas con histona H2A (1 mg/
ml) como sustrato en presencia de AMP ciclico 10 uM (Q). La lfnea puntea-
da indica la concentracidén de proteinas.
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Es importante destacar que si bien PK I fosforild histona H2A en forma
creciente como minimo hasta una concentracién de 10 mg/ml de la misma, PK
II llegS a un Sptimo de incorporacién de fosfato a una concentracién de 1
mg/ml siendo inhibida con concentraciones mayores de sustrato (Fig. 15).

Por otro lado, la actividad PK III fue algo mayor con fosvitina que con
caseina, cuando la concentracién de Mq2+ en el ensayo fue de 1 mM (&ptima
para fosvitina). Ninguno de los dos sustratos proteicos pudo saturar el
sistema, aun a concentraciones de 10 mg/ml (Fig. 16).

Cuando la concentracidén de sustrato proteico exSgeno es nula, se puede
medir la autofosforilacidén de las fracciones con actividad quinasa. Sélo
resulté apreciable esta autofosforilacién en el caso de PK I, que resulté
ser un 20 % de la incorporacidn obtenida sobre histona H2A a concentra-
ciones de 10 mg/ml (Fig. 15). Para PK II y PK III la autofosforilacién

carecid de relevancia (Figs. 15 y 16).

D. Requerimientos de Mg2+ y ATP. Influencia del AMP ciclico y del pH.

La concentracidn &Sptima de Mg2* resultS ser 10 mM para PK I y PK II. A
mayor concentracidén de metal se produjo una disminucién de la actividad
probablemente por efecto de la fuerza idnica del medio (Fig. 17). La acti-
vidad PK III se comportd$ frente al Mg2+ de distinto modo, dependiendo del
sustrato .proteico usado. Con fosvitina presentd un maximo de actividad a
una concentracidn de qu+ 1 mM, para luego caer en forma pronunciada a
concentraciones mayores (Fig. 18). Se puede suponer que este efecto fue
debido a la insolubilizacidén de la fosvitina provocada por el Mg2+ en con-
centraciones mayores a 1 mM, hecho que se evidencid por la aparicién de
precipitados en las mezclas de incubacién. Por el contrario, con caseina
como sustrato, la actividad aumentS en forma creciente hasta llegar a una
meseta a partir de Mg2+ 5 mM (Fig. 18). En este caso no se observs$ la for-
macidén de los referidos precipitados.

Los requerimientos de ATP ( o Mg ATP2~) variaron con la modificacidn de
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Figura 15. Curvas de concentracidn de sustrato proteico para las activida-
des PK I (@) y PK II (Q) con histona H2A. Los ensayos fueron realizados
en presencia de AMP ciclico 10 uM con el agreqgado de 0,050 ml de prepara-
cién enzim&tica de 1,14 mg/ml y 2,28 mg/ml de proteinas para PK I y PK II

respectivamente.
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Figura 16. Curvas de concentracidn de sustrato proteico para la actividad
PK III con fosvitina ([J) o caseina (/\). Los ensayos fueron realizados en
presencia de Mg2* 1 mM con el agregado de 0,050 ml de preparacidn enzim&-

tica de 0,86 mg/ml de proteinas.
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Figura 17. Curvas de concentracién de Mg2* para las actividades PK I (@)
y PK II (Q ). Los ensayos fueron realizados en presencia de histona H2A
1 mg/ml y AMP ciclico 10 faM, con el agregado de 0,050 ml de preparacidén
enzimdtica en las concentraciones indicadas en la Fig.15.
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cada en la Fig. 16.
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las concentraciones de sustrato proteico, Mg2+ e incluso de una prepara-
cidén enzimdtica a otra. Es por &sto que los valores de Kg para el ATP de
las tres actividades quinasa oscilaron entre 20 y 50 MM para el ATP seqin
cdlculos realizados a partir de los grdficos de Hanes y Woolf (129)(Fig.
19). Las variaciones entre ensayos no pudieron ser eliminadas ain unifor-
mando las concentraciones de sustrato y en condiciones d&ptimas de con-
centracién de Mg2+.

Respecto del efecto del AMP ciclico sobre el comportamiento cinético de
PK I en funcidén de la concentracidn de Mg ATP2~ se observd un aumento de
la velocidad mdxima sin alteracidn del Kg para el referido sustrato (Fig.
19 A). Esta propiedad cinética concuerda con el modelo de quinasa de pro-
tefnas formada por subunidades regulatorias y catalfticas, donde la unidn
de ambos tipos de subunidades produce una holoenzima inactiva.

Las tres actividades quinasa han mostrado ser insensibles a los cam-
bios de pH cuando este varid entre 6 y 8. Por esta causa todos los ensayos
se llevaron a cabo a pH 6,8 que es intermedio entre ambos valores y cer-

cano al fisiold&gico.

E. Efecto de los nucledtidos ciclicos sobre PK I

Sélo la actividad PK I resultd ser sensible a la activacién por BAMP
ciclico ( Fig. 13). Este efecto comenzé a ser detectable a concentraciones
de 0,3 nM de AMP ciclico para continuar en forma creciente hasta 30 nM
donde llegS a saturacidén. El Ag,s calculado fue de aproximadamente 2 nM
(Fig. 20).

El GMP ciclico activé sélo en forma parcial a concentraciones mayores
de 1 pM. Esta diferencia de tres d&rdenes de magnitud indicarfa un alto
grado de especificidad del efecto estimulatorio por el AMP ciclico.

Por otra parte, el efecto del nucledtido ciclico no se modificS por in-
cremento hasta 10 mg/ml en la concentracién de histona H2A en el ensayo

(Fig. 21). Sin embargo si la preparacién de PK I es preincubada en presen-
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Figura 19. (A), (B) y (C): grdficos de Hanes y Woolf de las actividades
quinasa respecto del sustrato Mg ATP2-

(A) La actividad PK I fue ensayada en ausencia (O ) o presencia (@ ) de
AMP ciclico 10 pM, con histona H2A 10 mg/ml y Mg2t 10 mM.

(B) La actividad PK II fue ensayada en ausencia de AMP ciclico (0 ),
con histona H2A 1 mg/ml y Mg2*t 10 mM.

(C) La actividad PK III fue ensayada con fosvitina (0 ) 1 mg/ml y
Mg2+ 1 mM. Fn los tres casos se usaron 0,050 ml de preparaciones enzim4ti-
cas cuyas concentraciones proteicas fueron indicadas en las Figs. 15 y 16.
Las velocidades iniciales se calcularon a partir de curvas de tiempo obte-
nidas para cada concentracidn de nucledétido trifosfato.

(D) Grdfico de Scatchard de la actividad de unién de AMP ciclico R
(®@ ). Para el ensayo de binding se usaron 0,050 ml de una preparacidn del
pico R concentrada por ultrafiltracién hasta 25,7 mg/ml de protefinas.
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Figura 20. Curva de dosis-respuesta de la actividad PK I para AMP ciclico
(@) y GMP ciclico (Q ). El ensayo fue realizado con histona H2A 1 mg/ml.
La concentracion de proteinas en el ensayo fue de 0,67 mg/ml.
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Fiqura 21. Efecto de la concentracidén de histona H2A sobhre la activacidn
de PK I por el AMP ciclico. Las actividades se ensayaron con la concentra-
cién indicada de histona H2A en ausencia o presencia de AMP ciclico 10 uM.
La concentracidn de proteinas en el ensayo fue de 0,41 mg/ml.



66

cia de dicho sustrato proteico a la referida concentracién, la quinasa
aumenta su actividad en la medida que pierde la capacidad de ser estimu-
lada por el AMP ciclico ( Fig. 22). Este dltimo resultado puede interpre-
tarse en términos de que ambas condiciones: presencia del nucledtido
cfclico en el ensayo o preincubacidén con el sustrato proteico, producen
el mismo efecto sobre la enzima. Esto seria debido a la disociacién de una
holoenzima putativa en sus subunidades cataliticas y regqulatorias.

Respecto de esta dltima posibilidad, puede suponerse que PK I represen-
ta la holoenzima de una quinasa de proteinas dependiente de AMP ciclico, y
que a su vez el ya mencionado pico R, que tiene capacidad de unir AMP
ciclico, estd constitufido por tipicas "subunidades regulatorias libres".
Tal posibilidad ha sido analizada con el experimento que se ve en la Fig.
23. Puede apreciarse que la preincubacién de una preparacién de PK I con
concentraciones crecientes de un preparado de R da lugar a una creciente
pérdida de actividad quinasa. El efecto es revertido por la presencia de
AMP ciclico en el ensayo o por el calentamiento a 100°C de la preparacién
de R. Estas observaciones tienden a confirmar que:

1) PK I es la holoenzima de una quinasa de proteinas dependiente de AMP
ciclico.

2) R es un preparado de subunidades regulatorias "libres".

3) PK I existe en las condiciones del ensayo sin AMP ciclico en forma
parcialmente disociada.

4) La adicién de R desplaza el equilibrio del sistema hacia la forma
asociada.

5) En preparaciones crudas R estd en exceso respecto del componente
catalftico de PK I.

Este tipo de observaciones también se encuentra confirmado por 1los
valores del K3 para el AMP ciclico de preparaciones de R, calculado a
partir del grdfico de Scatchard (300) ( Fig. 19 D). El valor obtenido, 10

nM, concuerda aproximadamente con la concentracidn de AMP ciclico que pro-
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Figura 22. Curvas de tiempo de ensayo para la actividad PK I. Los ensayos
se realizaron en ausencia (Q ,[J) o presencia (@ ,j) de AMP ciclico 10
M. Las preparaciones enzimdticas no fueron preincubadas (Q , @) o fueron
preincubadas ([J , ) durante 5 min a 30°C en presencia de histona H2A 10
mg/ml. La incubacidn fue iniciada con el agregado del ATP y el Mg2+. La
concentracidn de proteinas en el ensayo fue de 0,27 mg/ml.
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Figqura 23. Efecto de la actividad de unidén de AMP ciclico R sobre PK I.
Distintas diluciones de R en buffer B se preincubaron en—presencia de
mercaptoetanol 1 mM a 30°C durante 10 min con alfcuotas de 0,030 ml de
preparacidén enzimdtica en un volumen total de 0,080 ml. Luego se agregaron
0,020 ml de mezcla de incubacidn sin (Q) o con (@) AMP ciclico 10 uM. La
incubacidén se desarrolld segun lo descripto en MATERIALES Y METODOS (VII.
B). Los simbolos cuadrados indican el efecto de R, tratado a 100°C durante
3 min, preincubada en condiciones similares a las recién descriptas y con
ensayos realizados en presencia ([} ) o ausencia () ) de AMP ciclico. La
concentracidn de proteinas de la preparacidén enzimdtica fue de 0,67 mg/ml.
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dujo el 50% de la activacidn de PK I.

F. Relacidn entre PK II, R y AMP ciclico

Un punto importante a establecer es la naturaleza de la actividad de
PK II. Puede tratarse bien de una quinasa sin relacién a PK I, o por el
contrario podria corresponder a la actividad de "subunidades catalfticas
libres" de la holoenzima PK I.

Como ya se vio, PK II no es modificada por la presencia de nucleétidos
ciclicos. El experimento que se muestra en la Fig. 24, indica que las
preparaciones de R no afectan la actividad de esta quinasa, hecho que
tiende a descartar la posibilidad de que la misma esté formada por subuni-
dades cataliticas libres. Por otro lado, a diferencia de lo que ocurre con
PK I, en el caso de PK II no existe activacién por preincubacién con his-
tona (Fig. 25). Asimismo el incremento en la concentracién de este sustra-
to proteico en las mezclas de ensayo en lugar de producir activacién,
inhiben a esta enzima (Fig. 26). Sobre esta base es dable concluir que PK

II es una quinasa no relacionada a la actividad de PK I.

G. Inhibidor termoestable

-Obtencidn por cromatograffa en DEAE-celulosa

Los extractos dializados y calentados de Neurospora resultaron inhibi-
dores de la actividad PK I. El inhibidor fue purificado por cromatograf fa
en DEAE~-celulosa de sobrenadantes de 100 000 x g dializados y calentados a
100°C durante 3 minutos. En estas condiciones el inhibidor aparecid en las
fracciones correspondientes al percolado y lavado ( 4 preparaciones) (Fig.
27 B).

Por otro lado el inhibidor también fue detectado en fracciones calen-

tadas de la columna de DEAE-celulosa de sobrenadantes de 100 000 x g no
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Figura 24. Efecto de la actividad de unién de AMP ciclico R sobre PK II.
Distintas diluciones de R en buffer B se preincubaron tal como fue des-
cripto en la Fig. 23. Las incubaciones, desarrolladas sequin 1la leyenda de
esa misma figura, se realizaron en ausencia (Q ) o presencia (@ ) de AMP
ciclico 10 pM. La concentracién de protefnas de la preparacidén enzim&tica
fue de 1,2 mg/ml. Los simbolos cuadrados indican el efecto de R tratado
seqin se explicd en la Fig. 23. -
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Figura 25. Curvas de tiempo de ensayo para la actividad PK II. Los ensayos
se realizaron sequn fue descripto en la Fig. 22, en ausencia (Q ,fJ) o
presencia (@ ,M) de AMP ciclico 10 faM. Las preparaciones no fueron prein-
cubadas (Q,@) o si lo fueron ([O,M) en las condiciones seflaladas ante-
riormente. La concentracidn de proteinas en el ensayo fue de 0,33 mg/ml.
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Figura 26. Efecto de la concentracién de histona H2A sobre PK II. Las ac-
tividades se ensayaron segun fue descripto en la Fig. 21. La concentracidn
de proteinas en el ensayo fue de 0,61 mg/ml.
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Figura 27. Cromatoqgrafia en DEAE-celulosa del inhibidor termoestable.
condiciones fueron las descriptas en la Fig. 13 para (A) y en MATERIALES Y
METODOS (IV. A) para (A) y (B). La incubacién se realizd en presencia de
AMP ciclico 10 pM, con el agregado de 0,050 ml de cada fraccidn y 0,030 ml
de una preparacidn conteniendo PK I (0,70 mg/ml de proteina). Las activi-
dades especificas en ausencia de inhibidor (100%) fueron 0,30 y 0,35 nmol/
min mg de proteinas para (A) y (B) respectivamente. La linea punteada in-

dica la concentracidén de proteinas.
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calentados. La presencia del inhibidor en los referidos fracciones calen-
tadas a 100° por 3 minutos se muestra en la Fig. 27 A. Dichas fracciones
correspondieron a una concentracién de 0,29 + 0,02 (4 preparaciones) ce
NaCl en el gradiente.

Tanto el inhibidor obtenido de la columna de DEAE-celulosa del sobre-
nadante calentado ( Fig. 27 B) como el existente en fracciones calentadas
de la cromatografia de un sobrenadante no calentado ( Fig. 27 A) no con-
servan su actividad al ser dializados después del tratamiento térmico.
Esto podria significar que la actividad termoestable se encuentra asociada
a alguna macromolécula termoldbil de naturaleza probablemente proteica. El
efecto del calor serfa desnaturalizar la porcién termoldbil liberando al
inhibidor termoestable que tendria menor tamafio. Esta interpretacidn esta-
ria apoyada por el hecho de que la actividad inhibitoria del SN 105 calen-
tado no se ha retenido en la DEAE-celulosa (Fig. 27 B) mientras que la del
SN 105 no calentado se retuvo y fue necesario eluirla con NaCl (Fig.27 A).

Tomando como base la similitud de propiedades y las suposiciones enun-
ciadas se podria suponer que ambas actividades corresponden al mismo fac-
tor inhibidor. Por esta causa las siguientes caracterizaciones fueron

hechas con el inhibidor preparado por el segundo método ( Fig. 27 A).

-Especificidad de accién

El inhibidor resultd mds efectivo sobre PK I que sobre PK II y casi no
tuvo ninguin efecto sobre PK III ( Fig. 28). Por otro lado el efecto inhi-
bitorio sobre ambas quinasas no dependidé del tiempo de ensayo (Figs. 29 y
31). Referente al efecto del AMP ciclico sobre PK I, se continué obser-
vando activacidén por dicho nucledtido en presencia del inhibidor (Fig.29).
Dicho comportamiento sugerirfa que la accidén del AMP ciclico se podr{a
ejercer solamente sobre las moléculas de enzima no afectadas por el inhi-
bidor. La preincubacidén de PK II con el factor no alter$ el grado de inhi-

bicidn, siendo 1la interaccién de la enzima con el factor instantdnea
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Figura 28. Curva de dosis-respuesta del inhibidor termoestable para las

actividades PK I (@) y PK II (Q). El factor preparado seqin la Fig. 27 A
se ensayé con histona H2A (5 mg/ml) para PK I e histona H2A (0,5 mg/ml)
para PK II. La concentracién de Mgz"' en el ensayo fue de S mM y la de AMP
ciclico de 10 JM. Las actividades especificas en ausencia de inhibidor
(100%) fueron de 0,38 y 0,48 nmol/ml mg de protefnas para PK I y PK II
respectivamente. La concentracidn de protefnas de la preparacién de inhi-
bidor fue de 0,12 mg/ml y la de preparaciones enzimdticas 0,70 mg/ml (PK

I) vy 0,80 mg/ml (PK II).
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Figura 29. Curva de tiempo de ensayo para la actividad PK I. Los ensayos
se efectuaron con histona H2A 5 mg/ml, en ausencia (Q ,@ ) o presencia
(A +A) de AMP ciclico 10 [MM. Las preparaciones no contenfan (Q ,A) o
contenfan (@ ,A) 0,020 ml de inhibidor termoestable. Las concentraciones
de proteinas de las preparaciones de enzima y de inhibidor fueron las

sefialadas en la Fig. 28.
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Figura 30. Curvas de tiempo de preincubacién de la actividad PK II en au-
sencia (Q ) o presencia (@) de 0,050 ml de inhibidor termoestable (0,12
mg de proteinas/ml). El ensayo se inicid con el agregado de mezcla de in-
cubacidén siendo las concentraciones finales de Mgz"' e histona 1H2A 10 mM y
1 mg/ml respectivamente. La concentracidén de proteinas de la preparacidn
enzimdtica fue de 0,80 mg/ml y la actividad especifica sin inhibidor
(100%) fue de 0,62 nmol/min ml.
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Figura 31. Curva de tiempo de ensayo para la actividad PK II. Los ensayos
de quinasa se efectuaron con histona H2A 5 mg/ml sin (Q ) o con (@) el
agregado de 0,020 ml del inhibidor termoestable. Las concentraciones de
proteinas de las preparaciones de enzima y de inhibidor fueron las sefala-
das en la Fig. 30.
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respecto de las escalas de tiempo usadas (Fig. 30)

Dos hechos apoyarian la idea de que el inhibidor actuda sobre la porcién
catalitica de las quinasas. El primero es que tuvo efecto sobre PK I aun
en presencia de AMP ciclico (Fig. 29) y el segundo es que afectS la acti-

vidad de PK II (Figs. 28, 30 y 31).

II. PARAMETROS MOLECULARES DE LAS QUINASAS

A. Quinasa de proteinas dependiente de AMP ciclico y actividad de unién de

AMP ciclico
-Centrifugacidén en gradientes de sacarosa

La actividad PK I dializada y concentrada fue sembrada sobre un gra-
diente de sacarosa que contenfia NaCl 0,1 M. El resultado de la centrifuga-
cién fue la aparicién de un pico de actividad con coeficiente de
sedimentacién de 5,8 S y un hombro con coeficiente de sedimentacidén de 3,8
S. Tanto el pico como el hombro resultaron activables por AMP ciclico 10
PM Y ademds coincidieron con picos de actividad de unidén de dicho nucleéd-
tido (Fig. 32 A). Estos datos pueden explicarse sobre la base de dos supo-
siciones: 1) La holoenzima PK I (5,8 S) se disocié parcialmente por efecto
de la fuerza idnica y la presidén hidrostdtica durante la centrifugacién,
generando subunidades catalfticas libres (3,8 S) (C) v subunidades regula-
torias libres (3,4 S) (R); y 2) La constante de sedimentacidn de R libre
serfa bastante similar a la de C libre.

Por otro lado, la existencia de un estimulo provocado por AMP ciclico

en un amplio intervalo del gradiente puede explicarse por el equilibrio:
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Figura 32. Centrifugacidén en gradiente de sacarosa de 5 a 20% (p/v) de la
actividad PK I en presencia (R) o ausencia (B) de NaCl 0,1 M. Los ensayos
de quinasa se realizaron con histona H2A 1 mg/ml en ausencia (O ) o pre-
sencia (® ) de AMP ciclico 10 pM. Se midié también la actividad "binding"
de AMP cfclico (A ). Las flechas indican las proteinas marcadoras: C
(catalasa), L (Lactato deshidrogenasa), M (Malato deshidrogenasa y Cc

(citocromo c).

L.as condiciones experimentales fueron descriptas en MATE-
RIALES Y METODOS (VI.A y B) .
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CcAMP, presién hidrostdtica,

fuerza idnica subunidades + subunidades
Holoenzima - — catalfticas regulatorias
(5,8 S) (3,8 8) (3,4 5)

Confirmando estas suposiciones se tienen los siguientes experimentos:
1) Cuando PK I se sembrS$ sobre un gradiente sin NaCl se obtuvo un sdélo
pico de 5.8 S con actividad fosforilante y de "binding” de AMP ciclico
(Fig. 32 B). 2) La preincubacidén y centrifugacién de PK I en un medio con-
teniendo 0,3 M de NaCl dio lugar a la aparicién de dos picos superpuestos
de actividad catalftica y "binding”. La actividad quinasa tuvo su mé&ximo a
3,8 Sy el "binding" de AMP ciclico lo tuvo a 3,4 S (Fig. 33 A). Es impor-
tante destacar que la diferencia en actividades entre- las muestras con-
teniendo o no NaCl se debe a que la sal ha inhibido la incorporacién de
fosfato en forma proporcional a su concentracidén. Este hecho se comprobéd
no sélo en el caso de PK I sino también en el de PK II y PK III. 3) La
preincubacién y centrifugacién de PK I en presencia de AMP cfclico 25 uM
dio como resultado un pico de actividad fosforilante de 3,8 S (Fig. 33 B),
siendo este resultado muy similar al obtenido con NaCl 0,3 M. 4) Por otro
lado y en la misma linea de argumentos estd el experimento de la Fig. 34
A. En este caso la actividad de "binding" de AMP ciclico (Pico R de 1la
Fige. 13) dializada y concentrada fue centrifugada en un gradiente de
sacarosa que contenfa NaCl 0,1 M. El resultado fue la aparicién de un pico
de "binding" a 3,4 S que coincidié exactamente con el pico obtenido en la

corrida de PK I con NaCl 0,3 M (Fig. 33 A).

-Filtracidén en geles de agarosa

La actividad PK I, dializada y concentrada, fue cromatografiada en una

columna de Bio-Gel A-1,5 m equilibrada con buffer conteniendo 0,1 M de
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Figura 33. Centrifugacidén en gradientes de sacarosa de 5 a 20% (p/v) de la
actividad PK I en presencia de NaCl 0,3 M (A) & AMP ciclico 25 uM (B). Los
sifmbolos y condiciones experimentales fueron los descriptos en la Fig. 32.
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experimentales fueron los descriptos en la Fig. 32.

(B) Cromatografia en Bio-Gel A-1,5 m de la actividad R en presencia de
NaCl 0,1 M. Los simbolos y condiciones experimentales fueron los descrip-
tos en la Fig. 35.

(A) Centrifugacidn en gradientes de sacarosa de 5 a 20% (p/v)
de la actividad R en presencia de NaCl 0,1 M. Los simbolos y condiciones
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NaCl. Esto dio lugar a la aparicién de un sélo pico con actividad quinasa
coincidente con el de "binding" de AMP ciclico correspondiente a un radio
de Stokes de 4,4 nm (Fige. 35 A). Este resultado es algo diferente al obte-
nido en gradientes de sacarosa corridos en presencia de NaCl 0,1 M que
dieron origen a un pico y un hombro (Fig. 32 A). Esto podria ser debido al
efecto de la presidn hidrostdtica (provocada por la fuerza centr ifuga) que
obviamente no existe en las columnas. Esta clase de fendmenos ya ha sido
descripta para varias proteinas (301). Por otro lado cuando PK I fue
preincubada, sembrada y eluida de la columna en presencia de NaCl 0,3 M
aparecieron un pico y un hombro tanto de actividad quinasa como de
"binding"” con radios de Stokes 4,4 y 3,0 nm respectivamente para la
quinasa y de 4,4 y 3,5 nm respectivamente para la actividad de "binding"
de AMP ciclico (Fig. 35 B). Ademds, la preincubacién y elucién de PK I en
presencia de AMP cfclico 50 mpM dio como resultado un pico de actividad
fosforilante con un radio de Stokes de 3,0 mm (Fig. 36). En cuanto a la
actividad "binding" de AMP ciclico (Pico R de la Fig. 2), dializada, con-
centrada y cromatografiada en columna de Bio-Gel A-1,5 m equilibrada con
buffer conteniendo 0,1 M de NaCl, dio un pico de "binding” con un radio de
Stokes de 3,5 nm (Fig. 34 B). Este valor correspondid casi exactamente con
el hombro de actividad "binding" de la corrida de PK I en buffer con NaCl

0,3 M (Fig. 35 B).

-Cdlculo de los pardmetros

Las centrifugaciones en gradiente de sacarosa y las filtraciones en
geles han dado perfiles suficientemente concordantes como para identificar
y relacionar las distintas actividades en estudio. De estos resultados se
podria concluir que PK I es una quinasa de protefnas dependiente de AMP
ciclico. E1 NaCl tendria la propiedad de disociar la holoenzima en subuni-
dades requlatoria y catalftica. En presencia de AMP ciclico dicha diso-

ciacién resultarfa total. Por otro lado los pardmetros de R indicarifan que
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Figqura 35. Cromatografia en Bio-Gel A-1,5 m de la actividad PK I en colum-
na equilibrada con (A) NaCl 0,1 M y (B) NaCl 0,3 M. Los ensayos de quinasa
se realizaron con histona H2A 1 mg/ml en presencia de AMP ciclico 10 MM
(O ). Se midid también la actividad binding de AMP ciclico (A ). Las fle-
chas indican los marcadores usados: BD (dextrano azul), C (catalasa), L,
(lactato deshidrogenasa), M, (malato deshidrogenasa), Cc (citocromo c) vy
B4yo (vitamina Bj3). Las condiciones experimentales fueron descriptas en
MATERIALES Y METODOS (VI. A y C).
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Figura 36. Cromatografia en Bio~Gel A-1,5 m de la actividad PK I en colum-
na equilibrada con AMP cifclico 50 ]M. Los simbolos y condiciones experi-
mentales fueron descriptos en la Fig. 35.
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Figura 37.
Los marcadores utilizados fueron los

de Bio-Gel A-1,5 m (B) y A-5 m (C).
descriptos en las Fig. 32, 35 y 39.
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se trata de la subunidad regulatoria libre.

La interpolacién sobre las curvas de calibracién de gradientes de
sacarosa y columna de Bio-Gel permitid la obtencidén de los coeficientes de
sedimentacién (S) y radios de Stokes (3) para el c&lculo de los pesos mo-
leculares relativos (Fig. 37). En todos los casos se supuso para estas ac-
tividades enzim&ticas un volumen parcial especifico de 0,74 ml g~ !, que
corresponde a una protefna soluble en soluciones salinas neutras.

La holoenzima tendrfa un peso molecular de 118 000, la subunidad
catalitica uno de 55 000 y la subunidad regulatoria uno de 57 000 (Tabla
IV). La suma de los pesos moleculares de las subunidades serfa 112 000 que
no difiere significativamente del calculado para la holoenzima. Esto
dltimo indicarfa que la holoenzima es un dimero.

Los cocientes friccionales calculados han mostrado que tanto la holo-
enzima como subunidades catalitica y regulatoria serfan ligeramente asimé-

tricas (Tabla IV).

B. Quinasas de proteinas independientes de nuclesétidos cfeclicos

-Centrifugacién en gradientes de sacarosa

La actividad PK II dializada y concentrada fue centrifugada en gradien-
tes de sacarosa conteniendo NaCl 0,1 M. Se obtuvo un pico con coeficiente

de sedimentacidén de 3,0 S (fig. 38 A).

La actividad PK III por su lado, dializada, concentrada y centrifugada
en un gradiente de sacarosa dio lugar a la aparicién de un pico con coe-

ficiente de sedimentacidén de 9,1 S (Fig. 39 A).
-Filtracidn en geles de agarosa

Cromatografiada en columna de Bio-Gel A-1,5 m equilibrada con buffer

conteniendo NaCl 0,1 M, la actividad PK II dializada y concentrada dio



TABLA IV

PARAMETROS MOLECULARES E HIDRODINAMICOS DE LAS QUINASAS DE PROTEINAS DE
NEUROSPORA CRASSA

ACTIVIDAD S20,w a MW £/€,

(s) (nm)
PK I (holoenzima) 5,8 4,4 118 000 1,4
PK I (subunidad catalftica) 3,8 3,0 55 000 1,2
PK I (subunidad regqulatoria) 3,4 3,5 57 000 1,4
R (actividad de unidn de cAMP) 3,4 3,5 57 000 1,4
PK II 3,0 3,9 56 000 1,5

PK IIIX 9,1 4,8 209 000 1,2
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Figura 38. (A) Centrifugacién en gradientes de sacarosa 5 a 20% (p/v) de

la actividad PK II en presencia de NaCl 0,1 M. Los simbolos y condiciones

experimentales fueron los descriptos en la Fig. 32.
(B) Cromatografia en Bio-Gel A-1,5 m de la actividad PK II en columna
equilibrada con NaCl 0,1 M. Los simbolos y condiciones experimentales

fueron los descriptos en la Fig. 35.
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Fiqura 39. (A) Centrifugacidén en gradientes de sacarosa 5 a 20% (p/v) de
la actividad PK III en presencia de NaCl 0,1 M. Los simbolos y condiciones
experimentales fueron los descriptos en la Fig. 32 exceptuando que se usé
fosvitina 1 mg/ml y Mg2* 1 mM en los ensayos.

(B) Filtracidén en Bio-Gel A-5 m de la actividad PK III en presencia de
NaCl 0,1 M. Las condiciones experimentales fueron las descriptas en MATE-
RIALES Y METODPOS (VI. Ay C) y los ensayos se realizaron del modo sefialado
en la Fig. 39 A. Los marcadores utilizados fueron enumerados en la Fig.
35, con excepcidn de Bact.: bacterias (Rhizobium meliloti).
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como resultado un pico correspondiente a un radio de Stokes de 3,9 nm
(Fig.38 B); mientras que la actividad PK III dializada y concentrada, se
cromatografié en columna de Bio-Gel A-5 m, eluyendo en un pico correspon-

diente a un radio de Stokes de 4,8 nm (Fig. 39 B).

-Cdlculo de los pardmetros

La calibracion de gradientes y Bio-Gel A-1,5 m ya fue descripta en
MATERIALES Y METODOS (VI.D). La obtencién del radio de Stokes por Bio-Gel
A-5 m fue andlogo al A 1,5 M (Fig. 37). Tal como se explicd en RESULTADOS
Y DISCUSION (II.A), se supuso un volumen parcial especifico de 0,74 ml
g"1 para las enzimas analizadas.

El peso molecular de PK II calculado serfa 56 000, Si bien resulta
idéntico al peso molecular de la subunidad catalftica de PK I, los otros
pardmetros difieren en forma significativa. El cociente friccional de 1,6
indicaria que es una molécula bastante asimétrica (Tabla IV).

La actividad PK III tendria un peso molecular de 209 000 y el cociente

friccional de 1,2 corresponderia a una simetrfa casi esférica (Tabla IV).

III. ACTIVADOR TERMOESTABLE DE LA QUINASA PK III

A. Obtencidn por cromatografia en DEAE-celulosa

Ya se vio que el inhibidor descripto en RESULTADOS Y DISCUSION (I.G.)
tiene poco efecto sobre PK III. Sin embargo si las fracciones provenientes
de una columna de DEAE-celulosa de un sobrenadante no calentado son calen-
tadas 3 minutos a 100°C y luego adicionadas a mezclas de ensayo de esta
quinasa conteniendo fosvitina como sustrato proteico, se observa la exis-
tencia de un activador que eluyd a 0,29 + 0,02 M de NaCl (5 preparaciones)

(Fige 40 A). Similar resultado se obtuvo en columnas de sobrenadantes
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Figura 40. Cromatografia en DEAE-celulosa del activador termoestable. Las
condiciones fueron las descriptas en la Fig. 13 para (A) y en MATERIALES Y
METODOS (IV.A) para (A) y (B). Las incubaciones se realizaron en presencia
de fosvitina 1 mg/ml y Mg2+ 5 mM, con el agregado de 0,050 ml de cada
fraccién y 0,030 ml de una preparacidén conteniendo PK III (0,81 mg/ml de
proteinas). Las actividades especificas en ausencia de activador fueron de
0,12 y 0,25 nmol/min mg proteina para (A) y (B) respectivamente.

(A) Activador obtenido a partir de sobrenadante de 105 000 x g no ca-
lentado. Antes del ensayo las fracciones obtenidas fueron tratadas a 100°C
por 3 minutos.

(B) Activador obtenido a partir de un sobrenadante de 105 000 x g tra-
tado a 100°C por 5 minutos.
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calentados donde se establecid la existencia del activador en la misma
posicidén del gradiente: 0,29 + 0,01 M de NaCl (5 preparaciones)(Fig.40 B).

De modo andlogo al inhibidor de PK I y PK II, el factor activador de PK
III no conservS su actividad al ser dializado después del tratamiento tér-
mico. Podria postularse nuevamente que el factor termoestable, que en su
forma libre es de pequefio tamafio o fdcilmente disociable en subunidades
menores, se encuentra asociado a alguna macromolécula espec{ifica probable-
mente proteica.

El factor preparado por ambos métodos ha mostrado poseer las mismas
propiedades y ha sido usado indistintamente para su caracterizacidn poste-

rior.

B. Recromatografia en hidroxilapatita

El factor activador obtenido por el método 2 (MATERIALES Y METODOS IV
A) fue sembrado en una columna de hidroxilapatita. El pico de activador
eluyd a 0,16 + 0,01 M de fosfato de sodio (pH 6.8)(3 preparaciones)(Fig.
41 A). En el percolado y fracciones de lavado aparecid un pico de activi-
dad inhibitoria que probablemente corresponda a una contaminacién con el
inhibidor termoestable ya descripto. Por otra parte, el activador eluyd de
la columna de DEAE-celulosa muy préximo al inhibidor (Fig. 40 A y 27 A).

Para descartar la posibilidad de que el activador fuera un producto del
tratamiento térmico se ha efectuado su preparacién obviando dicho paso. Se
sembraron en una columna de hidroxilapatita las fracciones sin calentar de
la columna de DEAE-celulosa indicada en la Fig. 40 A, que contenian al
factor. El activador eluyé con 0,15 M de fosfato de sodio (pH 6.8) en un
pico que resultd menos agudo que en la preparacidén anterior, probablemente
debido a la interaccién con proteinas que de otro modo resultaban desna-
turalizadas por el calor y eliminadas (Fig. 41 B).

adn teniendo en cuenta que la actividad PK III eluySé de DEAE-celulosa

con 0,44 + 0,01 M de NaCl podrfa pensarse que en las fracciones que con-
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condiciones fueron descriptos en MATERIALES Y METODOS (1IV. Las incuba-
ciones se realizaron segun fue descripto en la Fig. 40.

(A) Cromatografia del factor obtenido a partir de la columna sefialada
en la Fig. 40 B.

(B) Cromatografia del factor contenido en las fracciones de la columna

presentada en la Fig. 13 sembrado sin tratamiento térmico previo.

B).
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tienen activador (0,29 + 0,01 M de NaCl) existirfa cierta actividad rema-
nente de PK III. Dicha actividad sembrada y lueqgo elufda de la columna de
hidroxilapatita, podrfa dar lugar a un falso pico de activador que even-
tualmente eluyera a la misma fuerza iénica que el compuesto en cuestidn.
Esta posibilidad fue descartada por el hecho de que PK III sembrada en
columna de hidroxilapatita eluyS en un sélo pico a 0,33 M de fosfato de
sodio (pH 6.8).

La actividad del factor aparecid asociada a concentraciones maximas de
protefnas en el eluido de hidroxilapatita. Esto hace suponer que se trata
de un activador de naturaleza polipeptfdica. AUn en ese caso dicho activa-
dor no estarfa homogéneo dado que corrido en electroforesis en poliacrila-
mida aparecen bandas de diversos pesos moleculares.

Se han presentado dificultades en la caracterizacién del factor. si
bien eluyé con el volumen de exclusidn en columnas de Sephadex G-50, su
actividad no pudo ser detectada luego de cromatografiarlo por columnas de
Sephadex G-75 & G-100. Esto podrfa deberse a su disociacidén o interaccién
con la matriz del gel. Contrariamente a lo esperado, experimentos de
recombinacién de fracciones o la elucién de las columnas con alta fuerza

idnica tampoco dieron un resultado positivo.

C. Especificidad de accidén

Dado que el ensayo de PK III se realizé en concentraciones subdptimas
de fosvitina ( Fig. 16), si el factor fuera aceptor de fosfatos provocar ia
un estimulo aparente en la fosforilacién. Sin embargo, cuando se incubéd
PK III en ausencia de fosvitina hubo muy baja incorporacidén de fosfato adn
en presencia de activador. Como puede verse en la Fig. 42, en presencia de
fosvitina como sustrato, el estimulo por el factor acrecentd en cuatro
veces la actividad de PK III.

El efecto activador no dependidé de AMP ciclico y aumentd$ con el tiempo

probablemente por un efecto estabilizador del factor sobre PK III que
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Figura 42. Actividad PK III ensayada en ausencia o presencia de fosvitina
(1 mg/ml) con o sin el agregado de 0,080 ml del activador termoestable
(0,12 mg/ml de protefina). Los ensayos se realizaron segin fue descripto en
la Fig. 40.
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Figura 43. Curvas de tiempo de ensayo para la actividad PK III. Los ensa-
yos se realizaron sequin fue descripto en la Fig. 40 en ausencia (Q,@) o
presencia ((Q,l) de 0,030 ml (0,12 mg/ml de proteinas) del activador ter-

moestable, sin (Q ,[Q) o con (@ ,) AMP cfclico 10 oM.
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determind una mayor linearidad de las curvas de tiempo (Fig. 43).

La activacidén resulté ser funcidén de la concentracidn del factor (Fig.
44) y no mostrS dependencia apreciable respecto de la concentracién de
fosvitina en presencia de cantidades fijas de Mg2* ( Fig. 45).

La actividad de PK I no fue afectada por este factor. En el caso de PK
II fue ligeramente inhibida en ensayos que contenfan histona H2A como
sustrato (Fig. 46).

Por otro lado, la actividad PK III sd8lo se incrementS en presencia del
factor cuando se agregd fosvitina como sustrato, no se obtuvo efecto
cuando el sustrato fue histona H2A (Fig. 44). Como consecuencia de lo
descripto quedarfa definida una importante propiedad del factor: sé&lo
actuaria sobre la actividad PK III medida con fosvitina o, en teorfa, con
alguin otro sustrato distinto de las histonas presente en las células de
Neurospora.

El ditiotreitol (DTT), protector de grupos sulfhidrilos, activé alre-
dedor de tres veces a PK III. En presencia de este compuesto la magnitud
relativa del efecto del factor resultd algo menor. Estos resultados po-
drfan indicar cierto papel del factor activador en la preservacién de gru-
pos sulfhidrilos (Fig. 47).

Cuando PK III se preincub$ a 30°C su actividad disminuyd con el tiempo
(Fig. 48). La presencia de los sustratos fosvitina o ATP en esta preincu-
bacidén evitd que la actividad decayera. Preincubada sola o con ATP,
PK III perdiS un 30 % de su capacidad de ser estimulada por el activador
antes de los 5 minutos. El mismo ensayo con agregado de factor o fosvitina
no modificé dicha capacidad. Si bien la preincubacién de PK III con acti-
vador y ATP provocd un ligero aumento de la actividad con el tiempo, sola-
mente se puede considerar significativo el efecto producido por el sistema
casi completo. La preincubacidén de PK III en presenclia de fosvitina y fac-
tor llevS el grado de activacién de 2,5 a tiempo cero hasta 4,0 a los 15
minutos. Estos dltimos resultados permiten concluir que el factor activa-

dor favorecerfia la interaccién entre enzima y sustrato proteico por un
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Figqura 44. Curvas de dosis-respuesta del activador termoestable para la
actividad PK III. Los ensayos se realizaron segin fue descripto en la Fig.
40 con fosvitina 1 mg/ml (Q) o histona H2A 1 mg/ml (@ ). La concentracidn
de proteinas de la preparacidén de factor fue de 0,12 mg/ml.
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Figura 45. Curvas de concentracién de fosvitina en ausencia () o presen-
cia (@) de 0,030 ml de factor activador. Los ensayos se realizaron segun
fue descripto en la Fig. 40 con una concentracidn Ade Mgz"' de 3 mM. La con-
centracidén de proteinas de la preparacidén de factor fue 0,09 mg/ml.
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Figura 46. Curvas de dosis-respuesta del activador termoestable para 1la
actividad PK II en ausencia () o presencia (@ ) de 0,030 ml de factor.
Los ensayos fueron realizados sequn fue sefialado en la TFig. 44.
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Figura 47. Efecto del ditiotreitol sobre la actividad PK III. Los ensayos
se realizaron tal como fue descripto en la Fig. 40, en ausencia o presen-
cia de DTT 20 mM con o sin 0,040 ml del factor termoestable (0,09 mg/ml)

de proteinas.
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Figura 48. Curvas de tiempo de preincubacién de la actividad PK III. Los
s{mbolos vacios indican la ausencia de 0,040 ml de factor termoestable
(0,09 mg/ml de proteinas) en la preincubacién y la incubacidn, y los lle-
nos la presencia del mismo en la incubacidn. Las distintas preincubaciones
contuvieron: PK III (Q,@®@), PK III + fosvitina (D ,W)., PK III + ATP (V/,
W), PK III + factor (ff]), PK III + ATP + factor (M), PK III + fosvitina
+ factor ( ) El ensayo se inicié con el agregado de los ingredientes
faltantes de la mezcla de incubacién que contuvo Mgz"' 5 mM, ATP 60 pM y
fosvitina 1 mg/ml, y se desarroll$ durante 5 minutos. Las otras con-
diciones fueron las descriptas en la Fig. 40.
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mecanismo que podrfia implicar a numerosos cambios conformacionales sucesi-
vos que, por tratarse de macromoléculas, necesitan tiempos relativamente
largos para manifestarse en forma detectable.

La posibilidad de que el modulador necesite estar fosforilado para
actuar no puede ser completamente descartada. Si bien no se ha podido de-
mostrar incorporacién de fosfato al activador (Fig. 42), este podria haber
sido aislado ya en su estado fosforilado y, el leve efecto observado por
causa del ATP sobre el mismo (Fig. 48), serfa producto de haber llevado 1la

fosforilacién al mé&ximo valor posible.

D. Efectos de metales divalentes

El agregado de cantidades crecientes de factor activé en forma propor-
cional a PK III y desplazé los Sptimos de concentracién de Mg2* (Fig. 49).
Este desplazamiento serfa debido a una probable sustancia complejante de
Mgz+ asociada al factor activador. Dado que el &ptimo para la incor-
poracidén de fosfato a fosvitina resultd ser de 1 mM de Mg2t, si la con-
centracidén total del mismo superara dicho valor, un agente complejante que
llevase la concentracién de metal al &ptimo actuarfa como un pseudo acti-
vador. Por otro lado, si el activador estuviese compuesto solamente por el
agente complejante los Jdptimos para Mg2* s6lo se desplazarfan hacia con-
centraciones mayores sin cambio en el valor m&ximo. El hecho de que los
mdximos aumentaron con la concentracién del factor avalarfa la realidad de
su existencia. Adem&s, un exceso de fosvitina no suprimié la activacién
para una concentracién fija de metal (Fig. 45), lo cual indicarfa que el
comportamiento complejante sobre el Mg:-’+ no es la Unica propiedad del fac-
tor. En ese caso altas concentraciones del sustrato deberfan haber anulado
el efecto.

Cuando el Mg2+ fue reemplazado por Mn2+ o ca2?t , el factor produjo
similares desplazamientos de la concentracidn 6ptim5 de metal. Estos dos

metales reemplazaron en forma parcial al Mg2+, siendo Mn2* mejor cofactor
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Figura 49. Curvas de concentracién de Mq2+ para la actividad PK III ensa-
yada en ausencia (0 ) o presencia de 0,010 ml (@), 0,020 ml (A) J 0,050
ml (M) de factor activador (0,09 mg/ml de proteinas). Las condiciones de
la incubacidén fueron las indicadas en la Fig. 40.



78

de PK III que Ca2+, pero siempre la actividad Sptima en presencia de fac-
tor fue menor que la correspondiente éen su ausencia. La implicancia inme-
diata de esta propiedad seria el requerimiento de Mg2+ para la activacién.
Por otra parte, se podfia extender a otros cationes divalentes la posibili-
dad de ser secuestrados por el agente complejante asociado.

En presencia de Mg2*, el ca2?* ha inhibido la actividad de PK III en
presencia de factor a partir de una concentracién de 0,1 mM, y anuld el
efecto estimulatorio del mismo a concentraciones mayores de ' mM (Fig.
50). Otros cationes tales como Cu?* y zZn2* en concentracién 0,1 mM impi-
dieron totalmente la activacién (Fig. 51). En las mismas condiciones el

Nat no tuvo efecto alguno.

IV. FOSFODIESTERASAS DE NUCLEOTIDOS CICLICOS EN NEUROSPORA CRASSA

A. Sistemas Crudos

El estudio de la actividad fosfodiesterasa de nucleStidos ciclicos en
sistemas crudos permiti& establecer que no hay variaciones significativas
de la actividad especifica en homogeneizados de Neurospora durante el de-
sarrollo del micelio, tal como ya fue demostrado por Terenzi et al. (204).
Sin embargo cuando se sometieron dichos homogeneizados a una centrifuga-
cidn diferencial se encontré que, si bien los precipitados de 105 000 x g
no mostraron variaciones con la edad del cultivo, se produjo un incremento
mayor del 100% en los sobrenadantes provenientes de micelios cosechados
entre 20 y 30 horas después de efectuado el inSculo. Estas actividades que
en esas condiciones hidrolizaron en igual medida AMP ciclico y GMP ciclico
aparecieron distribuidas en forma similar en distintas preparaciones, es-
tando entre el 80 y el 90% de la actividad en los sobrenadantes y entre el
20 y el 10% en los precipitados. El hecho de que la actividad total no

mostré variaciones significativas con la edad del cultivo, pero sf los
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Figura 50. Curvas de concentracién de Ca?* para la actividad PK III en

ausencia () o presencia (@ ) de '0,030 ml de factor activador (0,09 mg/
ml de proteinas). Los ensayos se realizaron en presencia de qu+ T mM vy
fosvitina 1 mg/ml. Las otras condiciones fueron las descriptas en la Fig.
40.
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Figura 51. Curvas de concentracién de metales divalentes. Los simbolos
1lenos indican la presencia de 0,030 ml de factor (0,09 mg/ml de
proteinas) y los vacfios, la ausencia del mismo. Los ensayos se realizaron
en presencia de CuSO; (O .@)., 2nSO4 (A ,A), NasO4 ([0 ,M). Las otras
condiciones fueron las descriptas en la Fig. 50.
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sobrenadantes, podria implicar la presencia de alguin inhibidor asociado a
las fracciones particuladas. Adem&s este aumento de la actividad hidroli-
zante de nucleétidos ciclicos podfa ser causa, al menos en parte, de un
descenso localizado de los niveles de AMP ciclico, lo que permitirfa en-
contrar a la quinasa de proteinas en su forma asociada.

Por otra parte no se detectd actividad fosfodiesterasa en el medio de
cultivo en ningdn momento desde la germinacién hasta la fase estacionaria,
y el agregado de tunicamicina durante el crecimiento no tuvo efecto sobre
la misma. Esto permitirfa descartar la posibilidad de que se trate de una

glicoproteina.

Dado que los resultados en sistemas crudos en los cuales pueden
coexistir varias isoenzimas son diffciles de interpretar, y que la mayor
parte de la actividad fosfodiesterasa se encuentra en los sobrenadantes de

105 000 xg, se decidid purificar el sistema partiendo de los mismos.

B. Separacién por cromatograffa en DEAE-celulosa

La evidencia obtenida de que los cultivos tienen un méximo de actividad
fosfodiesterasa en las fracciones solubles durante las etapas tempranas de
crecimiento, hizo suponer que é&sta serfa la fase mds adecuada para obtener
una mayor actividad enzimi&tica. En consecuencia el material utilizado en
este trabajo corresponde a micelio cosechado en la fase exponencial tem-
prana.

La elucién con un gradiente de NaCl de una columna de DEAE-celulosa
sembrada con SN 105 dializado dio lugar a la aparicién de dos picos de
actividad fosfodiesterasa (Fig. 52). El pico I (PDE I) eluy$§ a una concen-
tracién de NaCl de 0,29 + 0,04 M (10 preparaciones) y resultS de actividad
comparable en la hidrdlisis de AMP cficlico y de @&MP ciclico. El pico II
(PDE II) eluyS con NaCl 0,43 + 0,04 M (10 preparaciones) e hidrolizé sola-
mente GMP ciclico en cantidades significativas. En todos los casos el pico

PDE I resulté mds agudo que el pico PDE II lo que podria indicar que este
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Figura 52. Cromatografia en DEAE-celulosa de un sobrenadante de 105 000
X g. Las dimensiones dé la columna y condiciones ya fueron descriptas en
MATERIALES Y METODOS (III). Las actividades fosfodiesterasas fueron medi-
das con AMP ciclico (Q) 6 GMP ciclico (@) seqin se describid en MATERIA-
LES Y METODOS (VII. D). La linea punteada indica la concentracién de

proteinas.
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Figura 53. Grdficos de Wool f-Augustinsson-Hofstee para las actividades PDE
I y PDE II.
(A) Actividad PDE I ensayada con AMP ciclico (0 ) o GMP ciclico (@ ).
(B) Actividad PDE II ensayada con GMP ciclico como sustrato (e ). La
concentracién de proteinas de las preparaciones enzimdticas fue de 0,95
mg/ml en (A), y de 2,5 mg/ml en (B). Las velocidades iniciales se calcula-
ron a partir de curvas de tiempo obtenidas para cada concentracidén de nu-

cledtido ciclico.
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dltimo estd compuesto por mds de una forma molecular, o gque hay cierta
heterogeneidad de cargas en la superficie de las moléculas. El agregado de
PMSF durante la homogeneizacién y pasaje por columna de DEAE-celulosa no
afectd los perfiles obtenidos, indicando que la presencia de dos picos no
se debe al producto de la protedlisis parcial de uno de ellos. Finalmente
cabe seflalar que, cuando se midieron 1las fracciones de la columna con
altas concentraciones de AMP ciclico, se obtuvo el mismo perfil que el

obtenido con bajas concentraciones del sustrato.

C. Especificidades de sustrato y de metal divalente

Los grdficos de Woolf-Augustinsson-Hofstee (129) para la actividad PDE
I respecto de ambos nucledtidos ciclicos pueden observarse en la Fig.53 A.
Estos grdficos resultaron bimodales, quedando definidos dos valores de
Kg para cada nucleétido. Dichos valores fueron de 1,5 y 60 jM cuando el
AMP cfclico fue el sustrato y de 1,0 y 35 IuM en el caso del GMP cfclico.
Tomando como base las velocidades relativas y los valores de Ky , se
podria concluir que la actividad PDE I es una fosfodiesterasa no especf{fi-
ca que actuya sobre ambos nucleétidos. Por otra parte, el agregado de GMP
ciclico no marcado mostré un efecto competitivo cuando PDE I fue medida
como actividad hidrolizante de AMP ciclico.

En cuanto a la actividad PDE II, también presentd gré&ficos de Woolf-
Augustinsson-Hofstee bimodales dando como resultado valores de Ky de 3,5
y 95 ]M respecto del @&MP ciclico (Fig. 53 B). Dado que esta actividad
hidrolizé AMP ciclico con muy baja eficiencia, se podria concluir que se
trata de una fosfodiesterasa especifica para @MP ciclico.

Los cationes qu"' o Mn2* en concentraciones milimolares estimularon
ligeramente a ambas fosfodiesterasas, aunque no fue necesario agregarlos
al medio de incubacidén para detectarlas. Ademds, el agregado del agente
complejante EDTA en concentracidén 10 mM sSlo inhibié entre 20 y 40% estas

actividades. Esto podrfa indicar que si bien los cationes divalentes no
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son necesarios para la expresién de la actividad fosfodiesterasa, los
mismos podrfian actuar como moduladores. Por otro lado no se puede descar-
tar la posibilidad de que existan moléculas de metal unidas con tal afini-
dad a la enzima que copurifican con la misma y no pueden ser secuestradas

por sustancias complejantes en las condiciones del ensayo.

D. Efectos de metilxantinas y reactivos de grupos sulfhidrilos

Se ensayé el efecto de metilxantinas, inhibidores competitivos de las
fosfodiesterasas de nucledtidos cfclicos, y el efecto de reactivos que
actyan sobre grupos sulfhidrilos. Estos dltimos compuestos pueden afectar
la interaccidén y estructura de los polipéptidos modificando su actividad.

En la Fig. 54 se presentan los efectos de las metilxantinas. Para la
actividad PDE I, la aminofilina y la metilisobutilxantina (MIX) resultaron
mejores inhibidores que la cafefna y la teofilina. Sucede lo contrario con
la actividad PDE II. El mercaptoetanol, el ditiotreitol y el glutatiodn
reducido, que provocan la ruptura de puentes disulfuro, resultan inhibido-
res mids potentes de la fosfodiesterasa PDE II que de la PDE I (Fig. 55).
Ambas diferencias de comportamiento avalarfan la suposicién que se trata
de dos especies enzim&ticas no relacionadas. Por otro lado, el escaso
efecto observado después del agregado de los agentes alquilantes dinitro-~
benzoato o iodoacetamida, que es similar en ambas actividades, indicaria
que no habrfa grupos su;fhidrilos libres necesarios para la actividad
enzimdtica, o, que s8si los hubiera, no serfan accesibles a dichos reac-

tivose.
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Figura 54. Efecto de las metilxantinas sobre las actividades PDE I (A) y
(B) y PDE II (C) medido con AMP ciclico (A) y GMP ciclico (B) y (C). La
concentracién de metilxantinas en los ensayos fue 1 mM. Las condiciones
experimentales fueron las descriptas en la Fig. 52. Las concentraciones de
proteinas de las preparaciones enzimidticas fueron de 0,95 mg/ml y 0,25
mg/ml para PDE I y PDE II respectivamente. Los reactivos fueron: Teo
(teofilina), Caf (cafeina), Am (aminofilina), Mix (metilisobutilxantina).
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Figura 55. %fecto de los reactivos de grupos sulfhidrilos sobre las acti-
vidades PDE I (A)(B) y PDE II (C), medido con AMP ciclico (A) y GMP ci-
clico (B) y (C).

La concentracidn de los reactivos fue 1 mM a excepcidn de la iodoaceta-
mida que fue 1,25 mM. Las condiciones de ensayo fueron las descriptas en
la Fig. 54. Los reactivos fueron: MSH (mercaptoetanol), DTT (ditiotreitol)
GSH (glutatidn), DNTB (dinitrotiobenzoato), IA (iodoacetamida).
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V. PARAMETROS MOLECULARES DE LAS FOSFODIESTERASAS

A. Fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos no especifica

-Centrifugacién en gradientes de sacarosa

La actividad PDE I concentrada por precipitacidén con (NH4)5>SO4 fue sem-
brada sobre gradientes de sacarosa que contenfan NaCl 0,1 M. El resultado
de la centrifugacidén fue la aparicidn de tres picos que presentaron acti-
vidad hidrolitica de ambos nucleétidos ciclicos con coeficientes de sedi-
mentacién de 8,3, 6,5 y 3,6 S. Estos picos fueron llamados PDE 1Ia, PDE
Ib y PDE Ic respectivamente. El pico PDE Ic hidrolizé AMP ciclico con
menor velocidad que los picos PDE Ia y PDE Ib, aunque para GMP ciclico las

tres actividades resultaron comparables (Fig. 56 A).
~-Filtracidén en geles de agarosa

La actividad PDE I concentrada fue cromatografiada en columnas de Bio-
Gel A-1,5 m equilibradas con buffer conteniendo 0,1 M de NaCl. Esto dio
lugar a la aparicidn de tres picos que presentaron actividad hidrol {tica
de ambos nucledtidos ciclicos con radios de Stokes de 6,1, 4,4 y 3,6 nm.
De modo andlogo a los picos obtenidos en gradientes de sacarosa fueron
nombrados PDE Ia, PDE 1Ib y PDE Ic respectivamente. La actividad PDE Ic
hidrolizé el AMP ciclico con menor velocidad que las actividades PDE Ia y
PDE Ib siendo nuevamente similares las actividades respecto del GMP

ciclico (Fig. 56 B).
-Cdlculo de los pardmetros

Las centrifugaciones en gradientes de sacarosa y las filtraciones en

geles han dado perfiles similares que han permitido identificar y relacio-
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Figura 56. (A) Centrifugacidén en gradientes de sacarosa 5 a 20% (p/v) de
la actividad PDE I en presencia de NaCl 0,1 M.

(B) Cromatografia en Bio-Gel A-1,5 m de la actividad PDE I en columna
equilibrada con NaCl 0,1 M. Los ensayos de fosfodiesterasa se realizaron
con AMP ciclico (0 ) o MP ciclico (@ ) como sustratos. Las flechas indi-
can los marcadores: BD (dextrano azul), C (catalasa), L (lactat.
deshidrogenasa), M (malato deshidrogenasa) y Cc (citocromo c).

Las condiciones experimentales fueron descriptas en MATERIALES Y MRETO-
DOS (VI.A, By C) vy en la Fig. 52.
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nar las distintas actividades. En todos los casos se supuso para estas ac-
tividades enzimdticas un volumen parcial especifico de 0,74 ml.g‘1, que
corresponde a una protefna soluble en soluciones salinas neutras.

La calibracidn de los gradientes y el Bio-Gel ya fue descripta en MATE-
RIALES Y METODOS (VI.D). Los pesos moleculares calculados fueron: 225 000
para PDE Ia, 126 000 para PDE Ib y 57 000 para PDE Ic (Tabla V). Los coe-
ficientes friccionales resultaron 1,5; 1,3 y 1,4 respectivamente, lo que
corresponde a moléculas medianamente asimétricas. La relacién que existe
entre los pesos moleculares de las tres actividades permitirfa suponer 1la
existencia de una enzima con diferentes grados de asociacién apareciendo
como tetrdmero (PDE Ia), dimero (PDE Ib) y mondmero (PDE Ic). Si bien no
se puede excluir que PDE Ic esté también compuesto por subunidades, se

puede suponer el siguiente equilibrio dindmico:
Ay 2, /> 4 &

Donde & serfa el monémero PDE Ic, < 2 el dimero PDE Ib y ¢4 el tetré&-
mero PDE la. El desplazamiento de este equilibrio podria ser provocado por
efecto de la concentracidén de la enzima o por moduladores especificos.

La presencia de estos variados estados de asociacidén pueden ser la
causa de los dos valores de Kg obtenidos para cada sustrato. Por otro la-
do, la especificidad cambié con el grado de asociacidn, resultando el
supuesto mondémero mds espec{fico para el GMP cfclico que el dimero o el

tetrdmero.
-Enfoque isoeléctrico en columna

La actividad PDE I concentrada por ultrafiltracidén fue sembrada en
una columna de enfoque isoeléctrico. El resultado de la corrida fue un
sélo pico que se centrS en la posicién de pH 5,0 y que presentd activida-

des fosfodiesterasa comparables para ambos nucledtidos (Fig. 57 A). El



TABLA V

PARAMETROS MOLECULARES E HIDRODINAMICOS DF LAS FOSFODIESTERASAS DE
NUCLEOTIDOS CICLICOS DE NEUROSPORA CRASSA

ACTIVIDAD S20,w a MW £/f,
(s) (nm)

PDE I (forma a) 8,3 6,1 225 000 1,5

PDE I (forma b) 6,5 4,4 126 000 1,3

PDE I (forma c) 3,6 3,6 57 000 1,4

PDE II (forma a) 10,3 7,0 320 000 1,5

PDE II (forma b) 7,7 5,0 170 o000 1,3
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Figqura 57. (A) Enfoque isoeléctrico de la actividad PDE I. La preparacién
enzimdtica fue concentrada 10 veces por ultrafiltracidén tal como se sehald
en MATERIALES Y METODOS (VI.A). Las condiciones experimentales fueron las
descriptas en MATERIALES Y METODOS (V). Los ensayos de fosfodiesterasa se
realizaron con AMP ciclico (0O ) o GMP ciclico (@ ) como sustratos en las
condiciones sefaladas en la Fig. 52.

(B) Enfoque isoceléctrico de la actividad PDE II. La preparacidén enzimé-
tica fue concentrada 20 veces por ultrafiltracién tal como se sefialS en
MATERIALES Y METODOS (VI.A). Las demds codiciones experimentales fueron

las descriptas en la Fig. 57 A.
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punto isoeléctrico de 5,0 indica que se trata de una protefna 4cida, lo
cual es congruente con su comportamiento previo en la columna de DEAE-ce-
lulosa. Por otro lado, el haber obtenido un 8S8lo pico sirve de apoyo para
la hipStesis de que las tres actividades, que se obtienen en gradientes
de sacarosa y geles de agarosa, son formas de distinto grado de asociacién

de una Unica especie molecular.

B. Fosfodiesterasa de GMP ciclico

-Centrifugacién en gradientes de sacarosa

La actividad PDE II concentrada por precipitacién con (NH4)>SO, fue
sembrada sobre gradientes de sacarosa. El resultado de las centrifugacio-
nes fue la aparicién de dos picos de actividad hidrol ftica de GMP ciclico
con coeficientes de sedimentacidén de 10,3 y 7,7 S que fueron llamados PDE

IIa y PDE IIb respectivamente (Fig. 58 A).
-Cromatografia en geles de agarosa

La actividad PDE II concentrada fue cromatografiada en columnas de Bio-
Gel A-1,5 m equilibradas con buffer conteniendo 0,1 M NaCl. Esto dio lugar
a la aparicién de dos picos que 86lo hidrolizan GMP cficlico con radios de
Stokes de 7,0 y 5,0 nm que fueron llamados, por analogfa a los obtenidos
en los gradientes de sacarosa, PDE Ila y PDE IIb, respectivamente (Fig.

58 B).
-Cdlculo de los parédmetros

Los perfiles obtenidos por centrifugacién en gradientes de sacarosa y
filtracién en geles resultaron an&logos, de este modo fue posible relacio-

nar e identificar las distintas actividades.
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Figura 58. (A) Centrifugacién en gradientes de sacarosa 5 a 20% (p/v) de
la actividad PDE II en presencia de NaCl 0,1 M.

(B) Cromatografia en Bio-Gel A-1,5 m de la actividad PDE II en columna
equilibrada con NaCl 0,1 M. Los simbolos y condiciones experimentales
fueron descriptos en la Fig. 56.
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La calibracién de los gradientes y el Bio Gel ya fue descripta en MATE-
RIALES Y METODOS (VI.D).

Aceptando un volumen parcial especifico de 0,74 ml q", los pesos mole-
culares calculados fueron 320 000 y 170 000, y los cocientes friccionales
1,5 y 1,3 para PDE IIa y PDE IIb respectivamente (Tabla V). Estos cocien-
tes indicarian que se trata de moléculas medianamente asimétricas.

La relacidén entre los pesos moleculares de ambas actividades permitir{fa
suponer que se trata de una enzima en dos grados de asociacidn diferente,
siendo la mayor (PDE IIa) formada por dos unidades de la menor (PDE I1Ib).
En este caso no se podfa definir, con los datos obtenidos hasta el momen-
to, la existencia de un mondmero y un dimero, ya que gradientes en sacaro-
sa corridos en presencia de mercaptoetanol 10 mM han permitido hallar
formas de menor coeficiente de sedimentacién que PDE IIb, que podrian

representar subunidades de la misma.

-Enfoque isoeléctrico en columna

La actividad PDE II concentrada por ultrafiltracién fue sembrada en
una columna de enfoque isoeléctrico. El1 resultado de la corrida fue 1la
aparicién de dos picos que se ubicaron en las posiciones de pH 4,0 y 4,9
(Fig. 57 B). Ambas son protefnas d4cidas, como ya lo indicaba su compor-
tamiento en la DEAE-celulosa.

Por otra parte, la existencia de dos picos servirfa de apoyo a la hipé-
tesis de que existe una heterogeneidad de cargas en la superficie de las
moléculas que conducirfa a distintos grados de asociacién de las mismas a

la DEAE-celulosa, con la consiguiente pérdida de resolucidén durante la

elucién.



CONCLUSTION
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I. QUINASAS DE PROTEINAS EN NEUROSPORA CRASSA

a. La cromatograffa en DEAE-celulosa de sobrenadantes (105 000 x g) de

micelio de Neurospora crassa dio lugar a la aparicidén de tres picos con

actividades de quinasa de proteinas y dos con capacidad de unién de AMP
cfclico. Nombrados seqin su orden de elucién se denominaron PK I, PK II,

PK III y PK I y R respectivamente.

b. La actividad quinasa PK I eluyé con NaCl 0,19 M y presentd "binding"
de AMP ciclico. Esta enzima, que fosforila histonas, fue la dnica quinasa
estimulable por AMP ciclico (Ag,5 2 nM). En ausencia de dicho nucleétido
resultd inhibida por la actividad R que eluyS con NaCl 0,23 M.

c. Los estudios realizados por centrifugacién en gradientes de sacarosa
y filtracién en geles de agarosa permitieron comprobar que PK I, de peso
molecular 118 000, se disocia en presencia de NaCl o de AMP ciclico en una
actividad quinasa de MW 55 000 y una de "binding" de AMP ciclico de MW
§7 000. Dicha actividad de "binding™ resultd totalmente idéntica a la ac-
tividad R.

d. Los datos enunciados en b. y ¢c. indujeron a suponer que PK I es la
holoenzima (dimérica) de una quinasa de protefnas dependiente de AMP cf-
clico que, en presencia de NaCl o AMP ciclico, se disocia en sus subunida-
des catalftica y regulatoria. Adem&s la actividad R representarfa a

subunidades regulatorias libres.

e. La actividad quinasa PK II eluyS con NaCl 0,32 M y no resulté esti-
mulada por nucleétidos ciclicos ni inhibida por la actividad R. Esta enzi-
ma también fosforila histonas pero, al contrario que PK I, resulta inhibi-

da por un exceso de sustrato.
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f. Los estudios realizados por centrifugacidén en gradientes de sacarosa
y filtracién en geles permitieron calcular un peso molecular de 56 000
para la actividad PK II. Si bien este dato podfa indicar cierta relacién
entre PK II y la subunidad catalftica de PK I, los valores de coeficientes

de sedimentacién y radios de Stokes difieren de modo significativo.

g. Los datos enunciados en e. y f. permitieron concluir que PK II es

una especie no relacionada a PK I,

h. La actividad quinasa PK III eluyS con NaCl 0,44 M y no results esti-
mulado por nucleétidos cfclicos ni inhibida por la actividad R. Esta

enzima, contrariamente a las dos primeras, fosforila fosvitina y caseina

de modo espec{fico.

i. Los estudios realizados por centrifugacidén en gradientes de sacarosa
y filtracién en geles de agarosa, permitieron calcular un peso molecular

de 209 000 para la actividad PK IIIX.

j. Un inhibidor termoestable de las actividades PK I y PK II fue halla-
do en las fracciones del elufdo de una columna de DEAE-celulosa de los so-
brenadantes (105 000 x g) de micelio de Neurospora. Dicho modulador
resultd mds efectivo sobre PK I que PK II, actuando posiblemente a nivel

de la porcién catalftica de las quinasas.

k. Un activador termoestable de la actividad PK III fue hallado en las
fracciones del elufdo de una columna de DEAE-celulosa de los sobrenadantes
(105 000 x g) de micelio de Neurospora. Dicho modulador eluye con NaCl
0,29 M de la DEAE-celulosa y con fosfato de sodio 0,16 M cuando es recro-

matografiado en hidroxilapatita.

1. SSlo se obtuvo activacién de la PK III por el factor termoestable

cuando se utilizé fosvitina como sustrato, y el efecto se acrecents por
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preincubacién de la enzima y el sustrato con dicho factor. Por otra parte
se detectS una actividad complejante de metales asociada al mismo y se
determiné que el qu+ es requerido en forma especifica para la manifesta-

cidén del efecto activador.

II.FOSFODIESTERASAS DE NUCLEOTIDOS CICLICOS EN NEUROSPORA CRASSA

a. La cromatografia en DEAE~celulosa de sobrenadantes (105 000 x g) de

micelio de Neurospora crassa dio lugar a la aparicién de dos picos de ac-

tividad fosfodiesterasa de nucledtidos cfclicos. Nombrados segin su orxden

de elucidén se denominaron PDE I y PDE II.

b. La actividad fosfodiesterasa PDE I eluy$ con NaCl 0,29 M y tuvo como
sustratos tanto AMP ciclico (Kg 1,5 y 60 M) como GMP cfclico (Kg 1,0 y
35 pM). Esta forma presenta un punto isoeléctrico de 5,0.

c. Los estudios realizados por centrifugacidén en gradientes de sacarosa
y filtracidén en geles permitieron comprobar que PDE I se presenta en tres
formas: PDE la, PDE Ib, PDE Ic de pesos moleculares: 225 000, 126 000 y
57 000; respectivamente. La relacién entre los pesos moleculares per-
mitirfa suponer la existencia de una enzima en diferentes grados de aso-

ciacidn apareciendo como tetrdmero, dimero y mondémero.

d. La actividad fosfodiesterasa PDE II eluy$ con NaCl 0,43 M. Su sus-
trato especffico fue el @GP ciclico (Kg 3,5 y 95 JM) y presentS dos picos

en electroenfoque en columna con puntos isoeléctricos de 4,0 y 4,9.

e. Los estudios realizados por centrifugacidén en gradientes de sacarosa
y filtracién en geles permitieron comprobar que PDE II se presenta en dos

formas: PDE IIa y PDE IIb de pesos moleculares: 320 000 y 170 000, respec-~



tivamente. La relacién entre los pesos moleculares permitirfa suponer

existencia de una enzima en dos grados de asociacién.
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Ag,s
ADP

3'-AMP
5'-AMP
AMP ciclico
Arg
Asp
ATP
BHK
cAMP
cGMP
CNMP
cpm
DEAE
DNA
DTT
EDTA

EGTA
Gli
Glu
5'GMP
GMP ciclico
GTP
Ileu
Kq
Ks
Leu
Lis
Me2+
MIX
NAD
NADH
NDP
NMP
NTP

) od

Pj
PMSF
PPi
RNA
rpm
Ser
SN105
TRIS
val
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Concentracidn que produce 50% de activacidn
Adenosina 5'~difosfato

Adenosina 3'-monofosfato

Adenosina 5'-monofosfato

Adenosina 3',5'-monofosfato ciclico

Arginina

Asparagina

Adenosina 5'-trifosfato

Células de rifién de hamster prepuber

Ver AMP ciclico

Ver GMP ciclico

Nucledsido 3',5'-monofosfato ciclico

Cuentas por minuto

Dietilaminoetil

Acido desoxirribonucleico

Ditiotreitol

Acido etilendiaminotetracético
(N,N'-1,2-Etanodiil N-(carboximetil)glicina )
Acido etilenglicol-bis-( P aminoetileter)-N,N'tetracético
Glicina

Acido glutdmico

Guanosina 5'-monofosfato

Guanosina 3',5'-monofosfato ciclico

Guanosina 5'-trifosfato

Isoleucina

Constante de disociacién

Constante de Michaelis-Menten para el sustrato s
Leucina

Lisina

ISn metdlico divalente

Metilisobutixantina

Nicotinamida adenina dinucleétido (forma oxidada)
Nicotinamida adenina dinucleétido (forma reducida)
Nucledsido S5'-difosfato

Nucledsido 5'-monofosfato

Nucledsido 5'~-trifosfato

Ortofosfato (unido a amino&cido o aziucar)
Ortofosfato (libre)

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

Pirofosfato

Acido ribonucleico

Revoluciones por minuto

Serina

Sobrenadante de 105 000 x g
2-amino-2(hidroximetil)-1,3 propanodiol
Valina
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NOMBRE NUMERO E.C.

Adenilato ciclasa 4.6.1.1.
Catalasa 1.11.1.6.
Fosfodiesterasa de 3.1.4.35.

GMP ciclico

Fosfodiesterasa de 3.1.4.17.
nucledtidos ciclicos.

Fosfoglicerato quinasa 2.7.2.3.
Fosforilasa 2.4.1.1.
Fosfatasa de fosfo- 3.1.3.16.
proteinas

Fosfatasa de fosforilasa 3.1.3.17.
ﬁ -D-galactosidasa 3.2.1.23,

Gliceraldehfdo~3-fosfato 1.2.1.12.
deshidrogenasa

Guanilato ciclasa 4.6.1.2.
Lactato deshidrogenasa 1.1.1.27.
Malato deshidrogenasa 1.1.1. 38,
Quinasa de la fosfo- 2.7.1.38.
rilasa

Quinasa de proteinas 2.7.1.37.
RNA polimerasa 2¢77:6
Sintetasa de glucégeno 2.4.1. 11,

NOMENCLATURA SISTEMATICA

ATP pyrophosphate-~lyase (cyclizing)

Hydrogen peroxide:hydrogen peroxide
oxldoreductase

3':5'-Cyclic~-GMP 5'nucleotidehydrolase
3':5'=Cyclic-nucleotide 5'nucleotide-~
hydrolase

ATP: 3-phospho-D-glycerate 1-phospho-
transferase

1,4- € -D-Glucan: orthophosphate- & -p-
glucosyltransferase

Phosphoprotein phosphohydrolase

Phosphorylase a phosphohydrolase
p ~-D-galactoside galactohydrolase

D-glyceraldehide-3-phosphate: NaD'
oxidoreductase (phosphorilating)

GTP pyrophosphate=~lyase (cyclizing)
L-lactate: NAD' oxidoreductase

L-malate: NADY oxidoreductase (oxal-
acetate-decarboxilating)

ATP: Phosphorylase b phosphotransfera-
se

ATP: protein phosphotransferase

Nucleoside triphosphate: RNA nucleo-
tidiltransferase

UDP: glucose: glycogen 4- & -D-gluco-
syltransferase
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