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. ABREVIATURAS UTILIZADAS EN EL TEXTO

ABF azul de bromo fenol

5'AMP 5!'fosfato de adenosina

AMPc AMP cfclico

AMP ciclico 3':5'-fosfato de adenosina

Ac-PDE fosfodiesterasa de AMPc

Ac-QP quinasa de protef{na dependiente de AMPc

ARN ftido ribonucleico

ATP 5'-trifosfeto de adenosina

BSA seroalblmina bovina

BtzAMPc dibutiril AMPc

CoA coenzima A

cpm cuentas por minuto

CTP 5'-trifosfato de citidina

DEAE dietilaminoetil

dibutiril AMPc 3':5'-fnsfatu.N6 ,Dz' -dibutiriladenosina

dimetil POPOP (1,4=-bis [Z(A-metil-s-fenil oxazoliI] benceno)

D.0. densidad Optica

DTT ditictreitol

EDTA fcido etilendieminotetraacético

EGTA fcido etilenglicul-bis—(?'-aminoetileter)-
N,N' tetraacético

GMPc GMP cfclico

GMP cilico 3':5' - fosfato de guanosina



Gc-PDE fosfodiesterasa de GMPc

GTP S5'-trifosfato de guenosina

51 IMP 5'-fosfato de inosina

IMPc IMP ciclico

IMP cfclico 3':5'-fosfato de inosina

ITP 5'-trifosfato de inosina
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Hm constante de Micheelis de la enzima para el
sustrato

min minuto

mmol milimol

MeZ* catifin divalente

NAD nicotinamida adenina dinucleftido

NDP nuclefisido difosfato

NMP nuclefsido monofosfato

NMPc nuclefsido monofosfato ciclico

NTP nuclefsido trifosfato

POE fosfodiesterasa

PEA alcohol fenet{lico

Pipes Piperazina-N,N'-bis [2-6cidn etanosulfdnicn]

pmol picomol

PPi pirofosfato

PPO (2,5-difeniloxazol)

Tpm revoluciones por minuto



Temed
Tris
TTP

uTe

N,N,N',N' tetrametiletilendiemina
2-amino-2(hidroximetil)-1,3 propanodiol
St-trifosfato de timidina

S5'-trifosfato de uridina

velocidad méxima de hidr6lisis del sustrato

por la enzima
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INTRODUCCION



I. DIMODRFISMO EN HONGOS

Existe un cierto nlmero de hongos gue presentan une duslided
fenot{pica en la forma de sus células. Dependiendo de lss condi-
ciones embientales, pueden crecer baejo la forme de un micelio
compuesto de filementos largos y ramificedos, septados o asepte-
dos, o bajo la forma de célules levaduriformes, ovoides o esféql
ces que se reproducen por gemacifin. El término dimorfismo he si
do frecuentemente utilizado para referirse 8 un grupo de hongos
que causan infecciones sistémicas en el hombre y snimeles, y hs
sido definido por Ainsworth (1) como "le condicifin en la cusl
se produce una fase parfsita levaduriforme y uns fase micelians
saprof{tica". Actuelmente el término se utilizs en un sentido
més amplio y comprende a hongos petfigenos y no patfgenos sin
hecer distincifn particular entre las formas de vida ssprobies
o perfsitas. E1 dimorfismo, en su sentido mfs amplio, se define
entonces como una interconversifin revéfsible de formes leveduri
formes y micelianas controladas por el medic embiente vy puede

simplificarse por la notacibn:

L forma levaduriforme

Le—aM

M forma micelians

Diferentes factores ambientales controlan el dimorfismo en

estos hongos. As{ en el caso de Blastomyces dermatitidis y
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incubacifn a 379 C no es condicibn suficiente para mant
forma levaduriforme o producirla a partir de la filame

en el caeso de Sporotrichum schenkii e Histoplasma farc

es necesario, adembs, gue el organismo crezca en atmbsi

LO, (5 y 10-20% respectivamente) (4,5). Mientras gue en

g0 de Histoplasma capsulatum 1la incubacibn & temperatura:

vadas (372 C) debe estar acompafiads por la presencia de am
écidos con grupos sulfhidrilo (v.g.cisteing) y agentes quel

tes en el medio de cultivo (veg. citrato); ademfs el infcul

empleado debe ser superior a 5.105 células/ml (6-9).

En el caso de Candida albicans el dimorfismo depende st

mente de las condiciones nutricionales (10).

JI, DIMORFISMO EN MUCOR

(clase:
pesde hace més de un siglo este género de hongos
j6bn de los
Zygomycetes, orden: Mucorales) ha strafdo la atencl



Paracoccidioides brasiliensis, cuyas formas petfgenas son leve-

duriformes, la temperaturs es el {inico factor determinante de le
morfologfa in vitro (2,3), por lo tanto la notecifn anterior pue
de escribirse:

259C

B =
le— M
370C

Por otra parte existe un grupo de hongos en los cusles la
incubacifn a 370 C no es condicifin suficiente para mantener la
forme levaduriforme o producirla a partir de la filamentosa. Asi

en el caso de Sporotrichum schenkii e Histoplasma farciminosum

es necesario, ademfs, que el organismo crezca en atmbsfere de
CD2 (5 y 10-20% respectivamente) (4,5). Mientras que en el ca-

so de Histoplasma capsulatum la incubacibn a temperaturas ele-

vadas (379 C) debe estar acompafiada por la presencia de amino-
fcidos con grupos sulfhidrilo (v.g.cisteine) y agentes quelan-
tes en el medio de cultivo (v.g. citrato); ademfs el inbculo

empleado debe ser superior a 5.10° células/ml (6-9).

En el caso de Candida albicans el dimorfismo depende sola-

mente de las condiciones nutricionales (10).

II. DIMORFISMO EN MUCOR

Desde hace mfs de un siglo este género de hongos (clase:

Zygomycetes, orden: Mucorales) hae atrafdo la atencibn de los



investigadores debido a su habilidad de crecer bajo dos formas
seglin el medio en que se hallen. En presencia de seire, y en me-
dio sblido o 1fquido, desarrollan un micelio cenocftico tf{pico.
El micelio produce frecuentemente estructuras de reproduccifin
vegetativa llemades clamidosporas. En el extremo de las hifas
afreas, y en ciertas condiciones, se producen esporangios gue
llevan numerosas esporas asexuales o esporangiosporas. En el gé
nero Mucor existen especies homotflicas y heterotflicas, siendo
estas (l1timas mayorfa, las que se reproducen sexualmente por co
pulacifn gemetangisl produciendo una cigospora t{pica. El ci-

clo de vida aerfibico del hongo se esquemétiza en la Figure l.

En 1857 el boténico alemén Bail (12) observé que en las par

tes més profundas de cultivos 1f{guidos serfbicos de M. racemosus,

hongo tipicamente filamentoso, aparecfen células esféricas o hi

fas cortas muy engrosadas que se reproducfen por gemacifn.

Posteriormente, Pasteur (13) demostrf que las células leva-
duriformes se producf{en simplemente como una respuesta adeptati
va de Mucor a una atmfsfera pobre en ox{geno y observf gque la

fase levaduriforme desaparec{s con sereacibn suficiente.

Desde estos primeros trabajos, la adaptacifin morfogenética
de ciertas especies de Mucor & una atmbfsfera aserfbice o anaer§
bica ha sido objeto de innumerables estudios gue continlan has

ta el presente.
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Figura 1: Ciclo de vida de Mucor sp. Tomado de Burnett (1l).



Mucor resultf ser ss{ un sistema excelente para el estudio
de las bases bioguimices de la diferenciacibn morfolfgice. Diver

sos factores estfn involucrsedos en el proceso de diferenciscifin.

II. 1.Dimorfismo a nivel celulsr

El ciclo de vida asexusl de les especies dimbfrfices de Mucor,
puede dividirse en tres estedfos (14): 8) germinacibn de le espo
rangiospora, b) crecimiento vegetativo y c) esporogénesis. Es en

los estadfos a y b, donde se observan las transiciones dimfrficss.

a) Germinacifn de ls esporsngiospora. Lses esporangiosporas de

Mucor spp.son de forme elipsoidal vy su dimensifn aproximada es

de 6 x 5 ym. Hey discrepancies en cusnto sl nlmero de nficleos por
espora, seglin Robinow (15) el nfmero de nficleos serfs superior a
uno, en cambio Storck y Morrill (16) observeron en la mayorfa de
les especies estudisdas un nficlec por espors. La germinaecifin de

las esporangiosporas da origen & cflulses vegetativas levedurifor
mes o0 a célules hifeles, dependiendo de las condiciones ambienta

les durante 1la germinscibn.

Independientemente de le morfologfs final, la germinacifin de
les esporangiosporas puede dividirse en dos fases (17): crecimien
to de la espora en una gran célule esférics de sproximadamente

10-18 pm de difmetro y emergencis del tubo germinativo, en el ce

so de desarrollo hifal; o produccifén de una yema esférica, en el



caso de desarrollo levaduriforme. La formacifin de la célula es-

férice es una fase de crecimiento verdadero, ya gue hay un incre
mento importante de peso seco y de la cantidad de protefns (17).
Durante ests fase se sintetiza de novo una pered celulsr, fisice

vy quimicamente diferente de la de la espora.

Los eventos posteriores difieren seglin 1la morfologfa final
de la célula. En el caso del desarrollo filamentoso se produce
un aumento en la polarizacifn de la si{ntesis de la pared celular
gue resulta de la rupture de le pared de la célula esférice y en
la emisifn de un tubo germinativo (17). Si le célula esférica va
8 dar origen a una célula levaduriforme, la sintesis de la pared
celular no es polarizada y la ruptura de la pared de la célule

esférica esth seguida por la emergencia de una yema esférice.

b) Crecimiento vegetativo. En aerobiosis, con una varieded

de fuentes carbonedas y en medio sflido o lfquido, el crecimien
to vegetativo de Mucor spp. al igual que el de todos los hongos
filamentosos, estf ceracterizado por un crecimiento apicel de
le pared celular (18). La longitud, ancho y grado de ramifica-
cifn de las hifas de este hongo, varfs con las condiciones de

cultivo.

En anaerobiosis y en presencia de concentraciones altas de

azlicares fermentables, el crecimiento vegetativo de Mucor spp.

es del tipo levaduriforme vy est$ caracterizado por la presencia



de células esféricas con gemecibn multipolar y con la sintesis de
la pered celular uniformemente distribufda sobre la superficie

celular (18).

Como el dimorfismo en este hongo es reversible, pueden lo-
grarse cambios morfolfgicos en ambas direcciones. Cuando se in-
duce a las células levaduriformes a formar hifas, las yemas se
transforman para formar uno o mbs tubes germinativos por polari
zacibn de la sintesis de la pared celular. Cusndoc las hifas son
estimuladas para formar cflulas levaduriformes se originan ye-
mas esféricas de los extremos hifsles. En esta @ltima transfor-
macifn guedan algunos elementos hifales en el cultivo, eln lue-

go de perfodos largos.

c) Esporogénesis. En ciertas condiciones el micelio produ-

ce esporangififoros cuyo extremo se dilatea y comienza a formar-
se el esporangio hacia el cual fluye una gren cantidad de citpo
plasma que lleva numerosos nficleos y que se concentra en la
periferia de éste, dejando una parte central estéril (columela).
El protoplasma de la zona periférica se divide en una gran can-
tidad de porciones uni o multinucleadas que luego se redondean,
se rodean de psred y maduran para dar las esporangiosporas. Las

esporas se liberan por ruptura de la pared esporangial.



II. 2.Dimorfismo y pared celular

La morfologfe de los hongos depende de manera fundamentsl de
la forma de la pared celular, estructura rfgida gque esté determi
nada por ls disposicifin espacial y la estructura molecular de
sus diversos componentes. Por lo tanto, le dilucidacifn del meca
nismo de sfntesis de la pared celuler es de importencia fundamen

tal en cuslquier estudio del dimorfismo en hongos.

Bartnicki-Garcf{a (19) estudif le composicifn gqufmica de le

pared celular de Mucor rouxii en dos estadf{os vegetativos, célu-

las levaduriformes y micelio. Observf gue la composicifin cuenti
y cuslitative de la pared celular de las células levaduriformes
y de micelio es semejante, siendo los polisachridos dominantes
guitina, quitosano y fcidos poliurdnicos; en cambioc existen di-
ferencias cuentitativas en el contenido de menosa y protefna.
No se conoce bien el significado de estas diferencias en rela-
cifn al dimorfismo, aungue se han encontrado diferencias en le '
sectividad de manosil transferasa en las formas levaduriformes vy

filamentosa de esta especie (20).

La guitina forma un esqueleto microfibrilar en la pared ce-
lular (21). Bartnicki-Garc{a y colaboradores estudiasron los cea-
miros metabflicos, localizacifin y posible regulacifin de la sin-

tesis de gquitina en M. rouxiis encontraron que la actividad de



guitina sintetesa est® locselizada principalmente en la fraccifn
correspondiente a la pared celular vy propusieron un mecanismo
de regulacibn para la enzima que involucra activacifin e inacti-
vacifin proteolf{tica (22). Seglin dicho mecanismo una protease
activarf{a a la enzima presente como zimﬁge&n en la fraccibn mi-
crosomal, esta activacifn puede ser blogueads por un inhibidor,
termoestable y dializable, presente en la fraccifn soluble. El
inhibidor mantendrfe a la enzima como zimbgeno. La cantided re-
lativa de la proteasa activadora y del inhibidor difieren en
las células hifales y levaduriformes. En las hifas los niveles
de proteass son altos y los del inhibidor bajos, presenténdose
la situacifn inversa en las células levaduriformes. El resulta
do neto serfa la produccifn de una enzima de vida media releti
vamente corta en las hifas y larga en las cflulas levadurifor-
mes (22). Este hecho tendrfa implibancia morfogenétice ya gue
en células levaduriformes la inactivacifin de la enzima ser{a
més lenta, lo gue darfs cuenta del mayor grosor de la pared ce-

lular en estas cflulas (23).

Existen diferencias sustanciales en la cantidad de quitina
por unidad de peso seco entre las cflulas levaduriformes y mi-
celianas. Es posible que las enzimas de vida medie corta y lar
ga puedan ser el reflejo de controles impuestos por el tiempo

de generacifin largo de las célules levaduriformes creciendo anae-
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robicamente comparado con el tiempo de generacibn m&s corto de

las hifas en aserobiosis (14).

II. 3,Faectores ambientales y metabolismo celular

Tal como se sefialf, la morfologfe levaeduriforme de algunes
especies de Mucor sperecf{a cuando la atmfsfers del cultivo se

hacf{e anaerfibica.

Bartnicki-Garcfa y Nickerson (24) estudiaron el papel gue
podfan termer los distintos fectores smbientales asocisdos sl

crecimiento anaerfbico como eventuales agentes morfogenéticos en

M. rouxii. Demostraron que la presencia de snhidrido cerbfnico

ers necesaria para el deserrollo de la fase levaduriforme. A

bajes presiones del gas o en su susencia (atmbsfers de nitr6-
geno puro) obtenfen crecimiento tbtalmente filamentoso. De es
tos estudios concluyeron que el anhidrido carbbnico perticipa

directamente en el mantenimiento de la fase levaduriforme.

Haidle y Storck (25) trabajando con la misma especie de

Mucor, obtuvieron crecimiento levaduriforme en atmfsfers de

nitrfgeno puro e condicifn de gue este ges estuviera libre de
trazas de ox{geno y concluyeron que otros factores distintos
del anhidrido carbfinico estaban involucrados en el control del

dimorfismo en esta especie.



11

Sin embargo, recientemente, Mooney y Sypherd (26) demostre-

ron que en M. racemosus es posible obtener crecimiento levadu-

riforme o filementoso en atmbsfera de nitrbgeno puro o cualguier
otro ges inerte, dependiendo ls morfologfa del cultivo de la ve-
locidad de flujo del gas. Asf, a flujo alto de nitr6geno obtu-
vieron crecimiento levaduriforme, mientras que a bajo flujo del
gas el crecimiento era puramente filementoso. Para explicar es-
tos resultados los autores postulsron la existencies de una sus-
tancia volbtil: "factor filementoso", alin no identificada, la
cual serfa la desencadenante del crecimiento apical. Con un al-
to flujo de gas, dicha sustancia hipotétice serf{a removida de
los cultivos permitiendo entonces el crecimiento levaduriforme.
En atmbsfers de anhidrido carbbnico, a slto o bajo flujo de

gas, el crecimiento ers siempre del tipo levaduriforme. Surge
inmediatamente de estos resultados gue la accifin morfogenética
de la sustancia volftil serf{a anulada por el anhidrido carbb-

nico.

II. 4+Influencias de los hidratos de carbono

Bartnicki-Garcfa (27) y Passeron y colasboradores (28) es-
tudiaron la influencia de la concentracibn de hexosas sobre la

morfologf{a de Mucor rouxii en condiciones anaerfbicas. Demos-

traron gque se requiere una concentracifn mf{nima de glucosa para



12

obtener una poblacifn netamente levaduriforme; a medide gue la
concentracifn de glucosa disminuye los cultivos tienden a hacer
se mhs filamentosos. Este efecto de la concentracifin de glucoss
no puede ser atribuido sl incremento de la produccifin de anhidri
do caerbbnico, ya que le méxima liberacifn de este gas se logrsa
con solo 0,1% de glucoses (27). Bartnicki-Garc{a interpreta la
accifn de la glucosa como el resultado de la represifn catabb-
lice ejercide por metabolitos de este azflicar sobre los procesos

de morfogénesis de la hifa.

II. 5.Accibn de inhibidores

Algunas sustancias quimicas alteran los cambios morfogené-
ticos normales, y del estudio de su modo de accibn han surgido
nuevas hipftesis sobre las causas del dimorfismo. Terenzi vy
Storck (29) encontraron que el alcohol fenetflico, inhibidor
del crecimiento celular en bacterias, hongos y animales, indu-
ce la formacibn de célules levaduriformes en cultivos aerbbicos

de Mucor rouxii, siempre y cuando la fuente carbonads sea un

azlcar fermentable en concentracifin superior e 2%. El1 slcohol

fenetflico estimula la produccibn de anhidrido carbénico y eta
nol e inhibe la fosforilacifin oxidative. Posteriormente, Passeron
y colaboradores (28) encontraron gue el cianuro de potasio, inhi

bidor clfsico de la respiracifin, agregado a cultivos aerfibicos
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produce efectos similares al alcohol fenet{lico, o sea, induce
el crecimiento levaduriforme. En presencie de diferentes concen
traciones de cianuro de potasio, es posible observar la transi-
cifn entre la morfologfe filamentosa y levaduriforme pasando
por formas intermedias, es decir que a concentraciones interme-

dias del inhibidor se pueden encontrar hifas cortas y engrosadase.

En base a estos resultados se concluyf gue el metabolismo
oxidativo serfa un determinante importante en el desarrollo fils

mentoso de Mucor.

II1. 6.Cambios respiratorios durante la diferenciacifin levadura-

micelio

Pese a las conclusiones enunciadas en el phrrafo anterior,
trabajos posteriores de Rogers, Clark-Walker y Stewart (30) y de
Paznokas y Sypherd (31) demostraron que el metabolismo respiratg

rio de Mucor no estaba correlacionado con la morfologf{a.

Rogers y colaboradores cultivaron M. genevensis en condicio-

nes de exceso de glucosa o con glucosa limitante a distintas

concentraciones de oxfgeno disuelto. Encontraron gue el desarrollo
filamentoso y el metabolismo oxidativo son inhibidos por exceso de
glucosa, sin mayores efectos sobre el desarrollo mitocondrisl. Por

el contrario, la adicibn de cloranfenicol a cultivos filamentosos
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aerfbicos, en condiciones de glucosa limitante, inhibe el de-
sarrollo mitocondrial sin inducir la transformacifin a células
levaduriformes. Los autores concluyeﬁ gue el metebolismo oxi-

dativo no es esencial para el desarrollo filamentoso.

Paznokas y Sypherd estudiaron algunos aspectos del metabo

lismo respiratorio de M.racemosus. Lograron obtener cultivos

filamentosos en condiciones estrictemente anaerfbicas, en at-
mbsfera. de nitrfgeno o argbn y a bajo flujo de gas. Por otra
parte, obtuvieron cultives levaduriformes en condiciones aerf-
bicas por el agregado de Bt2 AMPc al medio de cultivo. Midie-
ron el metabolismo respiratorio de estas células y lo compara-
ran con el de cultivos levaduriformes y filamentosos obtenidos
en las condiciones habituales. Hallaron que el micelio obteni-
do en atmésfera de nitrfgeno posee un metabolismo netamente fer
mentativo, anflogo al de las células levaduriformes obtenidas
en atmbésfera de anhidrido carbbnico. Este micelio carece de mi-
tocondrias y el sistema de citocromos no se ha desarrollado.
Por el contrario 1las cflulas levaduriformes obtenidaes en atmfs
fera de oxfgeno con Btz AMPc, poseen un metabolismo oxidativo

enteramente similar al del micelio que se obtiene normalmente.

Por los resultados resefiados anteriormente parece evidente
gue la capacidad oxidativa vy el desarrollo mitocondrial no son

factores importantes en el proceso de morfogénesis. No obstente
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Inderlied y Sypherd (32) encontraron una correlacifin positiva
entre el desarrollo levaduriforme y una alta caepacidad fermenta
tiva. Observaron que la transferencia de células levaduriformes
de Mucor de una atmfsfera de anhidrido carbfnico a aire, con
concentraciones progresivamente mis altas de glucosa en el me-
dio de cultivo retardan ls asparicién de los tubos germinativos.
Adem&s cuando el organismo se desarrolla aerdbicemente, concen
traciones crecientes de glucose en el medio de cultivo provocan
la acumulacifin de etanol en el medic y se induce un aumento de
las concentraciones intracelulares de intermediarios glucolfti-
cos como la fructosa 1-6 difosfato. Se concluyf que el estudio
de las enzimas claves del camino glucol{tico serfa de gran uti-
lidad para dilucidar las bases bioguimicas del dimorfismo en

este hongo (1l4).

Passeron y colaboradores (33-35) y Paznokas y Sypherd (36)
estudiaron una de las enzimas claves de la glucfilisis, la piru

vato quinasa en M. rouxii y M. racemosus respectivamente. Demos

traron la existencia de isoenzimas y estudiaron su regulecifin
por intermediarios de la glucBlisis. No se hallf una correla-
cién entre la morfogénesis y el tipo de piruvato quinasa pre-
sente (36), aparentemente esta enzima, no estarfa involucrada

en el proceso morfogenético.
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II. 7.0Dimorfismo y si{ntesis de protefnas

Orlowski y Sypherd, (37) estudiaron en M. racemosus la velo-

cidad de sintesis proteica durante la germinacibn aserfbica de
las esporas y en el proceso de transformacifn de cflulas levadu-
riformes a micelio. Encontraron un aumento en la velocidad de
sintesis de protef{nas durente el perfodo de emergencia de los tu
bos germinativos, tanto de las cflulas levaduriformes como de
las esporas (37,38). Este aumento en la velocidad de sintesis de
proteinas estf acompefiado por un aumento en el porcentaje de ri-
bosomas activos y en la si{ntesis de ARN totsl (ARN ribosomal y
ARN mensajero), le capacidad sintética disminuye a medida que

los tubos germinativos se alargen (39,40).

AR pesar del incremento de la velocided de sintesis de ARN
mensajero durante la transicifn de la forma levaduriforme a la
miceliana (40), no se pudieron encontrar cambios importantes en
la sintesis de nuevas especies de ARN mensajero y por consiguien
te en la calidad de las protefnas sintetizadas durante la transi
cifn morfogenética. E1 cambio mAs importante observado durante
la emergencia de los tubos germinativos, a partir de esporas o
de cflulas levaduriformes, fue la fosforilacifn de le prntefna

S 6 de le subunidad ribosomal 40 S; coincidiendo el grado m&-
ximo de fosforilacifn de ests proteina con el miximo de incremen

to de la sintesis proteica (41). Aunque el significado de esta
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fosforilacibn en el proceso de morfogfnesis no esté aclarado,
demostrar{a gue durente easte proceso se producen cambios por lo

menos de un componente del sistema de treduccifin.

II. 8.Dimorfismo y poliaminas

Sypherd y colaboradores (l4, 42) estudiaron la variscifin en
los niveles de poliaminas durante la transicifn morfogenética

que se produce al aerear células levaduriformes de M. racemosus.

Encontraron que se produce un aumento transiente en los niveles
de cadaverina durante los primeros momentos de la aereacifin, pa-
ra luego decaer a los niveles encontrados en las células levaduri
formes; con posterioridad a la disminucifin en los niveles de esta
poliamina, se produce un gran sumento en los niveles de putresci-
na y espermidina, muy por encima de los valores encontrados en
las cflulas levaduriformes. Aunque estos resultados solamente re-
flejan una correlacifin entre la transicibn dimfrfica y la apari-
cifn de tres poliaminas, los autores sugieren gue estos compues-
tos podrf{an tener una funcifn regulatoria en los procesos metaqg

licos que conducen a los cambios morfogenéticos.

ITI. S5.Dimorfismo y AMPc

Tal vez el avance mbs importante en cuantoc al esclarecimien-

to de les bases bioqufmicas del dimorfismo en Mucor se deba a
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los experimentos de Larsen y Sypherd (43) sobre la accifn del

AMPc en Mucor racemosus. Estos sutores encontraron que la adicifin

de Btz AMPc a cultivos aerfbicos del hongo, produce la represifin
del crecimiento apical y promueve el crecimiento leveduriforme.
Para que estos cambios ocurrsn es necesaria la presencia en el
medio de cultivo de un azlicar fermentable; en su esusencia, o si
la fuente carbonada es glicerol, succinato o maltosa el cambio
no se produce. Tembién pudieron establecer que existe una buena
caorrelacifn entre los niveles intracelulares de AMPc y la morfo
logfa. Las células levaduriformes contienen mayores niveles del
nuclebftido cfclico que el micelio. Los mismos eutores demostra-
ron que la aereacifin de un cultivo de células levaduriformes es-
t& acompafisda por una disminucifn en los niveles intracelulares
del nuclefitido cfclico, disminucifén que precede a la aparicién

de los tubos germinativos.

Posteriormente Passeron y colaboradores (44), encontraron

resultados similares en M. rouxii.

ARs{, esungue el AMPc es capsz de inducir la morfologfa leva-
duriforme en serobiosis y se lo encuentrs en concentraciones al
tas en este tipo de células, el nucleftido cficlico perse no se-
rfa determinante de le morfologfa, ya que su accién estf condi-
cionada a la presencia de un szlicar fermentable a concentracio-

nes adecuadas en el medio de cultivo.
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De acuerdo e lo expuesto en las secciones precedentes, surge
que la regulacién del dimorfismo en Mucor es el resultado de
una interaccifin compleja de numerosos factores ambientales y nu-
tricionales, en donde el AMPc, sin duda, desempefia un papel muy
importante. Por consiguiente, el estudio de su mecanismo de accién
debe tenerse en cuenta en cualquier modelo de regulacifn del di-

morfismo que se proponga para el género Mucor.

En la Figura 2 se resume el efecto de los principales facto-
res ambientales y nutricionales que participen en las transicio

nes dimbrficas en Mucor rouxii.

III. PAPEL BIOLOGICO DEL AMPc EN OTROS EUCARIONTES INFERIORES

III. 1 Mucorales

Jones y Bu'lock (45) demostraron gue la adicifn de AMPc al

medic de cultivo influencia la morfolog{a de Mucor hiemalis vy

M.mucedo, dos especies de Mucor no dimfrficas, produciendo le

perdida de la dominancia apical y un aumento de la septacifin
de las células del micelio que recuerda a la morfologfa levadu
riforme de las Mucorales dimfrficas. En estas especies y en

Blakeslea trispora (45, 46) se encontrf gue el AMPc puede mimi

car los cambios morfolfgicos que se producen normalmente duran

te la reproduccibn sexual, formacifn de gametangics y suspenso
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Figura 2: Ciclo de vida asexual, aerfibico y anagrﬁbicn, de

Mucor rouxii. Condiciones ambientales y nutricig

nales que influyen sobre el dimorfismo.
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res (ver Fig. 1) y sumento en la produccifén de carotenoides, que
estarfan normalmente inducidos por el &cido trispfricc. Los auto
res (46) postulan gque el AMPc junto con el 4cido trispfrico se-
rfan los responsables de la formacifin de cigfforos en B. trispors.

En Phycomyces blakesleesnus, se encontraron resultados similares

8 los hallados para las especies de Mucor mencionadas arriba (47).
Tembién se encontrf en esta especie que son necesarios niveles ba
jos de AMPc para el desarrollo y la respuesta fototrfpica del es-

porangifforo (48).

III. 2.Blastocladiella emersonii

En el hongo acuftico Blastocladiella emersonii, se han rele-

cionado los caembios en las concentraciones intracelulares de nu-
cle6tidos ciclicos con la citodiferenciacifn. Se observf que los
niveles de AMPc y GMPc cambian marcadamente durante el ciclo de
vide (49- 51). Los niveles de AMPc aumentan en forma transiente
durante la germinacifn de las zoosporas y alcanzan su méximo va
lor en el estad{o de zoospora hinchada (51); los niveles altos
de AMPc luego declinan y son minimos cuando las células emiten
los tubos germinativos. E1 tratamiento de las zoosporas con
cicloheximida mantiene el AMPc en sus niveles m&s altos y a la
poblacifn celular como cflulas hinchadas (49, 51, 52). Esto in-

dicarfa gque los primercs estadf{os de la germinacifin, son inde-

pendientes de s{ntesis protéica contrariamente a lo gque ocurre
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en Mucor. Recientemente Maia y col. (53) y Silverman (54) encontra
ron que la germinacifn de las zoosporas de esta especie puede

ser inducids rapidamente por AMPc y postularon que el nuclebti-

do ciclico actuar{a como una sefial para la iniciacifn de los
procesos que conducen a la germinacifn de las zoosporas. Los prime
ros autores sefialan que, dado que este proceso estf acompafiado

por un eflujo de calcio celular, la germinacifin dependerf{a de

la correlacifn entre la movilizacifin intracelular de calcio y

los niveles de AMPc ya que un ionfforo de calcio (A23187) per se
no induce la germinacifin, pero el procesoc puede desencadenarse
cuando se afiade a las zoosporas el ion6foro y concentraciones

subfptimas de AMPc.

III. 3.Neurospora crassa

’

Los trabajos mfs importantes en cuanto e la participacién

del AMPc en la morfogénesis de Neurospora crassa corresponden a

los grupos de Scott (55, 56) y de Torres (57, 58). El primer gru
po de trabajo,utilizando la mutante colonial (fr) de N. crassa,
gue tiene disminuidos los niveles intracelulares de AMPc, logrb
restaurar la morfologf{a salvaje bajo condiciones de cultivo que
hacfen aumentar los niveles intracelulares de AMPc (56). Estos
mismos autores (55), utilizando la cepa salvaje fueron capaces

de producir fenocopias de mutantes morfolfgicas coloniales adi-
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cionando el medio de cultivo sustancias que hacfan disminuir la

concentracifn intracelular del nuclebtido c{clico.

Para dilucider el papel desempefiado por el AMPc en ls morfo
génesis de N. crassa Torres y colsboradores, también trasbajaron
con cepes mutantes del hongo. La mutante crisp (cr-1) tiene un
fenotipo colonial ya que no produce hifas sfreas y presenta abun
dante produccifén de conidios. Estos autores demostraron gque los
niveles de AMPc en esta mutante son 10-20 veces mencores que los
de la cepa salvaje (57), y encontraron que la adicifin de AMPc o
de su Bt2 derivado el medio de cultivo de la mutante cr-1l re-
vierte la morfologf{a produciendo una fenocopis de la cepa salva-
je (58). De estos resultados surge la importancia del AMPc como
determinante de la morfolog{s de Neurospora, aungue alin no se co
noce el modo preciso de accifn por el cusl el AMPc ejerce su

accifn morfogenética.

IT1I. 4.Dictyostelium discoideum

Dictyostelium discoideum posee un ciclo de vida con una fase
vegetativa unicelular ameboide y un cuerpﬁ fruct{feroc multicelu-
lar. Cuando se agotan los nutrientes del medio, las amebas for-
man agregados que luego se diferencian en una masa de esporas so
bre un pié celulfisico (sorocerpo) (59). La agregacifin se produce

por quimiotaxis vy la sefial quimiotfictica natural es el AMPc



2k

(acrasina) (60). En las primeras horas de ayuno, en medioc sfli-
do 0 1{quido, una secuencia de eventos caracter{sticos conduce
a la agregacifbn de las amebas; primero desarrollan la habilidad
de responder a pulsos de seﬁéles de AMPc y luego son capaces de
emitir la sefial por sfntesis y liberacifin oscilatoria de AMPc
(6l). Por medio de una serie compleja dé movimientos morfogené-
ticos el agregado celular forma un seudoplasmodio, conocido
como estedfo "babosa", que puede desplazarse por el medio vy que
luego desarrolla el sorocarpo culminante. En este Gltimo esta-
dfo las futuras células del pié son apicales y las futuras es-
poras, basales. Las cBlulas del pié migran hacia abajo a través
de las esporas dejando a estas en posicifin apical en el sorocar
po madurc. En las etapas de formacifin del cuerpo fructffero tem
bién interviene el AMPc. As{ cuando las amebas se incuban en al
tas concentraciones de AMPc forman c8lulas del-tipo de las del
pié (62). También las porciones anteriores de un seudoplasmodio
en movimiento, que darfn origen al pié, completan su desarrollo
en presencia de altas concentraciones de AMPc extracelular, mien
tras que las que darfn origen a las esporas, degeneran (63).
Ademés se vifi que una fuente de AMPc implanteda en el seudoplas
modio induce en su adyacencia grupos de "células pié" (6L4). Es-
tos hallazgos dan cuenta de la importancia del AMPc en la dife-

renciacifn celular de Dictyostelium.
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I1I. 5,0tros hongos

Se ha estudiado el efecto del AMPc en el proceso de diferen

ciacifn en otros hongos. En Basidiomycetes como Coprinus

macrorhizus el AMPc induce la formacifin de basidiocarpos (65).

En Schizophyllum commune se encontrf§ qué el AMPc adicionado al

medio de cultive de la cepa salvsje produce una fenocopia del
fenotipo mutante "bse" (bug's ear) que carece de laminillas (66).
Se observl, ademfs, que esta cepa mutante posefa altos niveles
endfgenos de AMPc durente todo el ciclo de vida, mientras que

en la cepa salvaje solo se producen durante la formacibn de los
cuerpos fruct{feros (67). RAparentemente de estos resultados po-
drfe concluirse que en Basidiomycetes los niveles de AMPc son

determinantes en la formacifn del basidiocarpo.

En el hongo imperfecto Aspergillus niger el AMPc estimula

la velocidad de crecimiento cuando se agregs el nuclefitido cf-
clico a un cultivo del hongo creciendo en bajas concentraciones
de cinc y en los primeros estad{os del proceso de fermentacibn
més tarde en el ciclo celular la respuesta del micelio al AMPc
cambia y el nuclebtido inhibe el crecimiento (respuesta bipolar),
por lo tanto el AMPc estimula la talogénesis en la fase de cre-
cimiento (donde no se observa produccifn de citrato) y la acido

génesis en la fase estacionaria (68).
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III. 6.Algses, musgos v prutnzuérios

Se ha visto que el AMPc afecta la morfogénesis en algas; asi

en Acetabularia mediterranea se observé que el AMPc endfgeno es

alto en los talos pequefios y decrece durante el crecimiento de los
mismog,permaneciendo a bajos niveles hasta la diferenciacibfn del
sombrero y aumentando durante la diferenciacifin de éste (69). En

Chlamydomonas reinhardtii el AMPc estarf{a involucrado en el fun-

cionamiento y regeneracifin de los flagelos (70).

En el musgo Funaria hygrometrica el AMPc acelera el desarrollo

del cloronema pero no del caulonema (71). En el protozoario

Trypanosoma lewisi, parfsito de la sangre de ratas, la ablastina,

que es un anticuerpo producido por el hospedante, produce el pa-
seje de la forma reproductiva del parfsito a la forma no reproduc
tiva; se ha observado gque la ablastina produce un aumento en los

niveles intracelulares del AMPc en las cBlulas del parfsito (72).

IVv. AMPc EN EUCARIONTES SUPERIODRES

En 1957, Rall, Berthet y Sutherland (73) descubrieron que la
accifin activadora de la epinefrina y del glucagbn sobre la fosfo
rilasa de higado, una de la enzimas responsables de la degrada-
cifn del glucBgeno, pod{a ser mimicada por un compuesto termoes

table que resultb ser el AMPc.
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La estructura de este compuesto fue determinada por el grupo de
Markham (74). A partir de entonces se han ido describiendo nume-
rosos efectos de este nucleftido cf{clico sobre todos los niveles

de organizacifin celular, desde un 8rgenc aislado hasta una enzi-

ma purificada.

E1l grupo de Sutherland (75) le asign6 al AMPc el papel de
segundo mensajero. El primer mensajero serfan las diferentes hor-
monas encargadas de llevar la informacifin desde el tejido donde
se producen hasta la cflula receptora y el segundo mensajeroc trans
ferirfa esa informacifn a la maguinaria celular. La mayorfa de las
hormonas peptfdicas, las catecolaminas vy las prostaglandinas pro-
ducen una modificacifin de los niveles intracelulares de AMPc en
las células receptoras. E1 primer paso en este proceso es la unifin
de la hormona a un receptor especi{fico en la superficie externa de
la membrana plasmftica; como consecuencia de esta unibn, se produ
ce la activacibn de la enzima adenilato ciclasa que cataliza la
sintesis de AMPc a partir de ATP vy por consiguiente un aumento
en los niveles intracelulares de AMPc en respuesta a la hormona

especi{fica.

V. MECANISMO DE ACCION DEL AMPc EN EUCARIONTES SUPERIORES

¢Cufl es el mecanismo por el cual el AMPc produce efectos tan

diversos en los diferentes tejidos en respuesta a los estf{mulos

hormonales?.
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En 1968 y 1969 se describif (76-80) un grupo de enzimas lla-
madas quinasas de protefnas, que catalizan la fosforilacifin de
diversos sustratos proteicos tales como protamina, caseina, his-
tona, etc. y cuya actividad es dependiente de la presencia de
AMPc. Pronto se vif gque estas enzimas estaban ampliamente distri

buidas en los organismos eucariontes.

Precisamente la universalidad de su distribucifn llevf a Kuo
y Greengard en 1969 (81) a proponer gue ellas serfan las media-
doras de las diversas acciones del AMPc en los distintos tejidos.
Esta hipftesis lleva implfcita la idea de que las quinasas de
protefnas de todos los sistemas pueden actuar sobre mQltiples

sustratos.

La distribucifin de las gquinasas de proteinas en los distintos
tejidos se determind utilizando histona, caseins o protamina como
sustraﬁos proteicos exfigenos. Estos sustratos resultaron ser una
herramienta muy (til para el estudio de las quinasas de protei-
nas sin entrar a investigar la importancia fisiolbgica de la fos

forilacifn de los mismos.

Krebs propuso en 1973 (82) un conjunto de criterios que de-
bfan ser satisfechos para poder decidir si un efecto particular
del AMPc era mediado por fosforilacibn proteica o no. Estos cri
terios son en cierto modo anélogos a los propuestos por Robison,

Butcher y Sutherland (75) para decidir si un cierto efecto hormo
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nal est§ mediado por el AMPc. Los criterios de Krebs son los si
guientes:
l.- E1 tipo de célula involucrada en el efecto del AMPc con

tiene una guinasa de proteina dependiente de AMPc.

2.- Existe un sustrato protéico que-tiene una relacifn fun-

cional con el proceso mediado por AMPc.
3.- La fosforilacifin del sustrato altera su funcifin in vitro.

L.- E1 sustrato proteico se modifica in vivo en respuesta al

AMPc.

5.- Existe una fosfatasa de fosfoproteina para revertir el

proceso.

El primer criteric parece ser universalmente satisfecho en
células animales. Hay tres efectos del AMPc que hoy ya son clési
cos, para los cuales se cumplen todos estos criterios: 1) acele-
racibn de la glucogenolisis, proceso en el cual ya se ha demostra
do la cadena de fosforilaciones que llevan a la activacifn de la
glucfgeno fosforilasa (83, 84); 2) reduccifin de la sintesis de
glucfigeno, por inactivacifin de la glucfigeno sintetasa (85-87);

3) aumento de la lipflisis en tejido adiposo por activacibn de

la lipasa (88-90).

Se ha demostrado que estos efectos primarios del AMPc son mas

complejos. Por ejemplo, el aumento de la lipflisis en tejido adi-
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poso no estf mediado unicamente por fosforilacibn de la lipass,
sino que también son capaces de ser reguladas de la misma mane-
ra otras enzimas que intervienen en este proceso, tales como la
acetil CoA-carboxilasa (91), la glicerufoéfato acil transferasa
(92), colesterol éster hidrolasa e hidrolasas de di y mono gli-

céridos (93).

VI. FOSFORILACION -~ DESFOSFORILACION DE PROTEINAS

VIi. 1, Modificaciones covalentes de proteinas

El reconocimiento de la modificacibn covalente y reversible
de proteinas, como un proceso regulatorio muy importante, fue
el resultado de varios trabajos sobre el metabolismo del gluc6-
geno realizados hace un cuarto de siglo (94,95). As{ se demos-
tr6 que la enzima glucfgeno fosforilasa puede existir en dos
formas interconvertibles y de distinta actividad, una forma fos
forilada y otra desfosforilada. A partir de este primer ejemplo
se han ido describiendo otras muchas modificaciones covalentes
reversibles de protefnas.Se ha estimado gue las proteinas sufren
el menos 125 modificaciones covalentes post-traduccionales que
involucran reacciones que originan derivados de los residuos ami
nofcidos individuales por formacifn de enlaces covalentes (96).

No cbstante, dentro de este amplio espectro de reacciones de
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modificacifin, sflo se pueden identificar cinco o seis tipos de

modificaciones covalentes y reversibles de proteinas en condicio
nes fisiolfgicas: 1. fosforilacifin-desfosforilacifn; 2. acetila-
cibn-desacetilacifin (97); 3. adenililacifin-desadenililacibn (98);
4, uridililacifin-desuridililacifin (99); 5. metilacibn-desmetila-

cifn (100) y 6. interconversiones 5-5 - SH. (101).

Las modificaciones covalentes reversibles se consideran de
naturaleza regulatoria. Nos referiremos espec{ficamente a las

reacciones de fosforilacifin-desfosforilaci6n.

VI. 2.Fosforilacifn y desfosforilacifin de enzimas

El mecanismo de fosforilacifn-desfosforilacifin de enzimas
no difiere de cualquier reaccifin reversible de fosforilacifin-
desfosforilacifn de proteinas no enzimBticas en las cuales in-
tervienen quinasa de protefinas y fosfatasas de fusfoprote{nas,

y puede esquematizarse como se ve en la fig. 3.

Para que las reacciones de fosforilacifn-desfosforilacifn
tengan una funcifin regulatoria, es evidente que sefiales apro-
piadas deben producir cambios en las concentracicnes relativas
de las formas fosforiladas y no fosforiladas del'sustrato pro-
teico. Del esquema anterior surge que esto puede ocurrir a tra
vés del control del paso en donde intervienen las guinasas de

proteinas 0 aquel en el que intervienen las fosfatasas de fosfo
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NTP NDP

Quinasa de

— — —

-~ Proteina ~~

Proteina Pro‘tein\o—Fosfato

Fosfatasa de

, Fosfoproteina
Pi

Figura 3: Mecanismo de fosforilacifn-desfosforilacifin de prote{nas.
En general NTP es ATP.

protefnas o a travfés de la regulacifn simultfnea de ambas reaccio
nes. Estos controles pueden involucrar respuestas répidas e inme-
diatas, como puede ocurrir debido a fluctuaciones en los niveles
de las moléculas efectoras; o puede estar mediada por cambios
adaptativos que alteren la relacifin quinasa de protefna/fosfatasa

de fosfoprotef{na dentro de la célula.

Krebs y Beavoc (101) proponen los criterios que deben satisfa-
cerse para establecer si el proceso de fosforilacibn-desfosforila

cibn de una enzima es fisiolbgicamente relevante:
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l.- Demostracifin in vitro que la enzima puede ser fosforilae-
da estequiométricamente a velocidades significativas, en
una reaccifin catalizads por una guinasa de proteina spro

piada y desfosforilada por una fosfatasa de fosfoproteina.

2.- Demostracifin de que las propiedades funcionales de la en-
zima sufren cambios significativos que se correlascionan

con el grado de fosforilacifn.

3.~ Demostracifin de que la enzima puede ser fosforilada y des
fosforilada in vivo o en un sistema de células intactas

con los cambios funcionales acompafiantes.

4.- Correlacifin entre los niveles celulares de los efectores
de la quinasa de proteina y/o fosfatasa de fosfoproteina

y el grado de fosforilacifn de la enzima.

En la Tabla 1 se encuentra una lista de enzimas cuya actividad

estfé regulada por fosforilacifin-desfosforilacifin.

VI. 3.Quinasas de proteinas

Las quinasas de proteinas catalizan la siguiente reaccifin:

proteina 4+ NTP ——— proteina-fosfato + NDP

La reaccifin de fosforilacifin requiere la presencia de un metal

2+ 24

divalente, generalmente Mg o Mn” .
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Enzimas cuya actividad estf regulada por fosforilacifin-desfosfo-

rilacibn (101).

Afio en el que se informb

Fosforilasa de glucfgeno
Fosforilasa quinasa

Sintetasa de glucfgeno

Lipasa sensible a hormonas
Fructosa 1,6 difosfatasa
Piruvatc deshidrogenassa
Hidroximetilglutaril CoR reductasa
Acetil CoR carboxilasa

ARN polimerasa dependiente de ADN
Piruvato quinesa (hfgado)
Colesterol €ster hidrolasa

Subunidad R de la quinasa de proteina
dependiente de AMPc del tipo II

Transcriptasa reversa
Fosfofructoquinasa (h{gado)

Tirosina hidroxilasa

Inhibidor 1 de la fosforilasa fosfatasa
Fenilalanina hidroxilasa

Quinasa del factor de iniciacifin F2
Triptofano hidroxilasa

Quinasa de proteina dependiente de GMPc

Glutamato deshidrogenasa dependiente de
NAD (levaduras)

Glicerolfosfato aciltransferasa

1955
1959
1963
1964
1966
1969
1973
1973
1973
1974
1974

1974

1975
1975
1975
1975
1976
1977
1977
1577

1978

1578
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La mayorf{a de las quinasas de proteinas funcionan con ATP,
aungque algunas pueden utilizar GTP (102,103). La fosforilacibn
ocurre principalmente sobre el grupo hidroxilo de la serina de
la proteina sustrato y en mucho menor grado sobre el hidroxilo
de la treonina, aunque algunas guinasas espec{ficas pueden trans

ferir el fosfato a histidina, lisina o tirosina (104,105).

VI. 4.Llasificacifin de las guinasas de proteinas

Se puede tener un esquema de clasificacifn de las guinasas
de proteinas basada en los agentes que interactfian directamen-
te y regulan la actividad de estas enzimas, y que también sirven
como mensajeros en la transmisifn de sefiales desde el exterior
de la célula. Dicha clasificacifn tomada de Krebs vy Beawvo (101)
se encuentra en la Tabla 2.

TABLA 2

Clasificacifn de las guinasas de proteinas basada en su requla-

cifn por agentes espec{ficos.

Categor{a Nombre Entidades reconocidas
1 Quinasas de proteinas depen . . (a)
dientes de AMPc - Tipo Iy Tipo II
2 Quinasas de pruteinas depen s .
dientes de GMPc — una entidad conocida
3 Quinasas de proteinas depen quinasas de fosforilasa
dientes de Ca+ y quinasa de la cadena
liviana de la miosina
4 Quinasas de proteinas depen £ id
dientes de ARN de doble cadena '@ €7 ided conocida
5 Quinasas de proteinas sin mo. numerosos ejemplos co-
dulador conocido nocidos

(a) Los dos tipos de quinasas de prute{nas dependientes de AMPc
difieren en la naturaleza de sus subunidades regulatorias pe
ro tienen subunidades catalfticas idénticas (106-107).
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VI. 5.Quinasas de protef{nas dependientes de AMPc

En 1970 se dilucidb en varios laboratorios, en forma indepen
diente, el mecenismo de activacifn de las guinasas dependientes
de AMPc (108-111), luego de descubrir que este tipo de enzimas
estaban formadas por dos tipos de subunidades:catalf{ticas (C),
gque catalizan la transferencia del fosfato ¥ del ATP a ciertas
proteinas, y subunidades regulatorias (R), que en ausencia de
AMPc inhiben la activided de le subunidad C. El AMPc activa a es
tas protefnas provocando la disociacifin de la holoenzima inacti-
va (RZEZ) en un dimero de la subunidad regulatoria (R2) y dos
subunidades catalf{ticas libres activas (2C) (112,113). Estudios
recientes (114,115) indicen que se unen 2 moles de AMPc por mo-

nbémero de subunidad R, seglin la ecuacifin:

«AMPc, + 2C

R,C, + 4 AMPC &—— R 4

272 2

La activacifin pudo proceder por dos rutas mecanisticamente

diferentes (116):

1. E1 AMPc puede ejercer su efecto por unifin al dfmero R,y
desplazar un equilibrio prexistente entre la holoenzima y sus

subunidades hacia la formacifn de C activa, seglin la ecuacifn:

R,C, «—— R, + 2C

I& AMPc

R,. 4 AMPc

2
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2. E1 AMPc puede unirse a la holoenzima formando un complejo
ternario que luego se disociarfa en sus subunidades componentes

segln la reaccifin:

RZCZ + 4L AMPC «<—— RZCZ'AMPC& -— RE.AMPC& + 2C

Las evidencias cinfticas de la existencia de un complejo ter
nario en eucariontes superiores, como un paso obligatorio en el
proceso de disociacifn (117,119) favorecen la segunda hipftesis.
Este complejo ternario ha sido aisledo recientemente en nuestro

laboratorio (120).

Las numerosas quinasas de proteinas dependientes de AMPc que
han sido caracterizadas, independientemente de su origen, mues-
tran gran similitud con respecto a propiedades que se relaciaonan
aparentemente con la funcifn biolfgica, tales como efinidad por
el AMPc y especificidad de sustrato. Hay numerosos ejemplos en
la literatura que muestran la semejénza de diferentes quinasas
de proteinas (121,122). En apoyo de esta analogfa estén los ex-
perimentos en las gue se demuestra la actividad de la enzima
de un tejido sobre sustratos de otros tejidos y otros en los gue
se reconstituyen gquinasas de proteinas dependientes de AMPc uti
lizando subunidades catalf{tices y regulatorias de distinto ori-
gen (88,89,122). Estas analogf{as se hacen extensivas alin a las
guinasas de proteinas dependientes de AMPc firmemente unidas a

componentes subcelulares (123,125).
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Se podr{a suponer que hay mlltiples quinasas de protefnas
dependientes de AMPc, cada una con especificided para un solo
sustrato proteico y con respuests probablemente diferencial res
pecto de las concentraciones de AMPC..Sin embsrgo, la evidencia
experimental indica que no hay diferencias con significado fun-
cional evidente entre las guinasas de prote{nas aisladas de va-

rias fuentes.

La mayor{a de las guinasas de protef{nas estudisdas tienen
un peso molecular que oscils entre 140 y 190 K y un coeficiente
de sedimentacifn entre 6,8 y 7 s (126-129). Los pesos molecula-
res de la subunidad catalftice (C) y del dimero de le subunidad
regulatoria (Rz) son aproximademente 40 y 110 K respectivaemente

(130.

Las diversas quinasas de protef{nas dependientes de AMPc se
distinguen por cromatograffas de intercambio anifinico y cada te
jido tiene una.distribuci6n caracter{stica de las mismas
(106,107). Algunos tejidos, como el corazbn bovino, poseen una
forma predominante de lé enzima mientres que en otros, como
mlsculo esquelético porcino y cerebro bovino, aparecen dos for

mas enzimfticas (131).

Se puede agrupar a casi todas las quinasas de protefnas
dependientes de AMPc en dos categorf{as principales; tipos I y II

segln el orden de elucifin de estas enzimas de una columna de in-
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tercambio anifinico (106,107).

Les quinesas de protefnas de tipo I eluyen de una columna
de DEAE-celulosa con 0,08-0,10 M de ClNas, mientras que las de ti

po II lo hacen con concentraciones maydres de sal (0,15-0,20 M).

Las diferentes propledades de los dos tipos de isoenzimas
son atribuibles a diferencias en el componente receptor de AMPc
ya que la subunidad catal{tica de ambas parece ser idéntica

(107,129).

Las diferencias mfs notables entre ambos tipos de quinasas

de protefnas pueden resumirse de la siguiente manera:

a) Las quinasas de protefnas de tipo II sblo se disocian
por AMPc, mientras que las de tipo I lo hacen por AMPc,

histone o alta concentracifn salina (132).

b) Las quinasas de protefnas tipo II son de muy fécil rees-
sociacifin. Al disminuir la concentracibn del agente di-
sociante (AMPc) se produce la recombinacifn inmediata
de las subunidades, a no ser que haya en el medio ClNa
0,5 M. Las subunidades de las quinasas de protefna de
tipo I pueden mentenerse disociadas afin en susencia de

AMPc y ClNa (132).

c) Las quinasas de protef{na de tipo I y II se diferencian

por las propiedades de sus subunidades regulatorias, las
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cuales pueden ser distinguidas inmunologicesmente (133).
Las quinasas de protefnas de.corazﬁn bovino y porcino,
prototipo de las enzimas de tipo II, se autofosforilan
(134). Se ha demostrado que la fosforilecifn ocurre en
la subunidad regulatoria. Esta fosforilacibn aumenta la
sensibilidad de la holoenzima a la disociacifn por AMPc.
Les quinasas de protefna de tipo I si bien no se auto-
fosforilan por une reaccifin comparable a la de sutofos-
forilacifn de la enzima de tipo II (135), pueden unir 2
moléculas de ATP por molécula de enzima con muy alta
afinidad, este unifn de ATP reduce la afinidad de la en
zima por el AMPc, siendo entonces necesaria una concen-
tracifn mayor del nucleftido cfclico para su disociacibn

y ectivacifn.

VI. 6. Quinasasde protefnas dependientes de AMPc en eucariontes

inferiores.

A diferencia de lo que ocurre en organismos eucariontes su-
periores, es muy poca la informacifin que se tiene sobre la estruc
tura y funcifén de las quinasas de protef{nas dependientes de AMPc
en eucariontes inferiores. Tékai y colaboradores (136) aislaron y

ceracterizaron una quinasa de protef{nas de Saccharomyces cerevisise.

La enzima posee una estructura polimérica similar a la de las enzi
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mas de organismos superiores, sunque es de menor peso molecular.
La subunidad catal{tica es capaz de interactuar con ls subunidad
regulatoria purificada de hfgado de rata para formar una holoen-
zima hibrida.

En Coprinus macrorhizus se encnntrﬁ una actividad de quins-

sa de prote{ns dependiente de AMPc estimulable por iones Mg2+ v

2+

Mn“". La actividad quinfsica total aumenta durante la formacifin

de basidiocarpos (137). En Dictyostelium discoideum se encontra-

ron dos tipos de quinasas de prote{nas dependientes de AMPc con
propiedades cromatogrificas similares a las enzimas de tipo I vy

II de mamfferos (138).

En Blastocladiells emersonii Maia y colaboradores (139,140)

describieron una gquinase de protefna dependiente de AMPc soluble
que se separa de las otras actividades quinfsicas en columnas de

DEAE-celulosa.

En Neurospora crassa Powers y Pall (141) y Torres y colabo-

radores (142) encuntfaron formas mlltiples de quinasas de protef-
nas gque se resuelven en colﬁmna de DEAE-celulosa. La enzima gue
eluye a8 menor fuerza ifinica resultd ser la (nica con actividad
dependiente de AMPc. Este (ltimo grupo determinf los parfmetros
moleculeres de esta enzima y encontrf que es una protefna de bejo
peso molecular (118 K),cuya estructura serfa dimérica y no tetra-

mérica (143).
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VI. 7. Quinasa de protefna dependiente de AMPc en Mucor rouxii

Passeron y colsboradores demostraron la existencia de una
guinasa de proteina dependiente de AMPc en extractos solubles de
ambas morfologfas del hongo (144). Estudieron la estructura poli
mérica de la enzima y las condiciones necesarias para su disocia
cifn y reasociacifn in vitro (145,146). La holoenzima parcialmen
te purificada serfa un tetrfmero y tendrfs un peso molecular apro
ximado de 210 K y se disocia por la accifin conjunta de AMPc e his
tona o ClNa (146). Recientemente demostraron que como paso obliga
torio en el mecanismo de activacién de la holoenzima se forma un

comple jo ternerioc holoenzime-AMPc (120).

VI. 8. Fosfatasas de fosfoprote{nas

Las reacciones de fosforilacifin de enzimas deben ser rever
sibles para que cumplan un papel regulatorio en los eventos me-
tabblicos. La desfosforilacifin de las enzimas fosforiladas se
lleva a cabo por la accifin de fosfatasas de fosfoprotefnas. Des-
de esta perspectiva, estas enzimas son una parte integral del me

canismo de regulacifn por fosforilacifin.

La actividad fosfathsica de fosfoprotefnas cataliza le des-
fosforilacibn de una variedad de sustratos proteicos en forma

inespeci{fica (101,147). Se han podido aislar fosfatasas de fosfog

protefnas a partir de varios tejidos superiores; las enzimas de
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h{gado y corazfn, llevadas s homogeneidad con etapas que inclu-

yen tratamiento con etanol, presentaron un peso molecular de 35 K

(148-151).

Lee y colaboradores (152) aislaran de varios tejidos de ma-
m{feros un complejo "nativo" u holoenzima de la fosfatasa de al-
to peso molecular (260 K) al que llemaron fosfatasa de fosfopro-
tefna H. Por accibn de etanol, urea o mercaptoetanol, esta holo-
enzima se disociarfa y activarfe para dar lugar a la forma de ba
Jo peso molecular (35 K) y a'la que los autores llamaron fosfo-
proteina fosfatasa C. Lbs mismos autores postulan que podrf{an
exlstir formas de peso molecular intermedio entre la holoenzima,
de alto peso molecular y la forma catalftica, de bsjo pesoc mole-
cular. Se han aislado de distintos tejidos de mamifercs fosfata-
sas de peso molecular intermedio (v.g. 300, 170, 75, 45 K) (153).
No se sabe si estas formas representan derivados proteolf{ticos de
la fosfatasa H descripta por el grupo de Lee o son otras formas

nativas de fosfatasa de fosfoprotefnas (151,154).

Inhibidores de la actividad fosfat&sica

Cohen y colaboradores (155,156) y Huang y Glinsmann (157-159)
describieron en distintos tejidos, dos protefnas termcestsbles y
de bajo peso molecular gque son inhibidoras de la actividad fosfa-
tésica y a las que llamaron inhibidor 1 y 2. El inhibidor 1 sblo

presenta actividad inhibitoria cuando estf fosforilado (157).
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Ls capacidad inhibitoria de ambas protef{nas es diferente so
bre las distintas formes de fosfatasas de fosfoprotefnas

(156,160,161).

VI. 9. Fosfatasas de fosfoprotefnas en Mucor rouxii

Pr&cticamente no se ha realizado ninglin estudio de estas en
zimas en euceriontes inferiores. En nuestro laboratorio, se ini-
cib recientemente el estudio de estas actividades enzimhticas en
la forma filamentosa del hongo. Experimentos preliminares indica-
rfan gque existen al menos dos formas de fosfatasa, ambas de bajo
peso molecular, aproximadamente 30 K, con distintos reguerimien-

tos de iones Mn2+ (M. Seigelchiefer, comunicacién personal).

VII. METABOLISMO DEL AMPc

En todos los sistemas biolfgicos estudiados hasta el momen
to, el AMPc es sintetizado por la enzima adenilato ciclasa y de
gradado por la enzima fosfodiesterasa. Los niveles intracelula-
res del nuclebtido cfclico estfn regulados por las actividades
relativas de las enzimas que lo sintetizan y degradan y por la

expulsibn del nuclebtido cfclico al medio extracelular.
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VIII. ADENILATO CICLASA

Le adenilato ciclese es la enzima que cataliza la si{ntesis

de AMPc seglin la ecuscifin general:

2+
Me
ATF———> AMPc + PPi
Donde Me2+ puede ser M92+ o Mn2+. El sustrato de esta reaccifin

parece ser el complejo ATP-MEZ- y los cationes divalentes libres
serfan activadores de la reaccifn. En casi todas las células ani
males estudiadas la adenilato ciclasa es sensible a la sccifn de
hormonas. Esta enzima parece formar un complejo compuesto exclu-
sivamente por protefnas intr{nsecas de la membrana celular. Las
protefnas que constituyen le adenileto ciclasa son un pequefio por
centaje de las prote{nas de membrana‘'y probablemente no existan
en una concentracifn superior a 10 pmoles/mg de protefna de mem-

brana y algunas veces son 100 veces menos abundantes (162).

Se sabe que la adenilato ciclasa sensible a hormonas esté
compuesta por al menos tres protef{nas interactuantes (162): 1) una
protefna catalftica (C) que es relstivamente inective y que no es
regulaeble, 2) una protefna ligadora de nucleftidos de guanina
(G/F) que media la eccibn activedora de los nuclefitidos de guani
na (163) y del i6n F~ (164) y 3) uno o mhs receptores hormona-
les (R) (165). Estas tres protefnas han podido ser aisladas fisi

camente (166-169) y se han estudiedo sus propiedades. La protefna
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catalftica C presenta baja sctividad con ATP. Mgz' y NoO BS es-
timulable por hormonaes, nucleftidos de guanina o F . La protefna
G/F permite que la protef{na C utilice el complejo ATP. Mgz' como
sustratc y puede unir nucleftidos de guanina y F~ permitiendo

que modulen la actividad de la subunidad catalftica.

Los receptores hormonales (R) presentan el sitio de unifin
para la hormona en la cara externa de la membrana. En la misma
cflula pueden existir receptores con distinta especificidad de
hormona. Aln no hay evidencias de la interaccifn directa del re-
ceptor hormonal con la protefna catalf{tica (162), sunque se ha
postulado (170) que el receptor, que es una entidad independien-
te de la subunidad C, podrf{e moverse dentro de la membrana vy
cuando la hormona activante se une al receptor aumenta la afini-
dad de éste por la enzima, modificando la actividad catalftica
de la adenilato ciclasse. Este modelo se base en el concepto de
la naturaleza dinfmica y fluida de las membranas celulares (171),
ya que el contacto entre el receptor y la subunidad catalf{tica

se producirfa por movimiento lateral de estas protefnas de la

membrana.

VIII. 1. Adenilato ciclasa en eucariontes inferiores

Esta enzima ha sido estudiada en numerosas especies de hon-

gos y protozoarios (52,172-189).
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Les caracterfsticas generales de las adenilato ciclasas de
eucariontes inferiores son: baja actividad con iones Mg2+ y alta

actividad con Mn2+

: no son estimulables por iones F~ o nuclebti-
dos de guanina y son insensibles a la estimulacifn por hormonas.

Las enzimes de Neurospora crassa (181,182), Phycomyces

blakesleeanus (176) y Tetrahymena pyriformis (179) constituyen

excepciones, ya que se encontrf que son estimuladas por hormonas.

La mayor{a de las adenilato ciclasas de eucariontes inferio-
res estén debilmente unidas a la membrana plasmética, de la cual

pueden ser extrafdas por detergentes o sales (179,183).

También se ha observado que la actividad de adenilato ciclasa
de algunos eucariontes inferiores varfa durante el ciclo de vida

(52,180,184,185).

En Dictyostelium discoideum se ha descripto una actividad

de adenilato ciclasa activa con iones Mg2+ (186) y estimulable
por AMPc (187). Recientemente se ha demostrado que esta enzima
ests asociada a pequefias vesiculas membranosas no relacionadas

con las membranas plasmbticas (188).

En esporangibforos de Phycomyces blakesleesnus (176) se des

cribif una actividad de adenilato ciclasa con propiedades simi-
. < s 2+ .
lares a la enzima de mamiferos: activa con iones Mg~ , activable

por GTP, inhibible por altas concentraciones de nuclefsidos tri-
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fosfatos y ectivable por catecolaminas.

En Neurospora crassa Torres y colaboradores estudiaron

exhaustivamente esta enzima tanto en la cepa salvaje como en una
cepa mutante carente de pared celular (57,181,182,189). Esta en-
zima particulada pudo solubilizerse mediante el empleo de sales.
La enzima soluble fue purificeda por métodos clésicos y se deter
minaron sus parfmetros moleculares y propiedades catalfticas,
siendo éstac semejantes a lasde la enzima de membrana; en cuanto
a los parfmetros moleculares &stos son similares a los descriptos
para la subunidad catal{tica de ls adenilato ciclasa de tejidos

sensibles a hormanas (183).

VIII. 2. Adenilato ciclasa en Mucor rouxii

En nuestro laboratorio se aislf y caracterizf una asdenila-
to ciclesa de fracciones particuladas de la forma filementosa y
levaduriforme del hongo (44). Por accifn de detergentes esta ac-
tivided se separa de los fragmentos de pered celular y se la en-
cuentra en une fraccifn membranosa que sedimenta a 105.000 x g
(184). Las propiedades cinéticas de la enzima unida a membrana
son semejantes a las de las enzimas de otros eucariontes infe-

2+, 1a insensibilidad

riores en cuanto a requerimiento de ibn Mn
a iones F~ y a nuclebtidos de guanina (190). Parte de la activi-

dad particulada pudo ser solubilizada por la accibn de ClK ‘0,5 M
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(190). La enzima soluble tienme un peso molecular significativa-
mente mis alto (500 K) que el encontrado para la enzima soluble
de N. crassa (202 K) (183), pero muy semejante a la enzima de

levadura de panaderf{a (173).

IX. FOSFODIESTERASA

Hace sproximadamente un cuarto de siglo Sutherland y Rall
(191), describieron brevemente una enzima, presente en varios
tejidos de mam{feros, posiblemente una diesterasa, que era ca-
paz de catslizar la hidrflisis de AMPc a 5' AMP. Casi contempo-
raneamente Orummond y Perrott-Yee (192) encontraron en cerebro
de conejo gque la conversifin.de AMPc a 5' AMP estaba catalizada
por una actividad diesterfsica presente en ese tejido. En 1962,
Butcher y Sutherland (193) purificaron parcialmente la enzima
de corazbn bovino y describieron sus prnpiedades y distribucibn

subcelular.

La reaccifin general que caetaliza esta actividad enzimftica

puede verse en la Figura 4.
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NH» NH-
T 1)
Fosfodiesterqsa*
O/CHz 0 - G _o
oe/ O<—>P\
- \o OH -0 0. OH
AMPc 5 AMP

Figura 4: Hidrflisis del AMPc por ls fosfodiesterasa de AMPc.

0 en forma general, pare la actividad de fosfodiesterasa de nu-

clebtidos ciclicos:

NMPC fosfodiesterasa
24

» 5' NMP
Me
Donde NMPc indica.generalmente: AMPc o GMPc.

En general esta enzima es activada por cationes divalentes

Mgz+ o] Mn2+.

El gran cambio de energfa libre (AF= - 8.000 cal/mol) que
esth asociado a la hidrflisis del AMPc, en condiciones fisiolé-

gicas, sugiere que la hidrflisis del AMPc est4 muy fsvorecida
(194).
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IX. 1. Formas mlltiples

Los primeros trabajos sobre actividad de fosfodiesterasa
(PDE) en diversos tejidos de mam{feros (192,193,195,196), mostra
ron que aparec{a una actividad soluble de PDE con una Km de apro
ximadamente 10-“ para el AMPc. En base a estos resultados se cues
tionf el significado fisiolbgico de eéta enzima con tan baja afi-
nidad pare el sustrato, ya que la constante de afinidad es dos 6r
denes de magnitud superiores a los niveles intracelulares de AMPc
en esos tejidos (197). Con el desarrollo de métodos de ensayo més
sensibles, varios autores (198,199) lograron detectar una activi-
dad de PDE més affn por el sustrato. Actuslmente se sabe que la
mayorfa de los tejidos de mam{feros contienen al menos dos formas
de PDE.de AMPc (Ac-~PDE) con distinta afinidad para el nucleftido
cfclico. Las primeras evidencias de la existencia de mhs de una

forma de PDE fueron de orden cinético (198-201).

Thompson y Appleman (202) lograron por primera vez, a partir
de tejido de cerebro, la separacifin f{sica de dos formas de peso
molecular y caracter{stices cinéticas diferentes. La forma de al-
to peso molecular (400 K) era capaz de hidrolizar AMPc y GMPc vy
tenfa baja afinidad relativa para ambos sustratos. La forma de ba-
jo peso molecular (200 K) tenfa alta afinidad para el AMPc y no
hidrolizaba GMPc, presentb una cinética indicative de cooperativi-

dad negetiva y se postulé que representarfa la forma fisiolbgica

de la enzimae.
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A partir del trabajo ya clfsico de Thompson y Appleman, se
han ido encontrando més de una forme de PDE en casi todos los te
Jidos de mamiferos estudiados, habiéndose detectado hasta siete
isoenzimas en tejidos de ratfn y conejo, con no més de cuatro
formas distintaes por tejido (203). Muchas de las formas de PDE

de mam{feros son interconvertibles (204,205).

En los trabajos de revisifn de Appleman y colaboredores (197),
Appleman y Terasaki (206), Wells y Hardman (207) y Strada y
Thompson (208) se pueden encontrar excelentes recopileciones de
les distintas formaes de PDE encontradas en diferentes organismos.
Las distintas formas de PDE difieren en: comportamiento cinbtico,
especificidad y afinidad por el sustreto, pesc y forma molecular,
sensibilidad diferencisl a la temperatura y cationes, localizacifin
tisular y distribucibn subcelular, punto isoeléctribo, sensibili-
dad a sgentes farmacolfgicos, modulecién por distintos efectores
(v.g.calmodulina), sensibilidad a enzimas proteol{ticas. Pocas de
estas formas mlltiples han sido purificadas a homogeneidad, sien-
do posible que una o mls de estas formas representen una composi-

cibn de sctividades (207).

Los métodos mhs utilizados para separar fisicamente las dis
tintas formas de PDE incluyen: filtracién por gel (199,202,209,210),
cromatogreffa de intercembio anibnico (143,211-215), electrofore-

sis en gel de almidbn (203,216), electroforesis en gel de poliacri
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lamida (217-219), centrifugacifn en gradientes de densidad

(143,204,220), isoelectroenfocado (221-223) y cromatograffa de

afinidad (213).

Las principales formas de PDE encontradas en los distintos
tejidos estudiados y sus caracter{sticas, pueden resumirse de

la siguiente manera:

(I) Fosfodiesterasa de GMPc o fosfodiesterasa de alta Km
para AMPc. Corresponde a la descripta originelmente por Butcher
y Sutherland (193) en corazbn bovino y que fuera posteriormente
purificada en otros laboratorios (224,225) y en otros tejidos
(226,227). Ser{a representativa de una de las formas principales
de PDE; hidroliza el GMPc en el rango uM y el AMPc al menos en
un orden de magnitud mayor. Este enzima es generalmente soluble
y activable por calmodulina (228). La enzima parcialmente puri-
ficada presenta una cinftica clfsica para la hidrflisis de ambos
nucleftidos cfclicos en un rango amplio de concentracifn de sus-
trato y en presencia o ausencia de celmodulina. Esta forma enzi-
mética se ha encontrado en la mayoria de los tejidos de mamife-
ros estudiados; a veces en ciertos tejidos en donde se informé
su ausencia se encontrf que en realidad estaba en muy bsjas con

centraciones, como por ejemplo en médula adrenal de vaca y de

rata (229).

Se piensa gue es una sola enzima la que cataliza la hidr6li

sis de ambos nuclefitidos, ya que la hidr6lisis de cada uno de
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ellos es inhibida competitivemente por el otro con una Ki semejan
te a8 sus valores respectivos de Km, lo gque indicarfa que esté in
volucrado un solo sitio cataliticu; ademfis. las actividades
diesterésicas de AMPc y GMPc (Ac-PDE y Gc-PDE) permanecen en re-
lacifn constente durante la purificacifin de le enzima vy la inac
tivacifn térmice de ambss actividades se produce a velocidades

similares (227,230).

(II) Fosfodiesterasa espec{fica de AMPc de alta afinidad.
Esta forma ha sido encontrada en casi todos los tejidos de mam{-
feros estudiados (207) y en otros vertebrados (231) y aparece
asociada a fracciones particuladas (211,232,233). Puede ser libe-
rada parcialmente a la fraccibn soluble por tratamiento con deter
gentes y shock osmftico (197) o por sonicacibn (202,234). Aparen-
temente esta enzima particulada es una protefna integral de las
membranas y algunas de sus propiedades enzimiticas (v.g. sensibi-
lidad a la calmodulina) dependen de la integridsd estructural de
las membranas. También se han descripto fosfodiesterasas espec{fi

cas para AMPc solubles (215,235,236).

La actividad enzimbtica particulada es insensible a calmodu-
lina pero sensible a hormonas y aumenta en respuesta a niveles ele

vados de AMPc en células intactas (234,237,238).

Tanto la forma particulada como la soluble se caracterizan

por una alta afinidad para el AMPc, siendo inhibida la hidrdlisis
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de este nuclebtido por concentraciones crecientes de GMPc en el
rango uM (211). En muchos casos la hidrflisis del AMPc presentsa
una cinftice no michaeliana (197,201). Este comportamiento cing
tico puede explicarse de varias maneras: 1) presencia de formes
mbltiples con distinta afinidad por 1 sustrato (239), 2) una
enzima alostérica que presenta cooperatividad negativa (240),

en la cual la enzima tendrfa dos sitios catulfticos. Inicialmen
te ambos sitios son idénticos en cuanto a sus canstantes de li-
gado; luego de la unifin de la primer molécula de AMPc lsa interac
cifn sitio-sitio o subunidad-subunidad puede provocar una modifi
cacibn conformacional del segundo sitio, haciendo que este Glti-
mo una en forma mis dificultosa otra molécula de AMPc. Este mode-
lo fue propuesto por Russell y colaboradores (241) y puede esque-
matizarse como se ve en la Figura 5, y es el resultado del anfli-
sis por computadora de los datos cinfticos de una enzime parcial-
mente purificada de rifién de rata, 3) una enzima con més de un si
tio de unibn, cuyas respectivas constantes de afinidad son dife-
rentes e independientes del grado de saturacifin con el sustrato
(sitios no interactuantes); este modelo, sunque termodinamicamen
te es equivalente al anterior, no lo es fisicamente (241), &) una
enzima que se agrega en formas que tienen distinta afinidad por

el sustrato (204).

También se han encontrado en distintos tejidos actividades
de PDE altamente espec{fices para AMPc que presentan una cinéti-

ca michaeliana (235,242, 243).
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AMPc bajo_

AMPc dalto

v
A\

Figura 5: Representacifin hipotética de un modelo de Ac-PDE con 2
sitios de unibn al sustrato gque exhiben cooperatividad

negativa (24l).

Pichard y Cheung (205) encuentran que en la fraccifin soluble

de cerebro bovino e hfigado de reta y en homogenados de plaguetas

.humanas, se obtiene una representacifn linear de las dobles reci-

procas para la hidrflisis del AMPc solamente cuando la concentra-

cifn enzimftica es muy baja.

(III) Fosfodiesterasa mixta o fosfodiesterasa de AMPc esti-
mulable por GMPc. Otre forma de PDE soluble, tal vez menos distri
buida que las anteriores, se caracteriza porque cataliza la hidrf
lisis tanto de AMPc como de GMPc presentando beja afinidad para
ambos. Ademfs bajas concentraciones de GMPc estimulan la hidrfli
sis del AMPc (tembién a bajas concentraciones) pero no a la inver

sa (211,212,244-247). La cinftica de esta forma enzimbtica no es
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y por isoelectroenfocado (221), seis fracciones de PDE en prepa
raciones sonicadas de cerebelo de rats, una sola de estas fraccio
nes podr{a ser similar a la forma I anteriormente descripta, uni-
camente por su sensibilidad a la calmodulina, las otras formas pue
den representar enzimas distintas o ser formas originadas por
proteblisis o por agregacifin de una o mhs formas de las presen?es
originalmente. La existencia de distintos tipos celulares en los
tejidos estudiados hace diff{cil dicernir si las diferentes formas
enzimdticas derivan del mismo o de diferentes tipos celulares (207).
En algunos cesos es posible asimilar, por alguna carscteristics,
una forma enzimbtica sislada a alguno de los tres tipos principa-
les mencionados; pero se encuentran carecterfsticas diferenciales.
Por ejemplo 1la PDE aislada y purificada extensivemente de retins
de sapo (254) por su afinided para ambos nuclefitidos cfclicos se
podr{a asimilar a la forma I, pero difiere de esta Gltima por su

+

insensibilidad al Ca’¥, EGTA o calmodulina (254,255).

Se han sefialado formas mOltiples de PDE en larva de gusano de
seda, una de las cuales fue purificada extensivemente (256-257).
La enzima purificada degrada ambos nuclefitidos cf{clicos y compar
te con slgunas de las formas mlltiple de plantas superiores
(210,258) 1a capacidad de hidrolizar nucleftidos cfclicos de
purinas 2'-3' y 3'-5' monofosfatos (210,259). E1l producto de hi-
drflisis de los moncfosfatos 3'-5' por la enzima de gussno de se

da es exclusivamente el 5' monofosfato (256), mientras que en
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plantas se producen tanto 3' como 5' monofosfatos (210).

Muchas formas de PDE que aparecen en homogenados celulares
son producto del método de sislemiento (223) y a veces no esthn
presentes en las cflulas intactas (224). Los métodos preparsti-
vos a la protefilisis limitada durante la extraccifn pueden con-
tribuir a la multiplicidad aparente de las formas enzimbticas
(211); adem&s 1la agregacifin de distintas formas enzimBticas pue
de explicar la aparicifn de mfiltiples formas luego de filtracibn

en geles (260).

Se puede concluir que hay que terer muy en cuenta las condi-
ciones experimentales utilizadas al informar la separacifn y ca-
racterizacifn de formas mfiltiples de PDE de nucleftidos c{clicos,
sobre todo al comparar los resultados con los encontrados por
otros autores. Ademfs de ls posibilidad de error que puede exis-
tir al tratar de extrapolar los resultados obtenidos in vitro

con lo gue sucede in vivao.

IX. 2. Activadores de ls actividad de fosfodiesterasa

Imidazol

El pfimer informe del efecto estimulatorio del imidazol sobre
una actividad de PDE in vitro fue el de Butcher y Sutherland (193),

guienes encontraron que la actividad de PDE aisleda de corazfn bg
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vino, enseyada a alta concentracifn de AMPc en buffer contenien-

do imidazol presenteba une actividad meyor compereda a la sctivi

dad en buffer Tris. M&s tarde otros leboratorios encontraeron efec
to estimulatoric del imidezol sobre le PDE aislada de otros teji-
dos superiores, tanto sobre la enzime de elta Km (196,226) como

sobre la de baje Km (201).

Utilizando sltas concentraciones de AMPc en el ensayo, Roberts
vy Simonsen (261) demostraron que tanto el imidazol como el imide-
zol-4-8cido ecético a concentraciones sltas estimulaben la PDE eis
lade de cerebro de ratfn aumentando la velocldad de disociacifin

de la enzima del producto de la reaccifn (5' AMP).

Otros investigedores demostraron que el imidezol antegonizs
un nlmero de efectos hormonales, que son, o se piensa que son, me-
disdos por AMPc. Asf la 1ip6lisis in vivo puede ser contrarrestse-
da por el imidazol, -el cual por ectivacifn de ls PDE, harfa dismi-
nuir los niveles de AMPc (262). Un mecanismo similar fue propuesto
para la accifn de la histamina en corazfn bovino (263,264). En
mlsculo liso el imidazol antegoniza los efectos de la teofilina
(265). Como los niveles de AMPc en los tejidos son generalmente
bajos, 1 a 3 yM o menos (75,266) se supone gque los agentes que
efectan la actividad de PDE actlian sobre la forma de baja Km;
no obstante la mayorfa de los estudios del efecto del imidazol

sobre la actividad de PDE descriptos anteriormente se realiza-
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ron a sltas concentraciones de AMPc. Chasin y Harris (267) traba

L

jando con dos PDE de la misma fuente, una de alta Km (1 x 107 M)

y otra de baja Km (4 x 1076

M), demostraron que la enzima de ba-
ja Km es inhibida por el imidazol en el mismo rango de concentra-

cifin en gue la enzima de alta Km es estimulada de 30 a 60 %.

Estos resultados sugieren que los efectos "anti-AMPc" del
imidazol en los tejidos, son mediados por un efectoc scbre la
PDE de alta Km o bien gue los efectos del imidazol no estén re-

laciaonados a8 aslteracicnes en la actividad de PDE.

Nucleftidos cfclicos

En cultivos de verias lineas celulares se vifi que los meca-
nismos responsables de los cambios en la actividad de PDE estén
relacionados, a veces, con los niveles intracelulares de AMPc.

Por ejemplo, se observf que los niveles altos de AMPc inducen la
s{ntesis de novo de la Ac-PDE, principalmente la forma de alta
afinidad, en fibroblastos de distintos orfgenes (234,245,268,269),
células de glioma (270), linfoma (271) y hepstoma (272). Estos
trabajos demostraron que en presencia de agentes capaces de aumen

tar los niveles intracelulares de AMPc, como Bt,AMPc y/o metil-

2
xantinas, se logra un aumento en la actividad de Ac-PDE. Este aumen
to de activided puede ser blogueadoc por tratamiento de las células

con inhibidores de la s{ntesis proteica, como cicloheximida y de

la sf{ntesis de ARN, como actinomicina D. Ciertas hormonas como la
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nor-epinefrina y el isoproterencl, gque aumentan los niveles de
AMPc en las células de glioma, inducen la activided de PDE tan
to de alta como de bajas afinidad, requiriendo esta induccifn
sintesis de protefna y de ARN, y se propone una regulacifin hor
monal del AMPc a largo plazo mediado por sintesis proteica

(270,273).

Calmodulina

Varios investigadores, al tratar de purificar la actividad de
PDE de distintos orfgenes, encontraron que se producfa una gran
pérdida de la actividad enzimfhtica durante la purificacifn
(192,193,274). Contemporaneamente dos laboratorios trabajando
con cerebro bovino (275) y de rata (276), demostraron gue la sepa
racifin de un factor proteico durante la purificacifn, determina-
ba la pérdida de actividad enzimhtica. Mhs tarde este (Gltimo gru
po (277) demostrf que este factor proteico de cerebro de rata ac
tivaba solamente a la PDE en presencia de calcio. Actualmente se
conoce a esta protefna activadora con el nombre de calmodulina
(228). Aparece ampliamente distribufda, tal vez en forma ubicua,
en el reino animal. Se la hallf en todas las especies de verte-
brados estudiadas en concentraciones generalmente mayores que la
PDE a la cusl activa y sparece en tejidos con actividad de PDE
independiente de calcio (197,207,278). Constituye el 0,5% de la
protefna total de corteza de cerebro de rata (279) y el 2% de la

protefna total del 6rgesno elfctrico de la anguila (280).
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Se la ha purificado a homngeneidad e partir de varios teji-
dos superiores (281-284). Se han estudiedo detalladamente sus pro
piedades fisico-quimices, éstas pueden resumirse diciendo que es
una protefna ac{dica termoestable, de estructura flexible, que
presenta una composicién particular de eminofcidos y un peso mo-

lecular de aproximadamente 19 K (228,278).

La relacifin entre la calmodulina y la actividad de PDE varfa
mucho de tejido en tejido (285), lo mismo que durante el desarrollo
ontogenético del tejido u organismo, sugiriendo que ambas protefnas
estar{an bajo controles genéticos separados (279). Esta variabili-
dad puede explicarse tambifn en base & la heterogeneidad celular
de cade tejido, 8 las distintas formas de PDE, algunas de les cua-
les no son activables, o porque el activedor tengas otra funcifn no

relacionada con el metabolismo de los nucleftidos ciclicos.

Aungue la mayorfa de los trabajos sobre calmodulina se refie-
ren a la forma soluble de este protefna, verios autores (279,282,
286) hen sefialedo la presencia de calmoduline en fracciones parti
culadas de diversocs tejidos. La particifin de la protefna entre la
fraccifn soluble y la particulada en cerebro de rata depende de

2+ 4 EGTA en el medio de homogenizacifin (279-282).

la presencia de Ca
Gnegy y col. (286), trabajando con cerebro y médula adrenal de ra-
ta, mostraron gue en un sistema libre de cflulas el activador es

liberado a ls fraccifn soluble en respuesta a la adicifin de quina
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sa de protefna dependiente de AMPc, ATP y AMPc. En varios teji-

dos de rata la sctividad de PDE de nucleftidos cfclicos estimula
ble por calmodulina y la calmodulina quedan asbciedas a la frac-
cifin microsomal luego de someter e esta fraccifin a tretamiento

hiposmftico y centrifugecifn (279). El tratamiento con detergen

tes desenmascara la asctividad latente de calmodulina unida a

membranae.

Se ha aislado una protefna similar a la calmodulina en pro-
tozoos (287-288), hongos (288-291), invertebrados (292-295) y
plantas superiores (296-298), capaz de activar la PDE dependien

te de celcioc de tejidos superiores.

Le funcifin que desempefia esta protefna en orgesnismos inferio-
Tes No se conoce ya que es incapaz de sctivar a la PDE homblogs.
La activecifin de la PDE de mami{feros por extractos de eucariontes
inferiores sugerirfa que la estructurs del sctivador proteico se
conservf durante la evolucibn (292). En procariontes, aungue no
se ha demostrado definitivemente su presencia, se vif que ls ade-

nilato ciclasa de Bordetells pertusis es activada por calmoduline

de cerebro de ternero (299).

Teo y Wang (300) fueron los primeros en demostrer que le cel-
moduline purificada de corezfn bovino, es una protefna ligante de
calcio y que 1la PDE no es activada a menos que estén presentes

iones Caz+. La calmodulina purificada contiene un mol de Ca2+
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asociedo (283), esto explicerfa le presencia de calcio en fosfo-
diesterasas parcialmente purificadas que conservan su mbxima ac-
tividad hidrolfticas (301,302). Estudios de ligado de Ca2+ mostra
ron que la calmodulina une &4 moles de Ca2+ con alta afinidad

(303-305). La PDE activable por calmodulina requiere, aparte de

Caz+, un catifn divalente para su ectividad, en general Mg2+;

eambos cationes no pueden reemplazerse en sus respectivas funcio-

nes (283,300); no obstante el Mn2+, pero no el Mg2+, puede sus-

2+

tituir 8l Ca”  en los ensayos in vitro (304). Como la concentra-

cibn de calcio necesaria para lograr el 50% de la activacién mé-
xima es del orden de su. concentracibn celular (1-5 M)

(283,300,306) y como la concentracifn intracelular total de cast

24

es 100 veces superior e la del Mn™, el Ca2+ serfa el metal uti-

lizado fisiologicamente (304).

El mecanismo de accifn de le celmodulina sobre la PDE, fue
establecido por primers vez por Teo y Wang en 1973 (300). Dicho

mecanismo puede resumirse de ls siguiente maneras (278).
*x

CaM + &4 Ca2t «—p CaM.Ca’’® <— CaM.Ca2t (1)
L L
* *x x x
CaM.Ca’* + E «— (CeM.Ca’?). E <—p (CaM.CaZ*).E (2)
L 4 4

Donde: CaM =calmoduline, E=apoenzima inactiva o parcialmente

activa y (*) indica una nueva conformacifin.
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En le primera etepa 1ls CeM liga 4 moles de Ca2+ por mol de
CaM de acuerdo s la ecuecifn (1), y la CaM adopta una conforme-
cifn mbs helicoidel transformféndose en la especie active, la que
se une reversiblemente a la apoenzima en la segunda etapa de
acuerdo 8 la ecuacifin (2) y de como resultsdo la formacifin de una
holoenzima activa. De acu;rdo 8 este esquems, el flujo celular
de calcio tiene un papel fundamental en la regulacifin de le ac-
tividad de la enzima. S0lo una de las formas mlltiple de PDE es
activada por CaM, la que ha sido identificede como la enzima so-
luble de aslta Km (ver seccifn IX. 1) sunque recientemente se ha
informado que la PDE de baja Km de membrana de hfgado es depen-

diente de CaM para su activided (307).

El efecto activedor de ls celmodulina sobre la ectivided de
PDE de nucleftidos c{clicos, se debe 8 cembios en la V (308,309),
cambios en la Km aperente (227,310) o cembios de ambos parbme-

tros (215,281).

Aparte de activar a 1la PDE de nucleftidos cf{clicos, la cal-
modulina es capaz de regular diversss sctividedes enzimbticas:
adenilato ciclesa de cerebro, ATPasa y bomba de Ca2+ de membra-
na plasmbtica de eritrocitos, gquinasa de le cedena livians de la
miosine, gquinasas de membrans de cerebro, fosforilasa b quinsassa
de mlsculo esquelético, quinases dependiente de NAD de plantas y

fosfolipasa A2 de plaquetas humanas. La calmodulins interviene
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ademfs en la regulacibn de otros procesos celuleres tales como:
ermado y desarmado de microtlbulos y estimulacifin de funciones
postsinfpticas. A través del control de las quinasas de protefnas
ejerce una influencia indirecte sobre una variedad de procesas

celulsres (278,311).

IX. 3. Efecto de hormonas

Se conoce desde hace mucho tiempo que la insulina tiene nume
rosos efectos sobre tejido ediposo y hepético, que son antagbni-
cos 8 los producidos por la epinefrina y el glucagbn. Los efectos
de estas Gltimas hormonas estéﬁ relecionados con el aumento de
los niveles de AMPc como consecuencia de ls estimulacifin de la
adenilato ciclase (197). Butcher y colaboradores (312,313) encon
traron que la insulina puede reducir los niveles de AMPc en teji
do adiposo. El efecto antagfnico de la insulina con el glucagbn vy
las catecolsminas sobre los niveles de AMPc fue demostrado en hi-

gado por Exton y colaboradores (314).

Los estudios del efecto de la insulina sobre la PDE arrojaron
resultados contradictorios que a veces no guardaban una correls-
cifn aparente con el tipb de tejido elegido u otra variable iden
tificable. Asf, la actividad de PDE de tejido adiposo no mostré

una respuesta evidente en relacifn sl estado disbético del animal
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0 al tratemiento con insulina (315,316). La mayorfa de las inves
tigaciones en las que no se encontrf una relacifn clara entre el
efecto de la insulina y le actividad de PDE, se llevaron a cabo
ensayando la actividad enzimbtics a altas concentraciones de AMPc,
capaces de enmascarar cambios sutiles de la sctividad enzimbtica;
Loten y Sneyd (317) sefialaron este hecho e informaron por prime-
ra vez, en forma concluyente, un aumento de la actividad de la
PDE de alts afinidad pera AMPc cuando incubaron in vitro células
grasas con insulina. Estos resultados fueron confirmados poste-
riormente por otros investigadores (318-320). Este aumento de ac-
tividad implice un aumento en la V de la enzima de alta afinidad
perticulada. En edipocitos de rata el efecto de la insulina, lo
mismo que el de la epinefrins y del glucagfn, se observa en la
fraccifn particulada, mientras que en hepatocitos se demuestra
més facilmente sobre la enzima solubilizada por schock osmftico
(237,238,320). En células grasas y hepatocitos de ratas la enzi-
ma activable por insulina parece estar ssociada con el retfculo

endoplasmitico mbs que con la membrana plasmitica (207,320).

En la Tabla 3 extrafde del trebajo de Strade y Thompson (208)
se resume el efecto de varias hormonas sobre le actividad de PDE,
el tejido en el cual se estudif, el sustrato de ls enzima y el

efecto sobre ésta.
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Hormonas que afectan la actividad de fosfodiesterass de nuclef-

tidos cfclicos.

EEETEEE Te jido
Insulina Célula grass
Higado
MGsculo
Cultivo celular
Hepatocito
Glucagfn Hepatocito

Hormona del
crecimiento  Hfgado

Catecolaminas Célula grasa

Pineal

Cultivo celular
ACTH Célula grasa
Prostaglan-
dinas Cultivo celular
Colecistoqui
nina Vesfcula biliar
Tiroxina Célula grasa

Tiroide

Tiroide
Glucocorticoi
des Hfgado

Mlsculo

Corazbn

Pulm8n

Hepatoma

Linfocito
Aldosterons Ve jigsa
Estrbgeno Utero
Gonadotropi
nas ~  Testfculos

Preparacifn  Sustrato Efecto
Particulada AMPc Aumenta
Particulada AMPc Aumenta
Tejido entero AMPc Aumenta
Homogenado AMPc,GMPc Aumenta
Particulada AMPc Aumenta
Particulada AMPc Aumenta
Particulada AMPc Aumenta
Particulada AMPc Aumenta
Homogenado AMPC Aumenta
Soluble AMPc Aumenta
Particulada AMPc Aumenta
Homogenado AMPc Aumenta
Homogenado AMPc Aumenta
Particulada RAMPc Disminuye
Soluble AMPc,GMPc Disminuye
Particulada AMPc Redistribuye
Homogenado AMPc,GMPc Disminuye
Homogenado AMPc,GMPc Disminuye
Homogenado AMPc Disminuye
Homogenado AMPc Disminuye
Homogenado AMPc Disminuye
Sonicado AMPc Disminuye
Homogenado AMPC Disminuye
Soluble AMPc Disminuye
Soluble GMPc Disminuye
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IX. 4. Inhibidores de la actividad de fosfodiesterasa

Metilxantinas y papaverina

Con el objeto de estudiar los posibles tratamientos de dis-
tintos trastornos metebfilicos y/o endocrinclfgicos, se cumenéé a
estudiar la incidencia de ciertos compuestos farmacologicamente
activos sobre la activided de fosfodiesterasa. Este tipo de estu
dio sirvif, al mismo tiempo, para una mejor caracterizacifin del

sitio activo de la enzima.

Los compuestos mbs estudiados, en cuanto al efecto inhibito-
rio de 1la actividad de PDE son las metilxantinas, anflogos estruc
turasles del nlcleo de adenina. Ya en los primercs trabajos de ca-
racterizecifn de la activided de Ac-PDE de mam{feros se describe
el efecto inhibitorio de estos compuestos (191,193). Las metilxan
tinas mbs utilizadas como inhibidores de la actividad enzimbtica
son: cafefna, teobromina, teofiline y l-metil, 3-isobutil xantine
(MIX). La estructuras de estos compuestos se observa en la Fig. 6.
Como puede verse, estos compuestos son derivedos alquiledos del

nlicleo xantina en las posiciones 1,3 y 7.

Estos compuestos se utilizaron con frecuencia parae evitar la
degradacifin "no deseada" de los nuclefitidos cfclicos en ensayos
de la actividad ciclfsice o como agentes sinerg{sticos para estu-

diar tanto in vitro como in vivo el efecto de los nucleftidos
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Figura 6: Estructura de las metilxantinas. Cafefna (A), teofilina (B),
teobromina (C), l-metil,3-isobutil xantina (D), nucleoc xanti

na indicando la posicifin de los sustituyentes alquilo (E).
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cfclicos agregedos en forma exfgena. Ademfs se han utilizado pa-

ra estudiar el papel de estos nuclefitidos en ls sccién hormonal
(197,267).

Los estudios in vitro de la inhibicifin de le actividad de PDE

por teofilina, indicaron que este compuesto es un inhibidor compg

titivo de 1a activided fosfodiesterfsica de elte y baja afinidad

aislada de distintas fuentes (193,196,201,321).

Se ha informado (321) que la teofilina y el MIX, en el rango
mM de concentracifin, estimulan la actividad fosfodiesterfsica de
nucleftidos ciclicos de verios tejidos de rata, cuando estas en-
zimas se enssyan a una concentracifn 1 mM de sustrato. E1 MIX re-
sultf un inhibidor muy potente de la PDE aislada de adrenales y
adipocitos de rata; se encontrf que este compuesto es 10 a 15 ve-

ces ms efectivo que le teofilina como inhibidor de le actividad

de PDE.

Goodsell y colsboradores (322) ensayaron distintos derivados
8 sustituidos de 1s teofilina como inhibidores de ls sctivided
de PDE total de corazfn bovino, los derivados no remificados me-
til a n-hexil, ciclopropil, cicleobutil, ciclopentil, isopropil e

isobutil resultaron inhibidores més potentes que la teofilina.

Ls papeverina, un alcaloide derivado del opio, relajante de

¢

la musculatura lisa, resultf ser un potente inhibidor de la PDE

de nucleftidos cfclicos eislada de verios tejidos (323,324).
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Su accibn inhibitoria es de 10 8 100 veces superior a la de la
teofilina (321,325). E1 tipo de inhibicifn por papaverine es de
tipo competitivo o no competitivo dependiendo del grado de purge
za de la enzima (326). Derivados de la pspaverina (v.g. guinopa
rina, isoquinoleina, 6-Br papaverina) son inhibidores potentes
de le PDE de distintas fuentes, siendo los 6,7 metoxi sustituyen

tes importantes pars el efecto inhibitorio (267).

Chasin y Harris (267) dan una excelente recopilacibn de com-
puestos farmacologicamente activos inhibidores de la actividad

fosfodiesterfsics.

Bases purinices y pirimidinices, nuclefisidos y nucleftidos

Estos compuestos resultaron en muchos casos inhibidores de
la actividad de PDE. Cheung (327) fue el primero en informar que
concentraciones eltas de ATP y pirofosfato inhiben a la Ac-PDE
de cerebro, siendo le inhibicibn del tipo mixto. Este mismo autor
(196) encontrf que el GTP, UTP, TTP, ITP y CTP inhiben 8 la
PDE de cerebro de rata, actuando probablemente por el mismo mecs
nismo gue el ATP. Esto se deberfe sl guelato del metel divalente
en la mezcle de reaccifin por concentraciones altas de este nuclef
tido. Huang y Kemp 1971 (201) encontraron que la adenina y la ade
nosina son inhibidores de la PDE de mlsculo esquelético de conejo

aun a bajas concentraciones.
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Se encontrf gue verios nuclefisidos y bases libres (adenosina,
inosina, guanosina y deoxiadenosina) inhiben le PDE de células

grasas (328,329) y de plaguetas humanas (330).

Inhibidores proteicos

Adem&s de los inhibidores ye mencionados, se ha demostrado
la presencie de numerosos factores endfgenos, en general protef-
nas, capaces de inhibir la asctividad de PDE. Miki y Yoshida (226)
fueron los primeros en describir, en preparaciones de cerebro de
rata, la presencia de un inhibidor protfico cuya accifin estabe

regulada por iones calciao.

Dumler y Etingof (331) aislaeron y purificaron de retina de
buey una protefna inhibidore de 1la PDE de nucleftidos ciclicos,
principalmente de la actividad de Ac-PDE. Esta prdteina es ter-
moestable a pH fcido y posee un peso molecular de 38 K. El efec
to sobre ls actividad enzimbtica se traduce en une disminucibn
de la V. Aparentemente este inhibidor serf{e un complejoc protéi-
co y tendrfa ssociade una subunidad termoestable de peso molecu
lar 15 K activaedore de la PDE. Mis tarde Liu y Wong (332) detec
taron, en retina bovina, la presencia de una protefna termoests
ble inhibidora de la activided de PDE de nucleftidos ciclicos
homfloga y de otros tejidos; esta protefna a2l igual que la de

Dumler y Etingof inhibe la actividad de PDE no activable por Caz+
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pero su peso molecular es de 540 K.

Wang y Desai (333) y Sharma y colaboradores (334) describie-
ran en tejido cerebral dos protefnas inhibidoras de la actividad
de PDE activable por Ca2+. Ambas protefnas inhiben la actividad
enzimftica ligando la calmodulina en presencia de Ca2+. Una de
estas protefnas es termolfbil, de peso molecular 80 K y se la co-
noce como calcineurina (335). Se demostrf que esta protefna inhi-
bidora forma un complejo ternario con el calcio y la calmodu}ina
(336). Klee y colaboradores (335) purificaron esta protefna a
homogeneidad a parfir de cerebro bovino vy encontraron que posefa
una estructura dimérica formada por dos subunidades A y B de pesos
moleculares 61 y 16 K respectivamente. La calcineurina serfa el
principal componente ligante de calmodulina en cerebro bovino, vy
su cantidad en este tejido serfa 52 mg/Kg de pesc hlmedo (337).

Wolf y Hofmann (338) aislaron y purificaron de corazfn bovino una

protefna estructuralmente similar a la calcineurina.

La segunda protefna ligante de calmodulina aislada de cerebro
bovino, es termoestable. E1l peso molecular de la protefna homoge-
nea fué determinado por Sharma y colaboradores (334) quienes obtu
vieron un valor de 70 K. Estos mismos autores demostraron gque se

trata de una protefna monomérica.

Beale y colaboradeores (339) purificaron de testfculo de rata

un inhibidor de la PDE dependiente de calcio de peso molecular 20 K,
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que serfa anflogo al inhibidor termoestable de la quinasa de pro
tefna caracterizado por Walsh y colaboradores (340) en mlisculo es

gueletel de conejo.

En plantas superiores también se han sislado factores protei

cos endfgenos inhibidores de la actividad diesterfsica (210).

IX. 5. Fosfodiesterass en eucariontes inferiores

En algunos eucariontes inferiores, principalmente hongos, se
ha informado de la presencia de mis de una forma de PDE, pero en
muchos casos no se han podido asimilar a las tres formas princi-

pales descriptas para tejidos superiores (ver sec. IX. 1l.)

Rsf, se ha descripto en distintas especies del orden Acrasia-

les, principalmente en Dictyostelium discoideum, la existencia de

el menos dos vy posiblemente més, formas de Ac-PDE (341-343). Una
de las formas es extracelular (ePDE) y se excretarfa al medio co-
mo una forma de alta afinidad (Km, 15 pyM) y coeficlente de sedimen
taci6bn 6 S;en ausencia de DTT esta forma pasarfa esponténeamente

a otra forma de baja afinidad (Km, 2 mM) y coeficiente de sedimen-
tacibn 6,7 5 (344,345), E1 aumento del coeficiente de sedimenta-
cibn y la disminucifin de la afinidad por el sustreto, se deberfan
aparentemente a la asociacifn de la enzima con un inhibidor extra-
celular, el cual serf{a inactivado por DTT (345-347). Este inhibi-

dor de naturaleza proteica y de bajo peso molecular fue descripto
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por primera vez por Riedel y Gerish (348) yse excretarf{as al me-
dio cuando se detiene el crecimiento por agotamiento de nutrien-

tes (347).

Malchow y colaboradores (349) describieron otra forma de
Rc-PDE asociada a membranas (mPDE) y cuyo nivel aumenta en los
estadios previos a la agregacifin; Pannbacker y Bravard (343)
encontraron que esta actividad es de alta afinidad para el AMPc

(Km. 10 pM).

La ePDE fue considerads parte del sistema de sefializacifn
que determina la agregacifn de las amebas en respuesta a gradien
tes de AMPc. Posteriormente Yeh y colaboradores (350) cuestio-
naron esta hipftesis, ya gue encontraron que el AMPc exfBgeno in-
duce no solo la PDE extracelular sino también la enzims unida

a membrana.

Otros hongos en los cuales se ha informado la presencie de

formas mlltiples de PDE son Physarum polycephalum y Aspergillus

niger (351~353). En el caso de la primera especie una de las for
mas es particulada y la otra es soluble y se excreta al medio.
Ambas formas requieren Mgz+, son de baja afinidad para el AMPc
(km en el rango mM) y son inhibibles por metilxantinas y por

ATP (351). Kincaid y Mansour (352) encuentran que las activida-
des de PDE en este organismo difieren en sus caracter{sticas ci-

néticas, presentando la forma particulada una cinética no michae
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liana para la hidrflisis del AMPc; las dos formas difieren en su
respuesta a distintos inhibidores (v.g. metilxantinas, quazodina)
que al igual gue el AMPc son agentes quimiothcticos para el movi
miento de las mixamebas. En el caeso de A.niger, también se ha de
tectado la presencia de dos actividades de Ac-PDE, una extracelu
lar (E-PDE) y otra intracelular (I-PDE). La enzima intraceluler
es soluble siendo la Km para el AMPc del orden mM, mientras gue
la Kkm de la E-PDE para este nucleétido ciclico es de 18 pM; ade
mhs, la enzima extracelular sensible a un inhibidor dializable

endfgeno (353).

En Saccharomyces cerevisiae, Fujimoto y colasboradores (354)

describieron y purificaron una actividad de Ac-PDE soluble, inhi
bible por GMPc y por metilxantinas. E1 peso molecular calculado

para esta enzima es de 64 K. En S. carlbergensis se describib una

actividad de Ac-PDE soluble de bajs afinidad para el sustrato

2+

(Kkm 0,2 mM), estimulsble por iones Mn“" e inhibible por ATP, PPi

y polifosfato inorgfnico (355).

En Blastocladiella emersonii, Maia y Camargo (49) demostra-

ron la existencia de una actividad de Ac-PDE en la fraccibn solu-
ble de extractos de zoosporas. Dicha actividad es estimulable por
ignes Mgz+, an+ v H+; las metilxantinas ensayadas y ciertos ca-
tiones (Ca2+ y L1*) resultaron inhibitorios de la actividad enzi

m&tica. En este organismo le adenina es un inhibidor més potente

que las metilxantinas. Vale y colaboradores (220) describieron
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ung actividad de Gec-PDE soluble, ligeramente estimulable por iones
Mg2+ o Mn%* e inhibible por metilxantinas. Estos mismos autores 1lp
graron separar en gradientes de glicerol tres picos de actividad
de PDE, dos de los cuales hidrolizan especificamente GMPc presen-
tando una cinftica no michaeliana con Km(s) & y 40 pM y que posi-
blemente representen un equilibrio de asociacifn entre subunidades.
El tercer pico de activided, gue aparece en la zona de menor coefi

ciente de sedimentacifin, es espec{fico para la hidrflisis de AMPc,

presentando una cinética michaeliana con una Km 2 - 4 uM,

En Neurospora crassa, Scott y Solomon (356) describieraon una

actividad de Ac-PDE asociada & la fraccibn particulada gue sedimen
ta a 100.000 x g, inhibible por metilxantinas, ADP, ATP y estimula
ble por imidazol. Recientemente Torres y colaboradores (143,357)
sefialaron la existencia de formas mGltiples de PDE en esta especie.
Estos autores encuentran que por cromatograffa en DEAE-celulosa de
la fraccifn soluble de extractos de micelio se separan dos picos
de actividad de PDE. Le actividad que eluye a menor fuerza ifinica
presenta alta afinidad para GMPc y AMPc. Esta actividad pudo ser
resuelta en gradientes de sacarosa y filtracifn por gel en tres
formas de distinto peso molecular (225, 126 y 57 K). La actividad
que eluye de la columna de DEAE-celulosa a mayor fuerza ifinica,
resultb espec{fica para la hidrflisis de GMPc. Esta actividad tam
bién se presenta bajo formas mﬁltiples de diferente peso molecu-

lar (320 y 170 K).
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En Coprinus macrorhizus se describif une actividad de Ac-PDE

que aparece durante la formacifn de los basidiomas y disminuye
durante la maduracibn de éstos. Esta enzima es inducida por pa-
saje de la oscurided a la luz, es activade por cationes divelen-

2+

tes, Mgz+ y Mn“Y, e inhibida por 3' AMP, teofilina y cafe{na (358).

Finalmente Cohen y Atkinson (359) trabajando con esporangibfo-

ros de Phycomyces blakesleeanus, describieron una actividad de

Ac-PDE sctivable por luz azul en presencia de GTP. Los autores pos
tulan gue la enzima puede formar parte de un agregado proteico he-
terogeneo fotoreceptor, explicando as{ la relacifin entre la respues
ta fototrBpica de los esporangifforos y los bajos niveles de AMPc
(48).. Cohen (360) demostrf gque esta actividad fosfodiesterfsica es
soluble, estimulable por Mg2+ y de slta afinidad (Km 3 y 12,5 pM).
El GMPc gue no es sustrato de la enzima resultf un inhibidor de la

misma a pH neutro. La enzima es ligeramente inhibible por imidazol

y por metilxantinas.

X. OBJETIVOS

Dada la importancia del AMPc en la morfogénesis de Mucor, el
presente estudio estf orientado a esclarecer la regulacifn del me-
tabolismo del nucleftido cfclico en una especie de este hongo:

Mucor rouxii.
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La hipftesis de trabajo toma como base el hecho experimental
conocido de que en todos los organismos en donde se ha estudiado
el metabolismo del AMPc, los niveles intracelulares de este meta
bolito estln regulados principalmente por las actividades de las
enzimas que lo sintetizen y degradan: adenilato ciclasa y fosfo-
diesterasa de AMPc respectivamente. La existencia de ambas acti-
vidades enziméticas ya habfa sido detectada en nuestro laborato-

rio (44).

La primera parte de este trabajo, se dedicf al estudio de la
variacifn de la actividad de fosfodiesterasa de AMPc durante la
morfogénesis aerfbicae del hongo. La segunda parte, se centrf en
el aislamiento y caracterizacifin de le forma soluble de esta en-
zima, poniendo especial énfasis en la bfisgueda de posibles meca-

nismos de regulacifin de esta actividad enzimhtica.



MATERIALES Y METODOS
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I. PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

I. 1. Organisma

Mucor rouxii (Calmette) Wehmer cepa NRRL 1894, originsl del

Dr. C.W. Hesseltine (Northern Utilization Research and Development
Division, Peoria, 111), fue cedida gentilmente por el Dr. Roger

Storck (Rice University, Houston, Texas).

I. 2. Dbtencifin y cosechas de esporas

Todas las operaciones se realizaron en condiciones de esteri-
lidad. Para obtener las esporas del hongo, el organismo se cultivb
en un medio conteniendo agar en polvo al 5% y jugo de tomate comer
cial (Valle de Oro, Noel, etc.) en partes iguales. El agar y el ju
go de tomate se autoclavaron por separado para evitar que le acidez
del Jjugo de tomate hidrolizara el agar en caliente, impidiendo su
posterior gelificacifin. E1 medio fundido se trasvasf en alficuotas
de 50 ml a botellas de Roux gue se dejeron 24 horas a temperatura
ambiente como prueba de esterilidad,al cabo de ese tiempo se sem-
br6 en cada botella 2 ml de una suspensifin de esporas (100 espo-

ras/ml). Las esporas se cosecharon cuando se ochservb la aparicibn
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de esporangios maduros, los cuasles se producen al cabo de 5 a 7
dfas de cultivo a la luz a 28-309C. La cosecha de esporas se rea
1iz6 de le siguiente manera: se agregaron a cada botelle 20 ml
de agua destileda estéril, se rasparon suavemente los esporangios
con un ansa de vidrio y se filtrf le suspensifin de esporas a tra
vés de una malla de nylon para separar las hifas y pequefios tro-
zos de agar. Las esporas filtradas se lavaron varias veces por
resuspensifin con agua destilada estéril y centrifugacién a 3.000
x g durante 15 min a 4LOQC. Finalmente las esporas se suspendieron
en agua destilada estfril, se contb una dilucifin de las mismas
en una cémara cuentaglfbulos de Neubauer y se trasvassron a via-
les de vidrio estériles los cuales se sellaron y mantuvieron en
heladera hasta el momento de ser utilizedos.Bajo estas condicio-
nes las esporas permanecen viables aproximadamente 2 meses. La

concentracifn de las esporas oscild generalmente entre 3.108-

3.109 esporas/ml.

Para el mantenimiento de la cepa se inocularon paralelamen-
te dos tubos en pico de flauta con medioc agar-jugo de tomate,

los gque se mantuvieron en heladera luego de producida le esporu-

laci6n.

I. 3. Medio de cultivo

Se utiliz6 medio de cultivo YPG (24) compuesto por: extracto



84

de levadura (Difco) 0,3%, peptona (Inorp Tipo MC 3) 1%, glucosa
(Roux-Ocefa) 3%. El pH del medio se ajustf a 4,5 con S0, H, 5 N.
El medio se esterilizf en autoclave a 1219C durante 20 min. La
glucosa se esterilizf separadamente del resto del medio para evi

ter su caramelizacifin (361) y se mezclf esterilmente con el res-

to del medio de cultivo.

I. 4. Obtencifn de micelio

Los cultivos se reelizaron en frascos Erlenmeyer de dos litros
conteniendo 6600 ml de medio YPG, estas condiciones favorecen une
buena aereacifin del cultive (362). Cada frasco se inoculf con 5.10°
esporas/ml y se incubf a 280QC durante 15 horas con agitacifin cons-

tante provista por un agitador rotatorio New Brunswick.

El micelio obtenido se cosechf por filtracifn al vacio sobre
papel Whatman nQ 1, se lavh con abundante agua fria hasta gue el
filtrado fuese incoloro y se escufriﬁ entre dos hojas de papel de
filtro. Se obtuvieron de 7 a 10 g de micelio (peso hlmedo) e partir
de 600 ml de medioc. El micelio, cortado en trozos, se molif en mor-
tero de porcelana con nitrfgeno 1fquido y el polvo obtenido se guar

I. 5. Obtencifn de las distintas formas celulares producidas duran-

te la murfggénesis aerobica.
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Los cultivos para la medicifn de lss actividades enzimhticas
se realizaron de la siguiente manera: se inocularon 3-4 1 de me-
dio YPG con 106 esporas/ml y luego de obtener una suspensifin ho-
mogénea se la fraccionf en tantos Erlenmeyers como muestras se
guisieren obtener. Los frascos se incubaron s 28QC con agitacifin
constante durante los tiempos requeridos. Los vollmenes de medio
se variaron seglin las horas de cultivo de manera de obtener en
cada caso una cantidad aprecisble de material: 600 ml para las
muestras que se incubaron dursnte un perfodo de 7 horas, 400 ml
para las que se incubaron entre 7 y 10 horas y 100 ml para las
que se incubaron perfodos de tiempo mayores. En todos los casos
se controlf la morfologfa del cultivo por observacibn microscbpica.
Los cultivos de hasta 7 horas se cosecharon por filtracifin al va-
cio & través de filtros de membrana y los restantes sobre papel
Whatman nQ 1. Todas las muestras se gusrdaron a - 70QC haste el

momento de ser utilizadsse.

Los cultivos paras medir el crecimiento y aguellos utilizados
para valorar los niveles intra y extracelulares de AMPc durante
la morfogénesis aerfbica se obtuvieron con el mismo procedimiento
anterior, excepto gque los vollmenes de los medios de cultivo fue-
ron diferentes; as{ para los cultivos de haste &4 horas se utiliza
ron 100 ml de medio, psra los cultivos entre 4 y 7 horas 50 ml y
para los perfodos de tiempo mayores 10 ml. Al cabo de los tiempos

establecidos los cultivos se filtraron e través de filtros de mem
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brana. Las'células utilizadas para medir el crecimiento, aguellas
destinadas a valorar el AMPc intraceluler y los filtrados emplea-
dos para la veloracifn del nuclebtido ciclico extracelular se pro

cesaron como se indica en les secciones II y III. 1.

I1. MEDICION DEL CRECIMIENTO

El crecimiento se expresf como protefna total por mililitro
de medio de cultivo. Las células obtenidas en los distintos esta-
dfos durante la morfogénesis aerfibica se cosecharon como se indi-
ch en la seccibn anterior. Las cflulas se rasperon de los filtros
y se sometieran a hidrflisis alcalina para determinacifn de pro-

teina en el sobrenadante (ver seccifin X. L.).

IT1I. DETERMINACION DE LOS NIVELES INTRA Y EXTRACELULARES DE AMPc.

III. 1. Procesamiento de las muestras para el ensayo de AMPc.

Para la medicifn de los niveles de AMPc intra y extracelular,
se obtuvo el material como se indicé en la seccifn I. 5). A los
diferentes tiempos indicados las muestras,por duplicado, se fil-
traron rapidamente a través de filtros de membrana. Los filtros
con las células retenidas se sumergieron inmediatamente en 2,5 ml

de ClH 0,1 N y se congelaron y descongelaron 3 veces por inmersifn
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en un héﬁb de hielo seco - etanol; las células se centrifugaron
8 3.000 rpm durante 10 min y el precipitsdo celular obtenido se
utilizf para la determinacifin de protefnas. E1 sobrenadante se
llev6 a sequedad a presifin reducids y el residuo, disuelto en
0,2 ml de buffer acetato de sodio 0,05 M, pH 6,2;,se utilizf pa-

ra 1la medicién del AMPc intracelular.

Los filtrados obtenidos de los mismos frascos de cultivo se
utilizeron para la determinacifn de los niveles extracelulares
del nucleftido ciclico. Para ello se tomaron slfcuotas de 4 ml
de cada muestra, se calentaron 2 min & 1000C y se centrifugaraon
a 2.000 x g durante 10 min. E1 sobrenadante obtenido se pasf por
una columna de 0,52 x 12 cm de resina AG50W-X8 (100 - 200 mesh)
en la forma H* (363), previaemente calibrada con AMPC[BH]. El nu-
clebtido cfclico se eluyb con agua y el elufdo se eveporf e se-
guedad. El residuo, resuspendido en 0,2 ml de buffer acetato de
sodio 0,05 M, pH 6,2; ,se utilizf pera la valoracifn del AMPc ex-

tracelular.

La recuperacifin del nucleftido cfclico, 8l final de los pro-
cesos de extraccifn descriptos, se determin§ agregando al comien
zo de cada proceso una cantidad conocida de AMPC[3H1(15.DUU cpm).

La recuperacifin oscilb siempre entre el 70 y el 85%.
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III. 2. VUsloracifin del AMPc de les muestras

El contenido de AMPc de las diferentes muestras se determinb
empleando el método del radioimmunoensayo (RIA) (364,365) utili-
zando los reactivos provistos por New England Nuclear. Las mues-
tras Tueron previamente acetiladas con el objeto de sensibilizar

el ensayo (366).

Para confirmar que la sustancia medida por el método del radio-
inmunoensayo era efectivamente AMPc, algunas muestras tomadas al
azar se preincubaron a 30QC durante 20 min con un exceso de Ac-PDE
de corazbn bovino. La reaccifn se detuvo por cselentamiento a 100QC
durente 2 min. Los tubos se centrifugaron y los sobrenadantes se

acetileron y sometieron el radioinmunoensaya.

IV. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS ENZIMATICOS

Todas las operaciones se realizaron entre O y 4OC.

IV. 1. Preparacifin de extractos de los distintos estadfos de la

morfogénesis serfbica

El materiel biolfgico proveniente de 1los distintos estadios se

molid en un morteroc preenfriado con 0,5 vollmenes de buffer

Tris-ClH 50 mM, pH 7,5; OTT 1 mM,(buffer A) y 2 vollmenes de arena
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de mar hasta que por lo menos el 90% de las células estuviesen
rotas. La ruptura celular se controlf con el microscopio 6ptico,
considerando como célule rote equelle que habfa perdido el con-
tenido celulesr. Se sfiadieron 2 &ulﬁmenes de buffer A y la suspen-
sibn se filtr6 a través de una malle de acero inoxidable de 50 pm
de maella apoyada sobre un embudo Buchner aplicando uns leve
succifn; la arena retenida se lavl con buffer A hasta que el fil-
trado fuese 1impido. E1 filtrado se utiliz6 directamente como

fuente de PDE.

Para medir la activided enzimfticas extracelular se siguieron
los lineamientos genersles de Chang (34l1). Se tomaron alfcuotas
de 20 ml de medio de cultivo filtrado proveniente de los distin-
tos estadf{os del desarrollo y s ceda una se le sgregf 2 ml de bu-
ffer Tris-ClH 1 M, pH 7,5 vy 10 mg de BSA. Le protefns se precipi-
t6 hasta 80% de saturecibn con sulfato de emonio sflido. La suspen
sibn obtenida se centrifugf a 8.000 x g durante 20 min en una cen-
tr{fuga refrigerada Sorvall RC-2, el precipitado se resuspendif en
un volumen minimo de buffer A y se dielizf contra 200 vol(menes

del mismo buffer. El1 dislizedo se utilizf como fuente de enzima.

IV. 2. DObtencibn de las fracciones subcelulares de micelio

El polvo de micelio proveniente de un cultivo de 16 hores se

homogenizf en un homogenizaedor de vidrio tipe Ten-Broeck con 2
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vollmenes de buffer A. A pertir de este extracto total se prepa-
raron distintas fracciones subcelulares de la siguiente manera:
el homogenizedo se centrifugf a 8.000 x g durante 30 min y se
separaron el precipitado.y el sobrenadante. La fraccifin precipi-
tada (PB) se lavB con el volumen original de buffer A y se volvi6
a8 centrifugar s 8.000 x g. Se juntaron ambos sobrenadantes y se
centrifugaron a 100.000 x g durante 60 min en una ultracentr{fuga
Spinco L. E1 sobrenadante ohtenido constituyf la fraccifn S100 Y

el precipitado la fraccifin P oo* Los precipitados obtenidos a ba-

1
ja y a alta velocidad de centrifugacifin (PB i PlDD respectivamente)
se resuspendieron por separado en el volumen original con buffer A

y se lavaron dos veces antes de su resuspensifin final en el mismo

buffer.

IV. 3. Preparacibn de los extractos para la purificacifin, caracte-

rizacifin y requlacifin de la fosfodiesterasa de AMPc

La homogenizacifn del micelio se llevl a cabo en buffer
Tris-ClH 10 mM, pH 7,53 EDTA 4 mM, 2-mercaptoetancl 2 mM, henzami-
dine 20 mM (buffer B). Cuando se trabasj6é con pequefias cantidades
de polvo de micelio, hasta 10 g, se utiliz6 un homogenizador de
vidrio tipo Ten-Broeck y dos volumenes de buffer B; para cantida-
des mayores se utilizf un homogenizador tipo Omni-Mixer,un volu-

men de buffer B y dos vol@menes de perlas de vidrio de 75-150 um.
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La homogenizacifn se resliz6 en ambos casos haste que por lo me-
nos el 90% de las hifas estuvieren reducidas a pequefios trozos y
vacias de citoplasma. E1 extracto obtenido se centrifugf s 8.000
x g durante 20 min, se guardf el sobrenadante y el precipitado

se resuspendifi en el volumen original de buffer B y se volvif a
centrifugar en las mismas condiciones; se juntaron los sobrena-
dantes y se centrifugaron 60 min a 100.000 x g. El1 sobrenadante

final recuperado constituyf la fraccifn 500°

V. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Ve 1. Ensayn de la actividad de la fosfodiesterasa de AMPc

Para la valoracifn de esta sctividad enzimbtica se utilizaron
principelmente dos métodos, A y B, que difieren en la forma de se-
parar los productos de la hidrfilisis del AMPc[jHlempleado como sus
trato. Ocasionelmente se ensayf la actividad enzimftice con un ter

cer método C en el cual no se utilize sustrato radioactivo.

Método A. Este método, utilizado de rutina, estf basado en la téc-
nica en dos etespas de Thompson y Appleman (199); el 5' AMP[3H]f0r-
mado por la accifin de la Ac-PDE en la primera etapa de la reaccifin
es convertido en una segunda etapa a adennsina(BHJ por sccifn de

un exceso de fosfatssa alcalina o de. veneno de serpiente. La valora
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cifn de la adenosina [BHl constituye una medida de la activided
de Ac-PDE. La actividad de Ac-PDE se ensayf en una mezcla que con
tenfa, en un volumen final de 0,1 ml, buffer Tris-ClH 50 mM,

pH 7,5; Clen (o Cleg cuando se indique) 10 mM, 2-mercsptoetancl
2 mM, BSA 50 pg, AMPC [3H] 6-8. lDu cpm, AMPc no radiactivo a una
concentracifin que, a menos gue se indique, fue de 5 pM y una dily
cifn spropiada de la preparacifin enzimftica. Las incubaciones se

realizaron a 30QC durante 20 min.

La reaccibn se inicif por el sgregado de ls fraccifin enzimb-
tica y se detuvo por immersifin de los tubos en un bafio de agua a
1000C durante 45 segundos. Luego que la mezcla alcanzara la tempe
retura ambiente, se agregf a cada tubo 1,5 - 6,5 unidedes de fos-
fatasa alcalina o 15-30 pug de veneno de serpiente y la mezcla se
incubb a 309C durante 10 min. Ls resccifin se detuvo por el agre-
gado de 1 ml de una suspensifn 1:3 (v/v) de resina AGl - X2
(200-400 mesh) en etanol 50% conteniendo adenosina 0,25 mM, para
disminuir la adsorcifn inespecffica del nuclefsido a ls resina de
intercambio (367,368). Los tubos se mantuvieron en un bafio de
sgua-hielo durente 15 min con agitacifn perifdica; al cabo de es-
te tiempo la suspeﬁsién se centrifugh a 3.000 rpm durante 5 min.
Del sobrenadante se tomf una slfcuota de 0,5 ml y se contf la ra-
dioactividad en solucifin centelleadora en contador de centelleo

1fquido (ver seccifin X.7.).
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Método B. Este ensayo se utilizb paras lss medidss de sctivided
enzimftica durente la morfogénesis aerfbica y para estudiar le
distribucifin subcelular de la activided de Ac-PDE. Se siguieron
los lineamientos generales del método A hasta la segunda etepa
de incubacifin. La adencsina LBH] se aislf de acuerdo al procedi-
miento de Hidaka y Asano (212); pera ellc se detuvo la reaccifn
por el agregado de 1 ml de sgus destilada y la mezcle se aplich
a una columna de 0,8 x 2 cm de resina AG50W-X4 (200-400 mesh).
Luego de la entrada de la muestra, la resina se.lavﬁ con 15 ml
de agua destilada y la sdenosina [BH] se eluyb con 3 ml de

HONH, 4 M. E1 elufdo se recogif sobre 10 ml de solucifn centellea

dora y se conté en contador de centelleo 1fquido (ver seccifn X.7.).

La recuperacifin de la adenosina [3H] de la columna de intercam
bio catifnico oscilfé siempre entre el 80-85% y se la celculf pasan
do por las columnas una mezcla incubada en las mismas condiciones
pero conteniendo 0,1-0,3 nanomoles de adenosina [1QCJ en lugar de

AMPc [H] .

Iﬁdependientemente del método utilizado, todos los ensayos se
llevaron a cabo en condiciones en las cuales la velocidad fue 1li-
neal con el tiempo de incubacifin y respecto a la cantidad de ex-
tracto enzimftico. En los ensayos de rutinae la cantidad de extrac
to se ajustf de tal manera que menos del 20% del sustrato fuese

convertido en producto. Los ensayos enzimbticos se llevaron a ca-
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bo por triplicado, representando los valores obtenidos el prome-

dio de los mismos.

En todos los casos, los blancos se prepararon afiadiendo la
pfeparaciﬁn enzimBtica al final de la primere etaps de incubacifin.
Los valores de los blancos nunca superaron el 2% de la radioecti-
vidad total asportada por el sustrato radicactivo y las incorpora-
ciones m{nimas superaron en por lo menos tres veces el valor de

los blancos.

Los resultados se expresaron como picomoles de AMPc [3H] hi-
drolizados en 20 min y la actividad espec{fica como picomoles de

AMPc[BH] hidrolizados/min/mg de protef{na, a 308C.

Método C. Este mBtodo se utilizf en algunos experimentos con el

objeto de detectar la posible existencia de Ac-PDE de baja afini-
dad por el sustrato. Las condiciones de incubacifn fueron lss mis
mas que las del método A, con la diferencia que se utilizf como

sustrato, AMPc no radioactivo a una concentracibn 1 mM, y el volu
men final de incubacién fue 0,5 ml. En la segunda etspa del ense-
yo se agregaron 6,5 unidades de fosfatasa slcslina. La reaccifin

se detuvo por el agregado de 0,05 ml de una solucifin de 4cido tri
cloroacético 55%, seguido por 0,75 ml de agua y 0,15 ml de una so
lucifn de molibdato de smonio al 2,5% en SO,H, 5 N. El precipite-

do obtenido se descartf por centrifugacibn, el sobrenadante se
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decantf a tubos de ensayo limpios y en slfcuotas apropiasdas del
mismo se vslorf el fosfato inorgfnico producido por el método

Fiske y SubbaRow (369).

V. 2. Ensayo de la actividad de la fosfodiesterasa de AMPc en

geles de poliacrilamids

Para determinar la actividad enzimbtica en los geles, cada
rodaja del gel (ver seccifin IX ) se incubf durante 2 horas a
309C con agitacibn constante en una mezcla de reaccifin que con-
tenfa, en un volumen final de 0,25 ml: buffer Tris-ClH 50 mM,

pH 7,5; 2-mercaptoetanol 2 mM, BSA 150 ug, Cl,Mn 10 mM, AMPc 1 uM

2
y AMPc CZH] 1,2.105 cpm. Al final del tiempo de incubacifn se to-
maron alfcuctas de 0,1 ml de cada tubo y se prosiguif el ensayo

de Ac-PDE segln los lineamientos del mftodo A.

Ve 3. Ensayo de la asctivided de la fosfodiesterasa de GMPc.

Se utilizb el método A descripto anteriormente reemplazando

el AMPc [ °H] por GMPc [ °H] (1.10°

cpm) y a una concentracifin de
este nucleftido cfclico de 1 uM. La suspensifin de resina anifini-
ca utilizada contenfa 0,5 mM de guanosina en lugar de 0,25 mM de

adenosinae.

V. 4, Ensayc de la activacifin de la fosfodiesterasa de AMPc por

ATP. Mg y AMPc
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El efecto activador del ATP.Mg y AMPc se estudif incubando

los extractos con actividad de Ac-PDE en distintas condiciones.

V4,1, Ensayo directo de la activacifin enzimbtica

La mezcla de incubacibn contenfa, en un volumen final de 0,1
ml: buffer fosfato de potasio 20 mM, pH 7,5; 2-mercaptoetancl
2 mM, Cleg 10 mM, BSA 50 pg, ATP 0,1 mM, AMPc 5 uM y AMPc [BH]
(6-8.10“ cpm) y una dilucifin apropisda del extracto enzimftico.
En algunos ensayos se agregf quinasa de proteina exfgena a las
concentraciones indicadas en cada experimento. Esta mezcla se
incubf y procesf siguiendo los lineamientos del método A. Los
controles, no activados, fueron incubados en las mismas condi-

ciones pero omitiendo el ATP de la mezcla de incubacifin.

V.b.2. Ensayo de ls activacifin enzimbtica por preincubacifin

Se preincubaron los extractos en una mezcla igusel a la del
‘ensayo de activacifin directo pero omitiendo el sustrato radiocac-
tivo. En algunos casos el volumen final de la mezcla de preincu-
bacibn se varif de scuerdo a la cantidad de extracto enzimético
utilizado. La preincubacifn se realizf a 309C por perfodos de
tiempo que variaron de 6 a 10 min, 8l cabo de los cusles la mez-
cla se procesf por dos métodos diferentes, a los gue se llam§ ar

bitrariamente:

Dilucifin: Luego de preincubados, los tubos conteniendo la mez-

cla de reaccifn se colocaron en bafio de hielo y se les agregf
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10 pl de EDTA 0,1 M; se tomaeron slicuotaes convenientes de la mez
cle en laes cusles se ensayf ectividad de Ac-PDE por el método A
util{zando Mn2+ como cetifn divelente. La slicuote de l& mezcla
de preincubecifin se eligif de tel maneras que la concentracién de
los agentes activantes quedesra dilufde por lo menos velnte veces

en el ensayo de PDE.

Sulfato de smonio. Los tubos conteniendo les mezcle de preincube-

cibn se colocaron en bafio de hielo y se les egregf, cuando fue ne-
cesario, B5A haste una concentracifin final de 10 mg/ml y 4 vol(me-
nes de una solucifin saturades y neutralizads de sulfato de amonio
preperado en buffer fosfato de potesio 20 mM, pH 7,5. Se dejf la
suspensibn en beafio de hielo 10 min con sgitecifin perifdics y lue-
go se centrifugh e 10.000 x g durente 20 min en centrifuga refri-
gerada. E1 precipitado se resuspendifi en el volumen originsl de
la mezcla de preincubacifin (& menos que se indigue lo contrario)
con buffer fosfato de potasio 20 mM, pH 7,5; 2-merceptoetanol
2mM vy se tomf una alfcuote pare ensayar actividad de Ac-PDE con

el método A.

V. 5. Otros ensayos enzimbticos

V.5.1. Quinasa de prote{na dependiente de AMPc.

Pare la medida de le sctividad de quinase de protefns depen-

diente de AMPc (Ac-QP) se utilizf une mezcla de incubecifin que
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contenfa en un volumen final de 0,1 ml: buffer Tris-ClH 50 mM, pH

7,5; Cl,Mg 10 mM, 2-merceptoetanol 2 mM, AMPc 5 uM, ATP[¥ ->2F]

2
0,1 mM (200 - 1000 cpm/pmol) e histona 1,5 mg/ml. Cuando se midi6
la cepecided del extracto de fosforilsr sustrato endfigeno, se omi
ti6 la histona de la mezcla de incubacifn. Las incubaciones se
realizaron s 309C durante 10 min, a2l cebo de los cuales se detuvo
la reaccifin por el agregado de 20 ul de BSA de 50 mg/ml, seguidos
de 1 ml de 5cido tricloroacftico 10%. La suspensifin se centrifugh
5 min a 3.000 rpm en centr{fuga cl{nica y se decantf el sobrena-
dante. El1 precipitado se resuspendif en 0,2 ml de PO

HNaNH, 1 My

4 4
la protefna se reprecipitf con 1 ml de bcido tricloroacético 10 %.

El procedimiento de centrifugacifn, resuspensifin y reprecipitacifn

se repitif dos veces mhs. La resuspensibn final se realizf en 0,1

ml de HOK 1 N. Se sembrf le totalidad de cada muestra en un cuadra
do de papel Whatman n2 3 de 2 x 2 cm., que se secH bajo lémpsrs in
freroja. Los papeles secos se contaron en solucifin centelleadora

en un contador de centelleo 1iquido (ver seccifin X.7.).

La técnica de aislemiento de la proteina fosforileda por cen-
trifugecifn, detallada anteriormente, es una modificacifn de la

descripta por Kuo y Greengard (79).

Los blancos de los ensayos se realizaron agregando la fraccifin
enzimbtica después del fcido tricloroacftico. Los valores de los

blancos oscilaron entre 400 - 2000 cpm dependiendo de la activi-
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ded especifice del ATP[K-32 P] utilizsdo. Las incorporeciones

minimas superaron por lo menos cuatro veces el valor del blanco.

Los resultados se expressron como unidedes de quinesa de prog
tefna. Una unidad se definif como la cantided de enzime capasz de
trensferir un picomol de fosfato [32P] a la histona en 10 min en

las condiciones del ensayo standard.

Ve 5.2. Glucosa oxidasa

Para dosar esta actividad enzimbtice se utilizf la técnice
de Hugget y Nixon (370) modificada. Le mezcle de incubecifn con-
tenfa, en un vollmen final de 1,2 ml: 150 pl de glucosa de 16 mg/

ml, 900 pl de reactivo de o-dianisidina preparado en el momenta

. €on 1 ml de o-dianisidina sl 1% en metanol y 50 ul de buffer ace-

tato de Na 1 M, pH 5; 30 pul de solucifn de peroxidesa de 10 mg/ml
y una alicuota de ls fraccifn a ensayar. Se incubf la mezcle de
reeccibn a 379C durante 30-60 mins, haste la aparicifin del color,
y se midi6 les absorbancie a 420 nm. Los blancos, preparados e in
cubados en las mismas condiciones, cerec{sn de la slicuots a en-

sByarT.
V. 5.3. Peroxidasa

Esta actividad enzimbtice se ensayh de acuerdo a las direc-

tivas del Manual de Worthington (371).
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Para la reaccifin se mezclaron 3 ml de H202 el 0,003% (prepa
rada fresce a partir de una solucifn madré de HZUZ 0,3%) con 20
Ml de o-dianisidina 1% en metenol (preparada fresca) y una elf-
cuots de la preparacifn a ensayar. Luego de incubar a 308C duran
te 15 min, se leyf la sbsorbancia a 460 nm. Para los blancos se
preparf la misma mezcla de incubacifn sin el agregado de la slf-

cuota a ensayar, y se incubf en las mismas condiciones.

V. 5.4. Fosfatasa alcalina

Para dosar esta actividad enzimbtica se utilizf le técnica
de Garen y Levinthal (372). La mezcla de incubacifin contenfa, en

un volumen final de 2 ml: 1 ml de una solucibn 0,01% de p-nitro-

fenilfosfato en buffer Tris-ClH 0,1 M, pH 8 y una alfcuota de 1la

fraccifn a ensayar. Luego de incubar a 309C durante 15 min, se
midi8 le sbsorbancia a 410 nm. Los blancos, preparados e incube-

dos en las mismas condiciones, carec{an de la alfcuota & ensayar.

VI. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

VI. 1. Crometograffa en DEAE - celulosa

La DERE-celulosa s utilizar se tratf previamente como lo
indican Peterson y Sorber (373). La resina regenerada por este
método se guardf a LOC en agus destilada o en el buffer de equi-

librio utilizado en cada caso.
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Las columnas se sembraron manteniendo una relacifn de 7 - 10
mg de proteina/ml de resina empaguetada y se lavaron con 1-2 vo-

llmenes de buffer de equilibrio.

-~

La elucifin de la proteina se realizf utilizando gradientes
salinos lineeles continuos. El1 volumen total del buffer con el
cual se eluyf ls proteina fue de 10 veces el volumen de resina
empaquetada. Generalmente se recogieron fracciones de 1/10 del
volUmen de la resina a una velocided de flujo de 0,5-1 ml/min
utilizando un colector de fracciones automftico marca Gilson,

modelo VFC.

VIi. 2. Cromatograffa en papel

Se utiliz6 la técnice de crometograffes descendente en papel
Whatman n@ 1. Se utilizaron dos sistemas de solventes: (1) 2-pro
panol: acetato de etilo: amonfaco 13 M (59:29:16) (374) y (2)
etanol: bcido acético 1 M: acetato de amonio 1l M (75:26:4), pH 3,8

(375).

VI. 3. Cromatograff{e de afinidad

Se emplearon columnas de Azul 2-Agarosa egquilibradas en bu-
ffer Pipes 10 mM, pH 6,3; 2-mercaptoetsnol 2 mM, glicercl 10%

(buffer C). Le muestra se sembrf diluida en buffer C conteniendo
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Cleg 2 mM. E1 sembrado se realizf a una velocided de flujo no
superior a 0,1 ml/min y la velocidad se mantuvo durante todo el
desarrolloc del cromatograma. E1 gel se lavf con 4 vollmenes de
buffé; C que contenfa ClNa 0,2 M y la actividad de Ac-PDE se elu
y6 con 4 vollmenes de buffer C con el sgregedo de ClNa 0,2 My

AMPc 2 mM. Finslmente se pasfi por la columna 3 vollmenes de una

solucifin de ClNa 1 M en huffer C.

El volumen de las fracciones recogidas fue de aproximadamen-
te 1/20 volumen del gel. Luego de ser utilizaedo, el gel se rege-
nerf segln el método de Morrill y colaboradores (376) que consis-
te en lavados sucesivos con soluciones acuosas de urea 6 M y
CilNa 2 M (4 vollmenes cada vez). E1 gel se conservf a 49C en ClNa

2 My antes de ser utilizedo nuevamente se equilibré con el buffer

correspondiente.

VI. 4. Filtracifn en gel de Sephadex G-200

Esta técnica se utilizb pera la determinacifn de algunos pe-

rémetros hidrodinfmicos y moleculares de la Ac-PDE.

Se utiliz6 una columna de Sephadex G-200 de 1,7 x 60 cm equi-
librada con buffer B. E1 volUGmen de la muestra sembrada fue de 1 ml
vy la columna se eluyf con buffer de equilibrio a una velocidad de

flujo de 0,25 ml/min a 4LBC. Se recogieron fracciones de 1,4 ml.
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El volumen de exclusifn de la columna se determinf utilizan-
do dextrano azul. Peras celibrar el gel se utilizaron las siguien
tes protefnas marcadoras: glucosa oxidasa (300 pg), BSA (1 mg),
peroiidasa (30 pg) vy citocromo C (3 mg). Se utilizf la vitamina
B12 como indicador de inclusifn totel en este gel. Los marcedo-

res se veloraron como se indice en les secciones V.5, X.3 y X.b.

A partir de los vollmenes de elucifin de cada prote{na se de-
terminf el Hav de cada una de ellas. Este parfmetro se define co
mo la fraccifin del volUmen del gel que es accesible sl soluto
(377) y se puede calculer por les relacibn:

V -V
e
K., = ——cccccccea—— (377

donde: V_ es el volumen de elucifin de la proteins en cuestifn,
VU es el "volumen muerto" de la columna o el volumen de elucibn
de una sustancia que no penetra la fase solvente interior a las

particulas del gel vy V, es el volumen total del gel.

VII. GRADIENTES DE SACAROSA

Esta técnicae se utilizf en 1la purificacibn, estudios de requ
lacibn y determinacifn del coeficiente de sedimentacifn y del
coeficiente de difusibn de la Ac-PDE. Se prepararon gradientes de

5 8 20% (p/v) de sacarosa en el buffer que se indice en cada caso.
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Los gradientes se formeron, a temperatura ambiente 2 horas antes
de ser utilizados, con 7 capas de 0,65 ml cada una de spluciones
de concentracifin decreciente de sacarosa en tubos de nitrocelulo
sade 1,2 x 5 cm. Las muestras se sembrarcn en vollmenes de 50 a
200 p1 y se incluy6 en algunos casos una mezcla de las siguientes
proteinas marcadoras: citocromo c (1 mg), peroxidasa (20 pg), fos

fatasa alcalina (30 pg) vy glucosa oxidasa (100 ug).

La centrifugacifin de los gradientes se 1llevf a cabo en un ro-
tor Beckman SW 50.1 a 38.000 rpm durante 15 horas a 49C. Se reco-
gieron fracciones de 0,2 ml cada una, haciendo siffn con un caté-

ter desde el fondo del tubo.

VIII. CALCULO DE ALGUNOS PARAMETROS HIDRODINAMICOS Y MOLECULARES

DE LA FOSFODIESTERASA DE AMPc

VIII. 1. Coeficiente de sedimentacifin (520 m) y coeficiente de

difusifn (DZU,ull
Estos parfmetros se calcularon a partir de los datos de cen-
trifugacibn en gradiente de sacarosa de acuerdo a los métodos de
Martin y Ames (378) y Thompson y colaboradores (236) respectiva-
mente. Para ello se graficaron las distancias recorridas por ce-
da prote{na marcadora desde el borde superior del gradiente en

funcifn del 5, 0 del logaritmo de DZD , de estas prote{nas

O,w ’



105

(ver Tabla 4). De la relacifn lineal obtenida en cade caso se ob-
tuvo el valor de dichos parfmetros para la Ac-PDE por interpola-
cibn en las rectas respectivas conociendo la posicifin de la enzims

en ef.gradiente.

VIII. 2. Redio de Stokes (a)

El valor de a fue calculedo de los datos de elucifn de la co-
lumna de Sephadex G-200. De la relacifin lineal obtenida al grafi-
car el logaritmo negativo de los valores de Hav elevados a la 1/2
versus los radios de Stokes de las protef{nas marcadoras (Tabla 4),se
obtuvp el valor de a para la PDE e pertir del velor de K de

esta enzima (379).

VIII. 3. Peso molecular (PM)

Se calculf con los valores S, vy 8 segln la ecuacifn:
?

PM:G'\T(?ZUNNaSZUU/(1-6(-’20u) (379)

Donde:q) es la viscosidad del agua a 200C (1,1.10-2 g/cm.seg),

20,w

v es el volumen especifico parcial (que se supone igual a 0,725

cm3/g, por tratarse de una protefna soluble),f)zu , 28 la densidad
. ?

del agua a 20QC (0,98 g/cm3) y N es el nlmero de Avogadro

(6,02 . 10°° ).
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VIII. 4. Coeficiente friccional (f/fU)

El coeficiente friccional de la Ac-PDE se calculf utilizando

los valores de PM y a de acuerdo a la ecuacifin

f/f0 = a /(3 v PM)1/> (379)
LN

VIII. 5. Parfmetros hidrodinfmicos y moleculares de las protefnas

marcadoras

En la Tabla 4 se resumen los coeficientes de sedimentacifin,
radips de Stokes, coeficientes de difusibn y pesos moleculares de
las protefnas marcadoras utilizaedas en la centrifugacifn en gra-
dientes de sacarose y en la filtracifn por Sephadex G-200. En ca-
da ceso se indica la fuente bibliogrifica de donde fueron obteni-

dos dichos parfmetros.
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TABLA &4

Parfmetros hidrodinfmicos y moleculares de las protef{nas marca-

doras utilizadas

-

PROTEINA COEFICIENTE DE COEFICIENTE RADID DE PESD

SEDIMENTACION, DE DIFUSION STOKES  MOLECULAR

520, Pop,w 8
7 2 5]
(s) (10 om®/seg) ("A) (K)

Glucosa oxidasa 8,3 (380) 5.13 (380) 41,8 (*) 152 (380)
Fosfatasa
alcaelina 6,3 (372) 7.3 (377) 29,3 (*) 80 (372)
BSA (379) b,3 — 35,0 65
Peroxidasa 3,5 (381)  7.05 (381) 30,4 (*) 39,8 (381)
Citocromo c(382) 1,7 11.4 18,7 12,4
QD)

Los valores del radioc de Stokes (a) se obtuvieron de la fér
mula a = k T/61T13720,w°020,u tomada de Haga y colaboradores
(382) utilizando los valores de los coeficientes de difusifn
corregidas (DZU,w) tabulados (377,380,381), donde k es la cons-
tante de Bnltzmann':720,w es la viscosided del agua & 209C y T
es 293 K.

IX. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Las electroforesis se realizaran a 4QC.
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Se utilizb la técnica descripta por Davis (383). Se preparf
un gel de separacifn (0,7 x 12 cm) de una composicifn de acrile-

mida de 7%. Se omitib el gel de concentracifin.

-~

Los geles se precorrieron 6 horas a 2 mA/tubo utilizando co-
mo buffer catfdico Tris-ClH, 0,37 M pH 8,9, para eliminar el per

sulfato de amonio utilizado en la polimerizacibn.

Se sembraron muestras de 0,2 ml que contenfan, como méxima,

0,1 mg de protefna y 30% de glicerol (v/v) més 5 ul de azul de

bromofenol al 0,06 % (p/v).

Se hizo circuler una corriente de 2 mA/tubo hasta que el co-
lorante indicador del frente penetrara 1 cm en el gel y luego se
elevé la corriente a 4 mA/tubo durante esproximadamente 4 horas,

tiempo en el cual el colorante recorrif aproximademente 10 cm.

Para visualizar las protefnas,los geles se tifieron durante
una hora con una solucifn de azul de comasina al 0,25% (p/v) en
metanol:fcido acético (90:10). E1 exceso de colorente se elimi-
né por lavados con &cido ecético:metanol:agua (75: 50:875). La
densitometrf{a del gel se realizf caon un espectro densitfmetro

integrador Crudo Caamaiio.

La actividad de Ac-PDE se localizf, en geles no tefiidos,
cortando el gel en rodajas de 3 mm. En cada rodaja se determinf

la actividad enzimftica como se indica en la seccifin V. 2.
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X. OTRAS TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

X. 1. Identificacifn de los productos de la reaccifin de la

~ fosfodiesterasa de AMPc.

Se utiliz6 la técnica de cromatograffa en papel descripta en
la seccifin X.2. Los sobrenadantes de las distintas mezclas de in-
cubacifin de los ensayos de Ac-PDE de extractos provenientes de al
gunos estadfos de la morfogénesis aerfbica y los blancos correspon
dientes, se evaporaron a sequedad a temperatura ambiente utilizan-
do un evaporador rotatorio. Los residuos se tomaron en 25 pl. de
agua destilada y se sembraron en forma puntual en el orf{gen del
cromatograma. Se utilizaron como patrones internos 0,1 umol de los
siguientes compuestos: AMPc, 5' AMP y adenosina para el sistema 2.
A esta mezcla se afiadif inosina e hipoxantina cuando se utilizb

el sistema 1.

Los cromatogramas se dejaron desarrollar durante una noche y
luego se visualizaron los marcadores bajo lfmpara ultravioleta a
254 nm. La zona correspondiente a las distintas manchas se corta-
ron, se colocaron en viales con solucifn centelleadora y se conta

ron en contedor de centelleo lfquido (ver seccibfin X.7.).

Xe 2. Determinacifin de los volfimenes celulares

La determinacifin de los vollmenes celulares se realizf en
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las esporas y en los estadfos posteriores del desarrollo aserfbi-
co anteriores a la emisifin de los tubos germinativos. Para ello
se midieron los difmetros de las cflulas en cada estadfo. Se rea
lizaron mediciones de 30 células de cada estadfo bajo microsco-
pio 6ptico con 1.000 aumentos y con la ayuda de un ocular micro-

métrico. Los valores obtenidos para cada estadf{o se promediaron.

X. 3. Valoracifin de otros marcadores de peso molecular

Estos marcadores fueron valorados midiendo su absorbancia a

la longitud de onda 6ptima de cada compuesto

Dextrano azul 630 nm
Citocramo c 430 nm
Vitamina 812 400 nm

X. 4. Valoracifin de protefnas

Para la valoracifin de protefnas se utilizaron alternativamen-
te dos métodos:

El mftodo de Lowry y colaboradores (384) se utilizf de rutina.
La protefna de las muestras solubles fue precipitada con 4cido tri-
cloroacético en una concentracifn final de 10% y luego resuspendi-
da en HONa 1 N. Las protef{nas totales de células enteras, de los
extractos crudos, y de las fracciones subcelulares particuladas,

se determinaron en los sobrenadantes obtenidos luego de hidroli-
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zar las muestras en HONa 1 N a 100QC durante 30 min.

El método de Bradford (385) se utilizf como un método rfpido
para estudier el perfil de las protefnas en las cromatografias,
filtraciones moleculares y gradientes de sacarosa. Par ambos mé-

todos se empleb BSA como patrfn.

Xe 5. Purificecifin del AMPC[3H]

Este nucleftido radicactivo se purificl por pesaje a través
de una columna de 0,6 x 4 cm de resina AG50W-X8 (100-200 mesh).
Se sembraron 0,2 ml del nucleftido cfclico y la columna se eluyb
con agua en porciones de 80 upl. Una alfcuota de las fracciones
obtenidas se contb para radiocactividad en mezcla centelleadora
(ver seccibfn X. 7.). Se descartaron las tres primeras fracciones
con radioectividad y las siete restentes se juntaron y evapora-
ron a sequedad en un evaporador rotatorio. El1 residuo se resus-
pendif en el volGmen original con etanol 50% y se guardf a - 20QC
fraccionado en alf{cuatas de 50 pl hesta el momento de ser utili-

zado.

Se constatf la pureza del nucleftido por cromatograffa en pa-

pel utilizando el sistema 2 como solvente (ver seccifn VI. 2.).

X. 6. Sintesis de atel ¥ =32

Para la sf{ntesis de este nucleftido radioactivo se siguif,
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en lineas generales, la técnice de Glynn y Chappell (386) con

las modificaciones introducidas por Chang y colaboradores (387).
Luego de la etapa de elucifin del ATP[\( _BZP} del carbfn, le so
lucfén se llevf a sequedad a presifin reducida a temperatura am-
biente. El residuo se disolvif en etanol: 0,2 mM EDTA (1l:1,v/v),

se dividif en alfcuotas y se guardf a - 208C.

X. 7. Contaje de radioactividad

Para el contaje de las muestras radiocactivas se utilizf un

contador de centelleo lfquido marca Packard.

Las muestras resultantes de los ensayos de Ac-PDE se contaron
utilizando dos métodos alternatives: (1) se utiliz6 solucifn cen-
telleadora de Bray. Las muestras se contaron en viales de vidrio,
con 10 ml de solucifn centelleadora. Los viales se dejaran 20 min
en frfo para disminuir la autoabsorcifn antes de colocarlos en el
contador. Este método se utiliz6 cuando la asctividad enzimbtica
se determinf por el mftodo B (ver seccifin V.l.). (2) se utilizb
solucifn centelleadora de trit6én X-100-tolueno (1:3 v/v). Las
muestras se contaron en vieles de plhstico chicos con 3 ml de so-
lucifn centelleadora, spoyados sobre vieles de vidrio. Esta técni
ca se emplef cuando se ensayf la actividad de Ac-PDE con el méto-

do A (ver seccifin V.l.).
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Los cuadrados de papel conteniendo las muestras de los ense-
yos de quinasa de proteina, y los que se obtuvieron luego del
deserrollo de las cromatograffaes en papel, se contaron en 3 ml de
solucibn centelleadora de tolueno, utilizando también vieles de

pléstico chicos.

La radiocactividad del [BH] se midi6 a 60% de ganancia y con
una ventana de 50-1.000 durante un minuto. La radicactividad del
[3251 y del [lhél se midi6 con 25% de ganancia y con una ventana

de 50- 00 durante un minuto.

XI. REACTIVOS UTILIZADOS

Los siguientes reactivos fueron adquiridos en Sigma Chemical
Company: fosfodiesterasa de AMPc de corazfn bovino activable por
calmodulina, fosfatesa alcalina de E.coli tipo III-S, p-nitrofenil
fosfato disfdico (sustrato de la fosfatasa alcalina), peroxidasa
de rfbano picante-tipo I, citocromo c de corazfin de caballo tipo

III, venenos de serpiente (Ophiophagus hannah y Crotalus atrox),

tripsina de pancreas bovino tipo III, inhibidor de tripsina de
clara de huevo tipo III, inhibidor de quinesa de protefns depen-
diente de AMPc de mbsculo de conejo, calmodulina de corazén bovi-
no, seroalblmina bovina cristalina fraccifn V, histona tipo II-S
de timo de terners., benzamidina. Dextrano azul (PM 2.000 K),

reactivo de Azul 2-agarosa (l-h‘anl de reactivo Azul 2/ml de gel).
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AMPc, GMPc, 5' AMP, ATP, adenosina, hipoxantina, inosina. Imida-
zol (grado I), cafefna, teofilina y teobromina. Trizma base,
Pipes, EDTA, EGTA, DTT. Sacarosa (grado 1), sulfato de amonio

(grado I1II). PPO, dimetil POPDOP y Tritén X-100.

La glucosa oxidasa de Penicillium notatum fue de Merck.

E1 AMPc [3Hl(actividad espec{fica 38 Ci/mmol), el GMPc [3H3
(actigidad espec{fica 30 Ci/mmol) y el fosfato inorghnica E3sz
para la preparecifin del ATdy?Z% fueron adquiridos en The
Radiochemical Centre, Amersham. La adenosina(lhcl(actividad es-
pec{fica 50 mCi/mmol) y los reactivos para el radioinmunoensayo

fueran provistos por New England Nuclear.

La o-dianisidina y la arena de mar purificada con fcido y la

acrilamida fueron BDH.

Bio Rad proveyf las resinas de intercambio AGl-X2 (200-400

mesh), AG50uW-X4 (200-400 mesh), AGSOW-X8 (100-200 mesh).

Las resinas de filtracibn molecular Sephadex G-25 y G-200,

fueron de Pharmacis Fine Chemicals.

La DEAE-celulosa fue de Serva (Serva DEAE-SS, capacidad 0,71

mEg/mg) .

El papel de filtro utilizado fue Whatman. Los filtros de mem-

brana BA 85, poro 0,45 um fueron de Schleicher vy Schull.
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El TEMED y la Bis-acrilamida fueron de Eastman-Kodak Co.
El Azul de Comasina R 250 fue obtenido en Fluka.

Las membranas de ultrafiltracifin Minicon- B 15 fueron de Amicon

Corporation.

El resto de los reactivos fue de grado analftico.



RESULTADOS Y DISCUSION
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I. VALIDEZ DEL ENSAYD DE FOSFODIESTERASA

A lo lergo de todo el trabajo se utilizaron dos métodos para
medir la actividad de Ac-PDE, en el método A se emplea una resina
de intercambio anifnico para separar la adenosina[ 3H] del sustra
to sin reeccionar el cual queda retenido en la resina; mientras
que en el método B se utiliza una columna de intercambio catifini-
co que retiene la adenosine [BI-J formada y pasa de largo el AMPc
[3H] sin reaccionar, posteriormente la adenosina se eluye con una

solucifn ecuosa de amonfaco.

Cuando se utiliza el método B pars el dosaje de la actividad
enzimltica es muy importente velorar en los extractos, sobre todo
sl son poco purificados, la presencia de enzimas desaminantes pues
la eliminacibn de ;a carga positiva de la molécula de adenosina
hace que esta no se retenga en la resina de intercambio catifinico,
8 consecuencia de lo cual hay una subestimacifn de la actividad en
zimftica. E1 cemino metab6lico de la hidrflisis del AMPc en homoge

nizados de tejidos se resume en la Figure 7.

AMPc —————————o 5' AMP ( Adenosin (2) Adenina

1)
Ribosa
(3) NH (3) NH
(1) (2)

IM Pc———o 5V IMP T—-Inomna —T———D Hipoxantina
R

ibosa

(1): 5' nucleotidasa; (2) nucleosidasa; (3) desaminasa

Figura 7. Camino metabflico de la hidrflisis del AMPc en homogeniza
dos totales de tejidos, resumido de Dedman y Means (388).
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Se investigb la posible existencia de actividades de 5' nu-
cleotidasa y desaminasas en extractos crudos de tres estadfos de
la morfogénesis aerfbica (cultivos de 4, 7 y 14 horas), ya que,
la presencia de dichas actividades en cantidades significativas

en los extractos, podrfa invalidar el mftodo B del ensayo enzimb

tico.

Se ensayf actividad de Ac-PDE en alfcuotas de los extractos
en la mezcla de incubacifn standard & una concentracifin de AMPc
[3H] de 10 uM y se omitif el segundo paso de la incubacibn. La
reaccifn se detuvo por calentamiento como se indich en la seccifin
V.l. de Materiales y Métodos. Los tubos conteniendo la mezcla de
reaccifn se centrifugaron durante 10 min a 3.000 x g y los saobre-
nadantes, decantados a tubos limpios, se evaporaron a sequedad y
se procesaron como se indic en la seccifin X.l. de Materiales y
Métodos. Los productos de la reaccifin se resolvieron por cromato-
graffa en papel con el sistema 2 (ver Materiales y Métodos, seccio
nes VI.2 y X.1). Este sistema separa el AMPc del 5'AMP y a ambos
de los nuclefisidos y bases (adenosina, inosina, e hipoxantina), los
cuales corren todos con el mismo Rf. Se determinf que en los extrac
tos existe actividad de nucleotidase de 5'AMP ya que del 20% del
AMPc [3H1 hidrolizado solo el 30-35% aparecif en la zona del 5'AMP
patrfn mientras que el 60-65% restante aparecif en la zona del cro

matograma correspondiente a los nuclefisidos.
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En ensayos peralelos se tomaron slfcuotes similares de los
extractos, les que se incubsron y proceseron como se indicé erri
ba, excepto que se incluyf la segunda etespa de incubacifn con ex
ceso de fosfatese alcaline. Los productos de le reeccifin se resol
vieron por crometogreff{a en pspel utilizando el sistema 1 (ver
Materiales y M&todos secciones VI.2 y X.1). Este sistema no resuel
ve bien el AMPc del 5'AMP pero separa bien entre s{ adenosins, hi-
poxantina e inosine. En ninglin caso la cantidad de inosina mfs hi-

poxantina resultf mayor del 10% de la adenosina formada.

De acuerdo s estos resultados, se concluyfé que la dessminscifin
no es significative en estos extractos, similermente a lo gque ocurre

en extractos poco purificedos de micelio de Neurospora crassa (356)

y de Phycomyces blekesleeanus (360). De ests manera se confirmé la

validez del ensasyo de Ac-PDE cuando se utilizf el método B pera

valorser le ectivided enzimbtica.

II. ACTIVIDAD DE FOSFODIESTERASA DE AMPc Y VARIACIONES DE LOS

NIVELES DE AMPc DURANTE LA MORFOGENESIS AEROBICA

Daedo que en todos los sistemas biolfgicos estudiados las acti-
vidades enzimfticas gque regulan los niveles intraceluleres de AMPc
son la adenileto ciclasa y la fosfodiesterasa de AMPc, se estudieron

las varisciones de la activided especifice de la Ac-PDE y su rela-
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ci6n con los niveles intra y extraceluleres de AMPc durente el
crecimiento serfibico de M.rouxii. Al mismo tiempo se compseraron
con las variaciones de actividad espec{fica de adenilato ciclass;
dichos valores se incluyen en este trebajo con el objeto de compa
rarlos con la actividad de Ac-PDE y se reproducen de un trabajo

realizaedo en este laboratorio (184).

El cultivo del organismo para estos ensayos se reslizfi como

se indic6é en Materiales y Métodos (seccifn I.5). Las muestras se
cosecharon a distintos intervalos de tiempo, siendo el tiempo to
tal de crecimiento de 24 horas. Los tiempos de cosecha de los
distintos estadfos se fijaron teniendo en cuenta por observacibn
microsclpica de muestras tomadas esterilmente, el momento en gue
el 80% de la poblacifn de células tuviera la morfologfa requerida.
Las morfologfas gue corresponden a los distintos estadfos del cre
cimiento elegido se pueden observar en las abscisas de las Figuras
8 vy 9. E1 tiempo de aparicibn de las distintas formas es variable
y dependiente de la cantidad de infculo, por lo que en cada experi
mento se inoculf siempre la misme centidad de esporas en ceda fras
co (106 esporas/ml). Al caebo de los tiempos indicados las muestras

se procesaron como se indic6 en Materisles y Métodos (seccifin IV.1l).

En el gréfico de barras de la Figura 8 se comparan las varia-
ciones de las actividades espec{ficas de Ac-PDE y de adenilato ci-

clasa en funcifn del tiempo de crecimiento aerfbico. Se observf que
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Figura 8: Morfologfa, sctividades de sdenileto ciclasa y Ac-PDE durante el

crecimiento aserBbico

Los ensayos de Ac=PDE se llevaron s caebo por el método B seglin se indich
en Materisles y Métodos (seccifin V.l.) utilizando extractos crudos como
fuente de enzima (seccifn IV.l.). Ls medide de ectividad de adenilato ci
clesa de los mismos extractos fuf realizeda por Ma. Leonar Centore (184).
Los resultados se expresan como el porcentsje de la ectividad especifica
respectiva de los extrectos de esporas, que resulteron ser pera la adeni
lato cicless 40 pmoles/mn/mg y pera la Ac-PDE 30 pmoles/min/mg. Todas
las determinaciones se llevaron a cabo en condiciones de linealidad res-
pecto de la concentracifn enzimfticse. Los velores graficados representan

el promedio de cuatro experimentos por separedo.

Ac-PDE: barras llenas; Adenilato ciclasa: barras vacias.
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las esporas sin germinar poseen los niveles mfs sltos de activi-
dades especifices de sdenilato ciclaesa y de Ac-PDE: 40 y 30 pmoles
de AMPc sinetizados e hidrolizedos por mg de protefna y por minuto,
respectivamente. A estas asctividades espec{fices se les asignf ar-
bitrariemente el valor 100. Les ectividedes especi{ficas en los dis-
tintos estadfos se expresaron como porcentaje de dichos valores. Se
vié gue durante la germinacifn y hasta el estadfo de cflules esféri
cas disminuyeron ambas actividaedes siendo mfs pronunciada la cafda
de 1la actividad especifice de la adenileto ciclasa gue ls de la
Ac-PDE, asf{ a las 2,5 horas de crecimiento las actividades especi-
ficas remsnentes fueron el 25 y el 50% respectivemente. A partir de
ese momento la actividad especi{fice de le adenilato ciclesa comenzf
a sumentar graduslmente y alcaenzf velores del 75% en el estadfo de
micelio joven, manteniéndose en este nivel hasta el final del creci
miento. Le actividad espec{fice de Ac-PDE no cembifé significative-
mente luego de le caida inicial, manteniendo el velor alcenzado du-

rante la fase del crecimiento exponencial y haste el final del de-

sarrollo.

Los niveles de AMPc intra y extracelular se midieron a diferen-
tes intervelos de tiempo durante el desarrollo serfbico. En la Figu
ra 9 se ve gque ls concentracifn de AMPc intracelular permanecif ca-
si constente, en un valor de aproximadamente 20 pmoles/mg de protef

na durante las primeras tres horss de germinacifin, excepto por un
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Figura 9: Niveles intrs y extracelulares de AMPc durante la morfogénesis

gerfbica

Se inocularon esporsngiosporas cosechadas en el dfa, en frascos de
cultivo individuales (106 esporas/ml). A los tiempos indicados, las
muestras se procesaron por duplicedo como se describif en la seccifn III.1l.
de Materiales y M&todos. Los niveles intra (@) y extraceluleres (O) de AMPc
se midieron como se indicf en la seccifin II1.2. El1 crecimiento (A) se expre-
s6 como mg de protefnas/ml de cultivo. La flecha indica el momento en el

cual el 80% de la poblacifn habfa comenzedo a emitir los tubos germinativos.
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peguefio aumento observado a lss 2 horss de crecimiento, para lue
go decaer gradualmente alcanzando un minimo (10 pmoles/mg) a las
5-7 horas de desarrollo. Es en este momento cuando el 80% de la
poblacifn celular completf su transformacifn de esporas s células
esféricas y comenz6 la aparicién de los tubos germinstivos. Luego,
y a medida que estos se elongan, los niveles intracelulares de
AMPc aumentaron continuamente con respecto a la protefna total
indicando sintesis neta de AMPc. La cafda en los niveles intrace-
lulares de AMPc, gue coinciden con una transicifin diferenciativa
durante el crecimiento, fueron observados en otros hongos afines

a M. rouxii: M. racemosus (31), M. genevensis y M., mucedo (389) vy

Blastocladiells emersonii (51). En estos casos la aparicifin de los

tubos germinativos esté precedida por una cefda drem&tice del
AMPc intracelular, mantenifndose estos niveles bajos durante el
crecimiento vegetativo. Por otro ledo, en estas especies hay un
aumento muy significetivo de los niveles intrecelulares de este
nucleftido durante las primeras horas de germinacibfn, sumento gue

no se observl en.M. rouxii.

Le figure 9 muestra ademfs que el AMPc extracelular se acumulf
en el medio de cultivo desde los primeros estadfos de la germina-
cibn siguiendo un perfil similar sl de la curva de crecimiento. Es
tos velores del nuclefitido cfclico probeblemente representen el

AMPc real expulsado de las cflulas ya que no pudo detectarse acti-
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vided extracelular de Ac-PDE en ningln estadfo del crecimiento,
e peser de ensayer cantidedes de medio filtredo gque cubrfan une

emplia gema de concentracifin proteice (detos gue no se muestran).

-~

De los datpos de las Figures 8 y 9 se concluye que existe una
correlacifn bastante estrecha entre los niveles intracelulares
del nucleftido cfclico y los cembios de las actividades especifi
cas de ambas enzlimas. Estos detos sugieren gque durante la transl
cibn de esporas & células esféricas existe une predominancie de
le degradacifin sobre la sintesis del AMPc. A partir de la emisifn
de los tubos germinativos la situacifn se invierte; & lo largo de
eate perfodo la sintesis del nuclebtido cf{clico predomina sobre
su degradacibn, los niveles de AMPc sumentan gradualmente a medi-
da que los tubos germinativos se alargen, alcanzendo una meseta
al final de la fase logar{tmica del crecimiento. Ls scumulacifin
total del AMPc intra mfs extreceluler durante la fese logaritmi-
ca no puede explicerse exclusivamente por cembios en laes sctivi-
daedes especificas de la fosfodiesterase y de la sdenilato ciclasa.
Tal vez la sfntesis a degradacifn de alglin otro componente del
metabolismo del AMPc (inhibidores y/o activedores de embas activi-
dades) o le capacidad de las enzimas para responder s teles facto

res estén alterados durante la morfogénesis.

Recientemente Orlowski (389) trsbajendo con otras dos espe-

cies dimbrficas de Mucor, encontré que a lo largo de le germina-
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cibn serfbica de las esporangiosporas no se producen cambios sig-
nificativos en las actividades de Ac-PDE, pero s{ en las adenila-
to ciclasa y concluye que ls concentracifn intraecelular de AMPc

en estas especies es funcifin directe de la actividad de adenilato

ciclasa.

III. CONCENTRACION CELULAR DE AMPc

Se calculf la concentracifin de AMPc por célula para guellaos
estadf{os del crecimiento aerfibico en donde fue posible medir los
difmetros celulares, asimilando groseramente el volumen de las
células al de una esfera, excepto en el caso de las esporangiospo-
ras en donde el volumen celuler se asimilf al de un elipsoide. Los
estadf{os del crecimiento considerados fueron desde esporangiospo-
ras (t= 0 horas) hasta cflulas esféricas (t= 5 horas) gue es un es-
tadfo anterior al de apericifn de los tubos germinativos

(t= 7 horas).

Se calculf la concentracifn de AMPc por célulae en cade estadfo.

Los resultados obtenidos se resumen en la Table 5.
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Table 5

x
Concentracifn celular de AMPc

Estadfo Volumen celular Proteina/célulg” Concentracifn de AMﬁg»
(horas) Qp3) (mg.lUB) (pmoles/mg por célu
protefna) la (uM )

0 36,8 0,4 19,3 2,3

1 87 0,63 19,8 1,4

2 143 1,06 23,5 1,7

3 321 2,02 20,1 1,3

4 641 4,00 14,8 0,9

5 1317 10,00 14,2 1,0

Las cflulas de los distintos estadfos se obtuvieron de los culti
vos realizados para la morfogénesis serfbica. (a) y (b) los velo

res se obtuvieron de los datos de la Figure 9.

De los velores de la tabla se deduce gque durante’la morfogé-
nesis aerfbica, sl menos en los ested{os considerados, las varia-
ciones del AMPc son significativas, ya gque desde el estadfo de es
pora hasta el estadf{o de cflula esférice (t =S5horas) las concen-
traciones de AMPc disminuyen en mfs de un 100%, considerando al
nucleftido uniformemente distribuido en una solucibfn acuosa; posi-
blemente los niveles de AMPc libres sean menores. Los valores obte

nidos son semejantes a los hallados como valor promedio para célu-
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las de eucariontes superiores (75,266) y pars células de algunos

hongos (50,51).

Iv. DISTRIBUCION SUBCELULAR DE LA FOSFODIESTERASA DE AMPc EN

EXTRACTOS DE LA FORMA FILAMENTOSA

Se comenzf el estudio de la caracterizacifn de la Ac-PDE de

Mucor rouxii analizendo su distribucifin en las distintas fraccio-

nes subcelulares del micelio.

En cada fraccifn subcelular obtenida se midifé la sctividad
especifica y totel de ls enzima. Para los chlculos de les activi-
dad enzimfbtica se utilizf la zone lineal del gr&fico de sctividad
versus la concentrecifn de extrecto, observfndose para todas las

frecciones, linealidad hasta uns concentracifn de 100 ug de pro-

teina.

La Tabla 6 resume los velores de les actividades especificas
y toteles encontrsdos cuando se sometif 1 g de polvo de micelio
al fraccionemiento subcelular descripto. Los resultados son el
promedio de tres experimentos por separado. Se observ8 gue més
del 65% de la ectivided de AMPc-PDE se encuentra en el sobrensdan
te postmicrosomsl (S,qq), ademfs dicha fraccifn fue la Gnica que

exhibif una ectivided especifica mayor que la del extracto crudo.
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La activided asociade a la fraccifn PB' probablemente cons-
titufda por fragmentos de pared celular con membranas asociadss,
membranas provenientes de organelas tales como nlicleos y mito
condfﬁas y tal vez por células no totalmente rotas, permanecib
dentro de los Qalores observados luego de rehomogenizecibn y su-
cesivos lavedos con buffer A, indicando que cerca del 30% de le
activided total de la Ac-PDE estf asociada a esta fraccifn y no
se debe a contaminacifn por el sobrenadante. Le baja activided
Fnzimbtica de le freccifn microsomal (PIDD) puede ser intrinseca
de esa fraccifn o deberse a contaminacifn con el sobrenadante

postmicrosomsl, ya que el lavado del P,gq resultf dificultosoc de-

bido al pequefio volumen obtenido de esta fraccibn.

Cuando se estudif la distribucién subcelular de le enzima en
esporas del hongo, se encontrf que el 65% de le actividad de PDE
esta asociade a la fraccifin PB’ mientras que solo un 28% es solu-
ble. Ests distribucifin puede explicarse por el gran porcenteje de
pared y membranas celulares que existen en esporas respecto de ls

freccibn citoplasmética.

Al comparer ls distribucifn subcelulser de la Ac-PDE de M.rouxii
con la descripta por otros sutores para otros hongos, se encuentres
gue hongos afines a Mucor poseen une distribucifn subcelular simi-

lar de ls fosfodiesteresa. As{ en Blastocladiella emersonii ls ma-

yorfs de 18 ectividad de Ac-PDE es soluble (49) y en Phycomyces

blakesleeanus lo es el 95% (360). En otros hongos no taxonbmica-
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mente relacionados a M.rouxii se encontraron varieciones en cuan
to a la distribucifn subcelular de la Ac-PDE. Rsf en Neuraospors
crassa la mayor parte de la actividad enzimftica es soluble (143),

enSceharomyces cerevisiae el 80% de la activided es soluble (354),

en Physarum polycephalum el 90% de ls actividad total de Ac-PDE es

extracelular y el 10% intraceluler estf perticulads en mbs de un

80% (351) y en Dictyostelium discoideum en el estado de culminacifin

la mayorfa de la actividad es soluble (390).

En tejidos de mami{feros la situacifn es mis compleja debido
a la existencia de formas miltiples de la enzima (ver Introduccién
seccifin IX.1l.). En términos generales las formas de la Ac-PDE con
baja efinidad por el sustrato son solubles, mientras gue la de sl-

ta afinidad es particulada (197,206-208).

V. ACTIVIDADES DE FOSFODIESTERASA DE AMPc vy de GMPc EN EXTRACTOS

SOLUBLES DE MICELIO

Se determind la actividad de Ac-PDE y de Ge-PDE en la fraccifin

SlDU de micelio de Mucor rouxii. Para la determinacifin de ambas &c

tividades enzimfticas se utilizaron tres concentraciones diferentes
de ceda nucleftido cfclico. Los resultados obtenidos se pueden ver

en la Tabla 7.
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Tabla 7
Actividades de Ac-PDE y de Gc-PDE en 1s fraccifin S 00
Sustrato Activided especi{fice
(M) (pmoles/min/mg )
AMPc o GMPc Ac-PDE Gc-PDE
Mn2+ Mg2+ Mn2+ Mg?+
0,2 4,2 1,7 0,4 0,4
1 12,7 5,0 1,4 1,5
10 31,8 11,7 4,0 3,6

|
Se ensayf actividad de Ac-PDE y de Gc-PDE en alfcuotas apro-

piedss de la fraccifn 5,gg obtenide como se indich en la seccifin
IV.3 de Maeterismles y Métodos. Ambas actividades enzimbticas se
ensayaron con el método A (secciqnes Vol. vy V.3. de Materiales

y Métodos) a las concentraciones indicedes de ceda nuclefitido
cfclico y con Mg2+ o Mn2+ como catifn divalente a una concen-

tracifn de 10 mM.

Como se vé, la actividad especifice de Ac-PDE es de 3 a 10
veces mayor que la de Gec-PDE, siempre que los velores de activi-
dades se comparen a la misma concentracifn de cada nucleftido
ciclico. La magnitud de estas diferencias dependifi de la concen-

tracifn del nuclefitido cfclico y del catifin utilizado.
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V.l. Perfil de elucifin de las actividades de fosfodiesterasa de

AMPc v de GMPc en columna de DERE-celulosa

Se investigf la existencia de formas mlltiples de la PDE en
la fraccifn SlDU de micelio con el objeto de caracterizar mejor
la(s) ectivided(es) de PDE de este organismo. Para ello se uti-
1liz6 la técnica de cromatograffe en DEAE-celulosa a pH 6 desa-
rrollada por Rus=ll y colaboradores (211) para separar las for-
mas mlltiples de fosfodiesterase de nuclefitidos ciclicos presen
tes en h{gado de rate. Esta técnica es una de las més utilizadas
pera la separacifin fisica de las distintas formas de PDE en teji
dos superiores. Ademfs de ser una técnice sencilla provee un
buen método de comparacifn con los resultados obtenidos por otros

autores utilizando el mismo procedimiento (212,233,234,391).

Le cromatograffa en DEAE-celulosa de la fraccifn 5100 dializse-
da difé como resultedo el perfil de elucifn de las actividades de

fosfodiesterasa que se muestran en la Figura 10.

Se observa que la sctividad de Ge-PDE eluy$§ como un pico simé-
trico a una concentracifn de 0,15 M de scetato de Na, scompsfiado
por un pico de proteina. La recuperacifin de la actividad de Gc-PDE
fue solamente de 15% con respecto a la actividad sembrada en la
columna. La actividad de Ac-PDE tembién eluyf como un (nico pico

simétrico a una concentracifn salina mayor (0,4 M de acetato de
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Figura 10: Cromatograffs en columna de DERE-celulosa de la fraccifn
§i00—ﬂe micelio

Se sembrf 100 mg de protefna de la fraccifn S gg dializada contra buffer
Tris-acetato 30 mM,pH 6; 2-mercaptoetanol &4 m& en une columna de DEAE celu
losa de 10 ml equilibrada en el mismo buffer. La columna se lavf con 20 ml
de buffer y la protefna se eluyb con 100 ml de un gradiente lineal de acets
to de Na 0-1M preparada en el buffer de equilibrio. Las demfs condiciones
fueron descriptas en Mat.y M&t.(secc.VI.l.). La actividad de Ac-PDE se ense
y6 en alfcuotas de 25 pl a 1(®) y 10(0) uM de AMPc[3H]. La actividad de
Gc-PDE se ensayf en slfcuotas de 40 pl a 0,2 uM de GMPc [3H](A). La 1lfnea
punteada indica el perfil de elucibén de la protefna.
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Na) independientemente que la actividad enzimbtica se ensayara
al o 1l0 uM de sustrato. No se pudo detectar actividad de Ac-FDE
en ninguna fraccifn de la columna cuando se ensayf la actividad
enzimftica por la liberacifn de fosfato inorghnico & una concen-
tracibn de sustrato no radioactivo de 1 mM. La recuperacibn de
la actividad de la Ac-PDE fue del 75-80% respecto de la activi-
dad sembrada. El pico de actividad de Ac-PDE recrqmatografiado
en las mismas cond;ciones anteriores volvif a eluir en la misma
posicifn (datos gque no se muestran). No se detectf actividad
fosfodiesterfsica en las fracciones correspondientes al lavado

de la columna.

V.2. Efecto del GMPc sobre la actividad de fosfodiesterasa de

AMPc

En principio, de la observacifin del perfil de elucifin de la
Figura 10, resulta obvio gue la actividad de PDE que eluyb a
una concentracifn salina de 0,4 M de acetato de Na es especifi-
ca para la hidrflisis del AMPc, al menos a la concentracifin de
GMPc utilizada (0,2 pM). Sin embargo para confirmar los resul-
tados se ensayf el efecto de concentraciones crecientes de GMPc
no radiactivo sobre la actividad de Ac-PDE del pico obtenido de
la columna. Los resultados obtenidos se grafican en la Figura

11. Se observa que para lograr una inhibicifn del 32% de la
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Figura 11: Efecto del GMPc sobre la actividad de Ac-PDE

Las fracciones limitadas por la barra en la figura 10 (18 ml) se junte-
ron y dializaron contra buffer Tris-acetato 30 mM, pH6; 2-merceptoetanol 4 mM.
Para concentrar la sctividad enzimftica el dializado se sembrf en una columna
de DEAE-celulosa de 1 ml equilibrada con el buffer de diflisis. La columna se
lav6 con 2 vollmenes de buffer de equilibrio y la protefna se eluyf con el
mismo buffer conteniendo 0,8 M de acetato de Na. S5e recogieron fracciones de
0,1 ml y se ensayd actividad de Ac-PDE a 1 uM de AMPc[3Hj en alf{cuotas de
cade fraccifn. Se juntaron las fracciones con actividad énzimdtica (1 ml)
vy se dializaron contra buffer A. La recuperacifn de la actividad de esta
segunda DEAE-celulosa fue del 100%.

De la fraccifin resultante se ensayf actividad de Ac-PDE en alfcuotas de
10 pl a una concentracién de AMPc[3H] de 10 MMy Mn2+ 10 mM y en presencia
de concentraciones crecientes de GMPc.
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hidrflisis del AMPc [3H] fue necesario alcanzar en el ensayo una

concentracifn de GMPc 100 veces superior a la del AMPc [BH] .

De los resultados de la Tabla 7 y de las Figuras 10 y 11 se

puede concluir que:

a) La actividad especf{fica de Gc-PDE de extractos solubles de
M.rouxii es de 3 a 10 veces menor que la actividad espec{fica de
Ac-PDE a todas las concentraciones de nuclefitido c{clico ensaya-

dase.

b) Las dos actividades de fosfodiesterasa parecen ser dos entida-
des diferentes ya que: 1) se separan en columna de DEARE-celulosa,
2) cada actividad es espec{fica para su respectivo nucleftido cf-
clico, 3) a juzgar por las recuperaciones de ambas actividades
luego de la cromatograff{a en DEAE-celulosa, la actividad de Gc-PDE
serf{a menos estable que la de Ac-PDE, 4) ambas actividades enzimb-
ticas presentan un requerimiento diferencial para los cationes en-

sayados, as{ la Gc-PDE funciona igualmente bien con iones M92+ 0

2+

Mn2+, mientras que el Mn resultfé 2 a 3 veces mis efectivo gue el

Mgz+ para la hidrfilisis del AMPc por su enzima.
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VI. PURIFICACION PARCIAL DE LA ACTIVIDAD DE FOSFODIESTERASA DE

AMPc SOLUBLE

Ua estretegia de purificacifin seguide en el presente estudio
tuvo como objetivo la separacifin de la actividad de Ac-PDE solu

ble de micelio de Mucor rouxii de le mayor cantidad posible de

otras protefnas, poniendo especial &nfasis en la separacifin de
la actividaed de Ac-QP, que como se verf mfs adelante participa

directamente en el proceso de activacién de la PDE.

l.- Preparacifin de la fraccifin 5100

Se partif6 de 20 g de polvo de micelio, y se prepar§ la frac-
cibn S,gg Como se indic6 en Materisles y Mé&todos (seccifin IV.3.).
Se obtuvieron 46 ml de SlDD la cusl se considerf como primera
etapa de purificacifn. Se incluyé benzamidina 20 mM en el buffer
de homogenizacibn con el objeto de minimizar el efecto de pro-
teasas celulares. Como se verf mfs adelante, la proteflisis 1li-
mitada de la Ac-PDE de este hongo produce una forma enzimftica

que presenta mayor actividaed que la de la forma no proteolizada

de la enzima e insensible a la activacifn por fosforilacibn.

2.~ Fraccionamiento con sulfato de amonio

La fraccifin SlDD obtenida en el paso anterior se llevf a 55%

de saturacifin con una solucifn de sulfato de emonio saturaeds vy
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neutralizada (pH 7). La suspensibn obtenida se centrifugb a
8.000 x g durante 20 min, se descartf el sobrenadante y el preci
pitado se guardf a -209C. En estas condiciones la enzima se con-

serva durante varias semanas sin pérdida apreciable de actividad.

Esta etapa de purificacifn fué buena como tal, ya gque se sepa-
r6 el 75% de la proteina del Sipg v 1le recuperacifn de le activi-

dad fue del orden del 80%.

3.~ Cromatograffa en DEAE-celulosa

El precipitado obtenido en la etapa anterior se resuspendif
en un volumen minimo de buffer B, obteniéhdose 4,3 ml de extrac-
to (fraccifn de sulfato de amonio), gue contenf{a 174 mg de pro-
tefna, y se cromatografié en una columna de DEAE-celulosa de 1,4 X
16 cm equilibrada en buffer B. Para bajar la fuerza ifinica vy
permitir la adsorcifin de la muestra a la resina se utilizaron
dos métodos selternativos: a) la fraccifn de sulfato de amonio se
desalf por pasaje & través de una columna de Sephadex G-25 equi-
librada con buffer B conteniendo glicerol 20% (v/v) o b) la mues
tra se sembrf diluida en buffer B en porciones de 40 ml de modo
de obtener una concentracifin de protefna de 1 mg/ml. Luego del
sembrado, la columna se lavf con un vollmen de buffer de equili-
brio y se desarrollf la cromatograffa con un gradiente lineal de

ClNa entre 0-0,45 M preparado en buffer de equilibrio.
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Los resultados obtenidos se grefican en le Figura 12. Se ob-
serv6 un solo pico de actividad de Ac-PDE que eluyf a una concen
tracién de ClNa de 0,25 M y gue co-cromatografif con el pico de
actividad de Ac-QP. La Figura 12 muestra un perfil t{pico de elu

cifn de ambas actividades enzimfticas.

Las fracciones limitadas por la barra en la Figura 12, se jun
taron y concentraron por precipitacifin con sulfaeto de amonio sf-
lido hasta 80% de saturacifin, cuidando de mantener el pH de la
suspensifn en el rango 7-7,5 con bpffer Tris-C1N 100 mM, pH 7,5.
La suspensifn se centrifugf a 8.000 x g durante 20 min y el pre
cipitado obtenido, resuspendido en un volumen m{nimo de buffer B,
se dializé contra 100 volGmenes del mismo buffer durante 2 horas.
El dializado se clarific6 por centrifugacién. E1 sobrenadante ob-
tenido (fraccibn de DEAE-celulosa) se utilizf en la etapa siguien

te de la purificacibn.

En la cromatograffa en DEAE-celulosa se separf una cantidad
gpreciable de protefna y la actividad de Ac-PDE se purifich apro-

ximadamente 6 veces respecto del paso anterior.

L.~ Gradiente de sacarosa

La fraccién de DERE-celulosa se sembrf, dividida en alfcuotas
iguales, en 6 gradientes de sacarosa 5-20% preparados en buffer 8.

Se recogieron, unas sobre otras, las 26 fracciones obtenidas de
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Figura 12: Cromatograffa en columna de DERE-celulosa de la fraccifin

de sulfato de amonio

Se aplich la fraccifin de sulfato de amonio en una columna de 25 ml de
ODEAE-celulosa equilibrada en buffer B. La columna se lavf con 25 ml de
buffer de equilibrio y la protefna se eluyf con un gradiente lineal de
ClNa 0-0,45 M preparado en el buffer de equilibrio. Las demfs condicio-
nes se indicaron en Mat. y Mét. (seccibn VI.l.). Las actividades de Ac-PDE
y Ac-QP se ensayaron en alfcuotas apropiadas seglin se indic6 en las seccio
nes V.l. y V.5.1.. La 1i{nea de puntos indica el perfil de elucifin de la
protefina.
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cada gradiente, resultendo fracciones de aproximadamente 1,1 ml.
Se ensayf activided de Ac-PDE y de Ac-QP en alfcuotas de cada

una de estas fracciones. Un perfil de sedimentacifin t{pico de
ambas ectividades se muestra en la Figura 13. Las fracciones 1i
mitadas por la barra, se juntaron y concentraron a través de una
columna de DEAE-celulosa de 1 ml. E1l concentrado se dializf con-
tra buffer B y se guardf a -200C (freccifin de gradiente de saca-
rosa). Las fracciones con actividad de Ac-QP se juntaron y concen
traron a través de un concentrador Minicon - B 15. La fraccifin ob
tenida se guardf a -209C para ser utilizada en algunos ensayos de

activacifin de la Ac-PDE.

Resultf {itil incluir esta etapa de purificacifn, ya que, como
se vé en la Figura 13 con este procedimiento se separa completamen

te la actividad de Ac-PDE de la de Ac-QPF.

5.~ Cromatograf{a de afinidad en columna de Azul 2-Agarosa

Se utilizf esta etapa en la purificacifén de la Ac-PDE, ya que
se ha demostrado que la cromatograffe de afinidad gque utiliza como
ligando dextrano azul puéde emplearse ventajosamente para la puri-
ficacifn de protefnas que tienen afinidad para los nuclefitidos li-

neales de adenosina (v.g. ATP, NAD o Coenzima A) (392).

Morrill y colaboradores (376) describieron el uso de esta téc-

nica pera purificar a homogeneidad la Ac-PDE de cerebro bovino.
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T

N° de FRACCION

Figura 13: Sedimentacifin en gradiente de sacarosa de la fraccibn

de DEAE-celulosa

Se sembrf la fraccifin de DERE-celulosa en 6 gradientes de sacarosa
5-20% preparados en buffer B. Las condiciones de la corrida se indi-
caron en Mat. y Mét. (secc. VII.). Las actividades de Ac-PDE y de
Ac-QP se ensayaron en alfcuotas apropiadas seglin se indich en las
secciones V.l. y V.5.1.. La l{nea de puntos indica el perfil de
elucibn de la protefna. )

Ac-QP (unidades/10pul) (o)
¢
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Con la Ac-PDE de M.rouxii purificada hasta la etapa 4 se res
lizaron numerosos ensayos preliminares buscando las mejores con-
diciones de adsorcifn de la enzima sl gel y su posterior elucifin.
As{; se encontrf que & pH 7,5 la mayorfa de la actividad de PDE
no fue retenida en la columna, mientras que a pH 6,3 mhs del 90%

de la actividad enzimftica se adsorbif al gel.

En base a estos ensayos preliminares se adoptf el siguiente
protocolo en esta etapa de la purificacibfn: la fraccifn de gra-
diente de sacarosa (1 ml) se dializfi contra 100 vollmenes de
buffer C conteniendo C12Mg 2 mM y se sembrf dividida en 2 fraccio
nes de 0,5 ml cada una. Despufés de sembrar cada alfcuota, la co-
lumna se cerrf durante una hora para permitir la adsorcifin de la
muestra al gel. Todas las oparaciones se realizaron a 4OC y la
cromatograff{a se desarrollf como se indicl en Materiales y M&to-

dos (seccifin Vl1.3.).

Un perfil tfpico de elucifin de 1la actividad enzimbtice y de
la protefna se muestra en la Figura l4k. Se observa que con el la
vado salino se separf una cantidad apreciable de protefna no en-
zimftica; la actividad de Ac-PDE eluyf como un pico agudo por
accifn del AMPc agregado al buffer de elucifn. Del gré&fico tam-
bién se observa que un lavado posterior del gel con elta concen-
tracifn salina hace que eluya otra cantidad considerable de pro-

tefna sin actividad de Ac-PDE.
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Figura l4: Cromatograffa en columna de Azul 2- Agarose de la

fraccifn de grediente de sacarosa
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Se sembrfi la fraccifn de gradiente de sacarosa dislizada contra
buffer C, en una columna de 1,5 ml de Azul 2- Agarosa equilibrada en el
mismo buffer. Las condiciones de cromatograff{a se indicaron en Mat.y Mét.
(secc. VI.3.). De cada panel se recogieron 14 fracciones de 0,5 ml. Para
determinar la actividad enzimética en las fracciones correspondientes a la
elucibn con buffer conteniendo AMPc, (Panel II) se tomaron alfcuotas de 50 ul
de cada fraccifn y se agregf 50 ul de una solucifn de BSA de 10 mg/ml. La
protefna se precipitf con 0,3 ml de una solucifin saturada de sulfato de amo-
nio; luego de centrifugacifn, el precipitado se resuspendif en 50 pyl de buffe:
Tris-ClH 10 mM, pH 7,5; 2-mercaptoetanol 2 mM, y se ensayf actividad de Ac-PDE
en alfcuotas de 1 pl. La actividad enzimbtica de las fracciones correspondien-
tes al lavado (Panel I) y a la elucifn con ClNa 1 M (Panel III) se ensayb di-
rectamente en alf{cuotas apropiadas. En todos los casos la actividad de Ac-PDE
se determinf a 1 uM de AMPcC [3H} La 1fnea de puntos indica el perfil de elu-
cibn de la protef{na.
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Las fracciones limitadas por le barra se juntaron y concen-
traron por ultrafiltracifn a través de un concentredor
Minicon-B 15 y el concentrado se dializ6 contra buffer A conte-

niendo glicerol. 20% (v/v).

La actividad espec{fica de Ac-PDE en la fraccifin de este Gl
timo paso de purificacifn fue de 8.200 pmoles de AMPc hidroliza
do/min/mg de protefna, lo cual representf une purificecifin de
aproximadamente 260 veces respecto de la fraccifin S100° (Ver Ta

bla 8).

VII. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE LA FOSFODIESTE-

RASA DE AMPc.

La Figura 15 muestra el perfil de proteinas (15 A) y de ac-
tividad enzimftica (15 B) de le preparacifin de Ac-PDE de la (1ti

ma etapa de purificacién slcanzada (fraccifn de Azul 2-Agarosa).

Como se vé en la Figura 15 A la preparacifin no es homogénea.
Por densitometrfa del gel se pudieron detectar 4 picos principa-
les de protefna; designados I, II, III y IV de acuerdo a su movi
lidad electroforética, solo el pico III, cuyo Rf fue 0,62, coin-
cidib con el pico de actividad de Ac~-PDE (Figura 15 B). Por el
frea de los distintos picos de protefna se puede estimar que la

Ac-PDE es aproximadamente el 30% de la protefna total.
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Figura 15: Electroforesis en gel de poliecrilemida de

la freccifn de Azul 2-Agarosa 147
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Dos alfcuotas de 50 ul de la fraccibn de Azul 2-Agarosa, conte-

niendo 50 pg de protefna, se sometieron a electroforesis en geles
de poliacrilamide al 7% como se indicl en Mat. y Mét. (secc.IX).
Uno de los geles se cortf en rodajas de 3 mm y en cada una de ellas
se midif actividad de Ac-PDE como se indicl en la secc. V.2.. E1
otro gel se tifi6 para visualizar las protefnas y se procesf como se
indich en la secc. IX. A) densitometrfa del gel tefiido y B) perfil
de actividad de Ac-PDE. ABF indica la distancia recorridas por el
colorante indicador de frente.
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VIII. PARAMETROS CINETICOS DE LA FOSFODIESTERASA DE AMPc

Se calculf la constante de afinidad para el sustrato y la
velocidad mhxima de hidrflisis del AMPc de la Ac-PDE soluble.
Para estas medidas cinfticas se utilizf la enzima de la etapa 3

de purificacifin (Tabla 8).

La representacifin de Lineweaver-Burk (393) para la activi-
dad de Ac-PDE respecto de la concentracifn de sustrato puede ob

servarse en la Figura 16.

Se vé que la representacifin es linear hasta una concentracifn
de sustrato de aproximadamente 10 uM; de esta parte del gr&fico se
calculé una Km aparente de 2,5 uM y una V de 920 picomoles de AMPc
hidrolizados/min/mg de protefns. A concentraciones mayores de sus-
trato (20,50 y 100 pM) la representacibn se aparta de la lineali-

dad.

Este tipo de comportamiento bif&sico se observf en preparacio
nes enzimbticas poco purificadas de tejidos de mam{feros (197,207,
211,241) y de algunos eucariontes inferiores (v.g., 343,352,356,
360) vy puede explicarse como se vif en la Introduccifn (seccifn
IX.1l.) por: a) un sistema de isoenzimas con diferente afinidad por
el sustrato, b) una enzima alostérica con cooperatividad negativa,
c) una enzima con dos sitios para el sustrato, no interactuantes

y d) una enzima gque se agrega en formas que representan distinta

afinidad por el sustrato.
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Figura 16: Representacifn de Lineweaver-Burk para la Ac-PDE soluble

La actividad de Ac-PDE se determinf con el ensayo standard va-
riando la concentracifn de AMPc no radioactivo desde 0,2 a 100 uM,
a una concentracifin constante de AMPC[3H] de 0,035 pyM. La concen-
tracifn de extractos enzimhtico se ajustB de tal manera que para
ninguna de las concentraciones de AMPc utilizadas se consumiera
més del 20-25% del sustrato. Las velocidades iniciasles se obtuvie-

ron de curvas de tiempp obtenidas para cada concentracibn utiliza-
da de AMPc.

v
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En el caso de la enzima de Mucor rouxii se podrf{an descar-

tar las posibilidades a) y d) ya que ambas implican la presencia
de més de una forma enzimltica de Ac-PDE, mientras gue los resul
tados hallados a lo largo del presente trabajo indicarfan que al
menos los extractos solubles poseen una sole especie enzimftica
gue no forma agregedos, ya que la enzima eluye como un pico simé
trico por filtracifn en gel (Figura 19), sedimenta como un solo
pico simétrico en un gradiente lineal de sacarosa (Figura 18) y
da un solo pico de actividad en columna de DEAE-celulose a pH 6

o 7,5 (Figuras 10 y 12).

Aunque de los.resultados experimentales obtenidos no pueden
descartarse las posibilidades b y c es importante sefialar que
las concentraciones intracelulares de AMPc del hongo oscilaron
entre 1 y Z‘uM; de tel modo que un segundo sitio de baja afini-
dad por el sustrato, mayor de 20 pM, no serfa actuante en condi-

. Py . » .
ciones fisiologicas.

De todas maneras la existencia_de una forma cinética de
Ac-PDE de Km aproximadamente 2,5 pM serfs coherente con la con-
centracifn intracelular de AMPc en este organismo e indicarfa el
papel fisiolfgico que cumple esta actividad enzimftica en la re-
gulacifn de los niveles intracelulares de este nucleftido. Dado

gue los valores de la Km de las fosfodiesterasas de AMPc encon-

trados en los distintos sistemas oscilan aproximadamente entre
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0,8 y 3 uM para las formas de alta afinidad y entre 10 y 100 uM
para las formas de baja afinidad (197), la enzima de M.rouxii
estarf{a comprendida en la primera categorfa.

-~

IX. REQUERIMIENTO OE CATIONES DIVALENTES PARA LA ACTIVIDAD DE

FOSFODIESTERASA DE AMPc

Ya en los trabajos en los cuales describif por primera vez
una actividad de fosfodiesterasa (191,192) se sefialaba el reque-

rimiento de iones Mg2+ para la expresifin de su actividad mfxima.

2+

Este requerimiento de catifin divalente, generalmente Mg2+ o Mn

fue descripto para la mayorfa de las actividades de PDE estudia-
des, tanto de eucariontes superiores (v.g. 193,196) como de euca

riontes inferiores (v.g. 49,180,341,360) y de procariontes
(394,395).

En ciertos casos otros cationes divalentes pueden reemplazar

2+ 2+

parcial o totalmente al Mg2+ o Mn“7, Rgf el Co“" resultf el catifin

més efectivo para la forma particulada de la Ac-PDE de corteza re-
nal de conejo (250). En general los cationes monovalentes producen

solo una ligera estimulacifin de la actividad enzim&tica (49,180,

+

394). En ciertos procariontes el Fez resultf un activador més

2+

efectivo que el Mg de la actividad de PDE (394). En el caso de

la Ac-PDE de levadura de panader{a los metales divalentes resulta
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ron inhibitorios aln utilizados a concentraciones de 1 mM (354).
El Mgz+ a concentraciones superiores a 0,8 mM resultf inhibito-
rio de la enzima de cerebro de conejo (192). También se ha obser
vado que la combinacifin de dos cationes estimulatorios de la ac-
tividad enzimftica resulté inhibitoria de la misma (396). En al-
gunos casos el efecto estimulatorio o inhibitorio de un catifin
depende de ls concentracifn de sustrato utilizada en el ensayo,
como se demostr§ pasra la forma soluble de la Ac-PDE de corteza
renal de conejo (250). Finalmente y para destacar la importancia
del estudio del efecto de los cationes sobre la actividad de PDE,
podemos decir que el entorno ifnico puede influenciar las formas
especi{ficas de la PDE de nucleftidos cfclicos. al influenciar la
estabilidad y actividad de las enzimas y de las protefnas en ge-

neral.

Con el objeto de caracterizar la actividad de Ac~PDE de

Mucor rouxii, se estudif el requerimiento de cationes divalentes

tales como Mg2+ i Mn2+. Para determinar este requerimiento se mi

2+

dif la actividad enzimbtica en presencia de Mg“" o MnZ*

a distin-
tas concentraciones en el ensayo. Los resultados obtenidos se
ilustran en la Figura 17 donde se grafican curvas dosis-respuesta
para los dos cationes empleados. Se hicieron controles para elimi
nar la posibilidad de alglin efecto de estos metales sobre la acti
vidad de fosfatasa alcalina utilizada en la segunda etapa de la

reaccién.
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En ausencia de catifn divalente se observf unas actividad en
zimbtica residual que se anulf en presencia de EDTA 0,5 mM posi
bleménte por quelacifin de trazas de metales presentes en la pre
paracifin. En la Figural?7 se observa gue la estimulacifin méxima

2+

se alcanza con 10 mM de Mg o 5 mM de Mn2+, siendo la estimula-

2+ de 2 a 3 veces mayor que poOT Mgz+. En aguellos

cibn por iones Mn
experimentos en donde se midif la actividad enzimftica en presen-
cia de ambos cationes, a una concentracifin de 5 mM para cada uno,
se observf gue el valor de la velocidad de hidrflisis del AMPc
fue intermedio al que se alcanza agregando al ensayo los catianes
por separado a una concentracifn de 10 mM cada uno. Este hecho
puede explicarse por la afinidad semejante de la enzima para am-
bos metales y las distintas velocidades miximas alcanzadas con
an+ a] Mg2+. Los valores de Km y de V para ambos metales se dedu-
jeron de la representacifn de Lineweaver-Burk (insertadc de la
Figura 17,A y B), obteniéndose valores de 1,1 y 1,8 mM para las
constantes de afinidad del Mn2+ v Mg2+ respectivamente y de 44O

y 160 picomoles de AMPc [3H] hidrolizado/min/mg de protefna para

los respectivos valores de V.

En términos generales la concentracifn intracelular de Mg2+

en los tejidos es 10 veces superior a la de Mn2+. Por otra par-
te el Mg2+ es considerado un macruelemento'para el crecimiento

de los hongos. Dado que la afinidad de la enzima para ambos me-
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tales es semejante, es diffcil decidir con que metal actlia la
enzima in vivo; no obstante la mayor velocidad de hidr6lisis del

AMPc alcanzada cuando se ensaya la actividad con MnZ* debe tener

se en cuenta desde el punto de vista del mecanismo de la reaccifin

in vitro.

X. EFECTD DE ALGUNOS INHIBIDORES Y ACTIVADORES CLASICOS DE LA

FOSFODIESTERASA DE AMPc SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA DE

MUCOR ROUXII

A partir de los primeros trabajos en los cuales se describif
una actividad de PDE (191,193) se ha encontrado que la mayoris
de las fosfodiesterases de tejidos de mamiferos son inhibidas en
forma competitiva por metilxantinas. Al mismo tiempo se ha des-
cripto el efecto activador del imidazol sobre dicha actividad

(193,198,199).

El ATP a concentraciones fisiolBgicas inhibe la actividad de
PDE tanto de eucariontes superiores (196,327,397) como de slgu-
nos eucariontes inferiores (351,356) mientras que la enzima de
otros eucariontes inferiores es relativamente insensible a la
inhibicifin por ATP (360) o no es inhibida en absoluto por este
nucleftido (354). Casos singulares los constituyen la Ac-PDE

extracelular de Dictyostelium discoideum (398) y la Gc-PDE alta
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afinidad para el sustrato de retina de vertebrados (255) las que

son estimuladas por ATP.

Como parte de la caracterizacifin de la Ac-PDE de Mucor rouxii

se estudif el efecto de las metilxantinas, del imidazol y del ATP
sobre la actividad enzimftica de 1a etapa 4 de purificacifn. La

Tabla 9 resume los resultados obtenidos.

Como puede observarse la enzima de M. rouxii no fue inhibida
en forma significativa por las metilxantinas ensayadas, aln a con
centraciones altas (10 mM), contrariamente a lo gque sucede con la
enzima de tejidos de mamiferos en donde concentraciones de 1 mM de
estos compuestos inhiben en un 50 - 70% la actividad fosfodiester8
sica (193). En este sentido la Ac-PDE de M.rouxii se asemeja a la
enzima de otros hongos (34l,354,360), de pléntulas de arveja (210)

y Trypanosoma cruzi (180).

El imidazol tuvo un ligero efecto estimulstorio a la concentra
cibn més baja utilizada y un leve efecto inhibitorio & la concen-

tracifn mfis alta.

En la Tabla 9 puede verse gue el ATP hasta una concentracifn
1 mM no tuvo un efecto significativamente importante sobre la acti
vidad de Ac-PDE soluble de M.rouxii. De acuerdo con los resultados
obtenidos con una enzima parcialmente purificada, el ATP no serfa

un modulador fisiolbgico de la actividad de Ac-PDE del hongo.



157

Tabla 9

. L ]
Efecto de inhibidores y activedores clésicos sobre la actividad

de Ac-PDE de Mucor rouxii

Adiciones a la mezcla Concentracifn Actividad de Ac-PDEt

de incubacifn (%)
Ninguna —_— 100
Imidazol 5 115
10 92
Cafefna 5 82
10 75
Teofilina 5 =]0]
10 73
Teobromina 5 a0
10 86
ATP 0,05 111
0,5 114

1 106

* Los resultados obtenidos se obtuvieron utilizando 10 pg de la
enzima de la fraccibn de gradiente de sacarosa (Tabla 8). Le acti
vided de Ac-PDE se midif s 10 uM de AMPc [BH] y con MnZ* como ca-
tibn divalente. Las sctividedes enzimftices se expressron como
porcentaje de la actividad sin adiciones, la que se tomf como el
100%.

Se estudif el efecto de estos compuestos sobre la segunda ete-
pa de la reeccifn pars descertar cualquier posible accifin sobre la
actividad de fosfatesa slcalina; los velores de ectivided de Ac-POE
encontrados no difirieron de los del control sin adiciones.
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XI. EFECTO DE CALMODULINA SOBRE LA FOSFODIESTERASA DE AMPc

BE MUCOR ROUXII

Se trat6 de probar si la Ac-PDE soluble de M.rouxii era acti
vable por Ca2+ lo cual serfa una forma indirecte de demostrsr la
presencia de una protef{na activadora similar a la calmodulina, en
extractos poco purificados del hongo. Se trabaj8 con la fraccifin
5,pg Porgue una fraccifn mbs purificada podrf{s haber perdido la
protefna regulatoria putativa,ya que estb demostrado que en teji-
dos superiores la calmodulina se puede separar de la fosfodieste-
rasa por pasaje a través de una columna de intercambio anifnico
(180,301).

Se sabe que la activacifn de la PDE por calmodulina requiere

2+

concentraciones micromolares de Ca”~" y que este efecto activador

es anulado por EGTA. En base a estos datos se disefif el experimen
to resumido en la Tabla 10, para ver si la presencia de Ca2+ en

el ensayo de la Ac-PDE estimulaba la actividad enzimbtica. Los re-
sultados de la Tabla indican que la activided de Ac-PDE no se modi

fich por el agregado de CIZCa hasta una concentracibn 0,5 mM, ni

se inhibif por el agregado EGTA.

Los resultados obtenidos sugieren que la Ac-PDE de M.rouxii es
insensible a celmodulina Ca2+ o bien que ls enzima es sensible &l

activador proteico pero este no estf presente en el extracto. Para



159

Tabla 10
Efecto del CazfJ EGTA vy calmoduline sobre la Ac-PDE soluble de

-~ . »"
Mucor rouxii

Adiciones a la mezcla Concentracifin Actividad de Ac-PDE
de incubacifn (pmoles/min/mg)
l. Ninguna 19,3
2. Clzﬂa
10 uM 18,1
100 pM 20
500 pM 18,6
3. EGTA
200 uM 19,8
500 uM 19,2
1000 pM 17,4
L. Cselmodulina
50 ug/ml 18,5
100 pg/ml 19,7
5. Calmodulina
+ CIZCa (a)
50 pg/ml + 100 pM 19,4
100 pg/ml + 100 uM 19,7

. 2+

La actividad de Ac-PDE de la fraccifin 5100 se ensayf con Mg
como metal divalente y a una concentracifin de sustrato de 10 uM con
las adiciones indicadas. Las elfcuotas de le fraccifin se tomaron de
tal manera gue no més del 10% del sustrato fuera hidrolizado en el

ensayo en ausencia de calmodulina.Caz+.

(a) En estas condiciones la actividad basal de la Ac-PDE de cora-

z6n bovino fue estimulada 3 veces.
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descartar la primera posibilidad se estudif el efecto del Ca2+
sobre la Ac-PDE en presencia de calmodulina exfgena (de corazén
bnvin;). Los resultados obtenidos se ven en la misma Tabla y su
gieren que la actividad de Ac-PDE no es activable 8l menos por
calmodulina heterflogae. La insensibilidad a calmodulina, homflo
ga o heterfloga, es un hecho general para la mayorfa de las fos
fodiesterasas de los eucariontes inferiores (180,288,289,251)

y para las enzimas espec{ficas para AMPc de tejidos superiores.

(Ver Introduccifn, seccifn IX.2.).

XII. ALGUNOS PARAMETROS HIDRODINAMICOS Y MOLECULARES DE LA

FOSFODIESTERASA DE AMPc -

Para la determinacifn de los parfmetros hidrodinfmicos y mo-

leculsres de la Ac-PDE soluble de Mucor rouxil se utilizaron los

datos obtenidos de la ultracentrifugacifin en gradiente de sacarg

sa y de filtracifn molecular en columna de Sephadex G-200.

XII. 1. Coeficliente de sedimentascifn y coeficiente de difusifin

Estos parfmetros se determinaron utilizando los datos de ul-
tracentrifugacifin en gradiente de sacarosa. Para ello se utilizf
una preparacifin de la fraccifin de sulfato de amonio (etapa 2 de

la purificacifin). La Figura 18 muestra el perfil de sedimentacifn
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Figura 18: Ultracentrifugaciﬁn en gradiente de sacarosa de la fraccifin

de sulfato de smonio

Se sembraron en un gradiente de sacarosa 5-20% preparado en buffer B
1,2 mg de la preparacifn enzimbtica junto con las protefnas marcadorss,
en un volumen final de 0,1 ml. Las condiciones de la centrifugacifn se in

dicaron en la seccifn VII. de Materiales y Métodos.

En cada una de las fracciones del gradiente se ensayf actividad de
Ac-PDE en alfcuotas apropiadas. La flechas indican la posicifin de las pro-
tefnas marcadoras: glucosa oxidasa (G.0.), peroxidasa (Px), fosfatasa al-
calina (P.A.) y citocromo c (Cit c). En el gr&fico insertado se encuentra
la relacifn entre los coeficientes de sedimentacifin (SZD,w) y las distan-
cias recorridas desde el borde superior del gradiente por la Ac-PDE (o)

y por las protefnas marcaedoras (e).
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de la esctividad de Ac-PDE y la posicifn de las protefnas marcedo
ras. En el insertado se observa la relacifn entre las distencies
recorridas por las protefnas mercadores y sus respectivos coefi-
cientes de sedimentacifn; también se sefiala la ubicacifn sobre
la recte de 18 Ac-PDE seglin su movilidad en el gradiente. Los re
sultados obtenidos muestran que la PDE de M.rouxii sediment8 ba~
jo la forma de un pico simétrico entre la fosfatasa alcalina vy
la peroxidasa. El valor del coeficiente de sedimentacibn obteni-
do fue de 4,2 S, gque corresponde al de una proteina pequefia.- Con
esta técnica no se detectaron formes de mayor coeficiente de se-
dimentacifn.

El valor del coeficiente de difusifn de la Ac-PDE fue de

7 cmz/seg y se obtuvo de los datos del gradiente utilizan

8.7.10°
do la relacifn descripte en la seccifn VIII. 1. de Materieles y

Métodos.

XI1.2. Radio de Stokes

Para la determinacifn de este parfmetro de la enzima se uti-
liz6 la técnica de filtrecifn molecular a través de una columna
de Sephadex G-200. Se utiliz6 una preparacifn de la fraccifn de
sulfato de amonio. En base al Kav hallado para la Ac-PDE de la

filtracifn molecular se determinf su radio de Stokes.

En la Figura 19 se muestra el perfil de elucifn de la Ac-PDL
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Figura 19: Filtrecifn en una columna de Sephadex G-200 de le fraccifn de

sulfato de amonio

Se sembrf 1 ml de muestra conteniendo 30 mg de protefna de la prepara-
cifn enzimftica y los marcadores, s excepcifn de la BSA que se cromatografif
por separado. Las condiciones de la cromatogreffa se indicaron en la seccifn
VI.4. de Materieles y Métodos. Se ensayf la actividad de Ac-PDE en elfcuotas
apropiadas de las fracciones a una concentracifn de AMPC[BH] 1 yM. Laes fle-
chas indican la posicifn de los marcadores: glucosa oxidesa (G.0.), seroalb(
mina bovina (BSA), peroxidasa (Px) citocromo c (Cit c) y vitamina Bo (812).
Vo indica el volumen de elucifn del azul dextrano. E1 graefico insertado
muestra la relacifin entre los radios de Stokes (a) y los Hav pera le activi

dad de Ac-PDE (o) y para las protefnas marcadoras (e).
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y la posicifn de las protefnaes utilizadas como marcedores.

La ectividad de Ac-PDE eluyﬁ como un pico agudo y simétrico
entre la actividad de glucosa oxidase y la BSA. Por esta técnica
tampoco se detecteron formaes de mayor o menor peso molecular.

Por otra parte la enzime elufds del gel, concentrado y recromato
grafiads en las mismas condiciones, volvif 8 dar el mismo perfil
de elucifn (no se muestran los datos). En el insertado de la Figu
ra 19 se reslmen los datos de la filtracifn por gel en términos
de Hav en funcifn del radio de Stokes de las prote{nas marcedoras.
De acuerdo a estos datos le Ac-PDE del hongo present® un radio de

Stokes de sproximadamente 39 ﬁ.

XII. 3. Chlculo del peso molecular y del coeficiente friccional

A partir de los valores obtenidos del coeficiente de sedimen-
taci6n y del radio de Stokes para la Ac-PDE, se celculf el peso mg
lecular y el coeficiente friccional de la enzima seglin las ecuacip
nes indicadas en Materiales y Métodos (secciones VIII.3. y VIII.4.).
Los valores obtenidos para estos dos parfmetros fueron de 70,6 K vy
1,4 respectivamente, indicando este (ltimo valor que se tratarfa de

una protefna ligeramente asimétrica.
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No existen en la literatures datos de perfmetros fisicos de
fosfodiesterasas de eucariontes inferiores espec{ficas para AMPc
y de alta afinidad. Sin embargo parecif interesante la compara-
cibn de los valores hallados para los parfmetros f{sicos de la
enzima de M.rouxii con los encontrados por Thompson y colabora-
dores (236) para una Ac-PDE de rifién de perro de alta afinidad
purificada a homogeneidad. De la comparacifin surge que ambas en
zimas no solo son muy similares en cuanto a sus parfmetros fisi
cos sino en cuento 8 sus propiedades cinéticas, regulacifn por
ciertos moduladores y distribucifn subcelular. En la Tabla 11

se tabulan las principales ceracter{sticas de esmbas enzimas.

De la observacifin de los datos tabulados surgen similitudes
notables y algunas diferencias. Los valores de los parfmetros
fisicos y cinéticos son muy semejantes. Ambas enzimas son solu-
bles y especificas para la hidrflisis de AMPc e insensibles a
la activacibn por calmodulina.Ca2+ y por bajas concentraciones
de GMPc. La diferencia mfs notable es el distinto comportamien-
to frente a las de enzimas proteol{ticas, as{ mientras que 1la
enzimea de rifi6n es insensible a la proteflisis limitada de
ARc-PDE de Mucor es activeda de 2 a 3 veces por tripsinizaciﬁn

controlada ver mbs adelante la seccibn XIV.
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Tabla 11

Caracter{sticas f{sico-quimicas de la Ac-PDE de Mucor rouxii vy

de la Ac-PDE de rifi6n de perro (236).

Caracter{stica Ac-PDE
M.rouxii rifibn de perro
Distribucifn subcelulear soluble soluble

Especificidad para hidré6-

lisis de AMPc total altamente especifice
Kkm para AMPc (uM) 2,5 2,2
Coeficiente de sedimen-

tacién (SZU,u’S) 4,2 3,6
Coeficienge dg difusibn 8,9 8,6
(DZD,m°10 cm</seg)

Peso moleculsr 70,6 e0,6 (a)
Redio de Stokes(R) 39 35
Coeficiente friccional

(F/fg) 1,4 1,4
Activacibn por calmodulina no no

Activacibn por bajas

concentraciones de GMPc no no
Activacifn por proteflisis si no
Activacién por fosforilacifn sf ?
(a)

valor mbs probable hallado por anflisis de aminofcidos
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XIII. REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE FOSFODIESTERASA DE AMPc DE

‘MUCOR ROUXII POR FOSFORILACION-DESFOSFORILACION

XIII. 1. Activacifin por ATP de la Ac-PDE de una fraccifn enzimb-

tica poco purificads

A pesar de ls falta de respuesta al ATP de la Ac-PDE de

M.rouxii parcialmente purificada (ver Tabla 9), cuando se estu-

di6 el efecto de este nucleftido sobre la actividad enzimbtica
de un extracto poco purificedo se encontrf que el ATP activaba
a la enzima. Como se vé en la Tabla 12 la sctividad enziméyica
sumentf por la presencias de ATP en la mezcla de incubacifin sien
do este aumento de actividad proporcional & la cantidad de ex-

tracto presente.

Con la mayor cantidaed de protefna ensayada se logr6 una ac-

tivacifn de casi dos veces sobre la actividad basal.

XIII. 2. Conservacifn de la activacifin por ATP

Se investigh si el efecto activante del ATP requerfa la pre
sencis constante del nucleftido durante el ensayo enzimbtico.
Para ello se preincubaron alfcuotas convenientes del extracto
con ATP.Mg y AMPc y se hicieron controles preincubados en las

mismas condiciones pero omitiendo el ATP. Luego de la preincu-
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Tebla 12

Activacifn por ATP de la Ac-PDE de la fraccifn de sulfato de

*

amonio
Mg de preparacifin Actividad de Ac-PDE T
enzimbtica (pmoles/20 min)
-ATP + ATP 0,2 mM
100 68 82 1,2
200 130 201 1,5
400 240 422 1,8

Se utiliz6 un extracto enzimbtico de la etapa 2 de purifica
cifn (Tabla 8). La activided enzimbtica se midif seglin se indi
cb en la seccibn V.b4.1l. de Materiales y Métodos a 10 uM de
AMPC [ 2y ].

I se definif como el cociente entre la actividad en presen-

cia de ATP y la actividad en su susencia.
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bacifén, ambas muestras se pasaron por una columna de Sephadex
G-25 paras separer los metsbolitos presentes en la preincubacifin.
Se ensayf actividad de Ac-PDE en susencia y en presencia de ATP

en los filtrados. Los resultasdos obtenidos en estos.ensayos se

muestran en la Tabla 13.

Tabla 13

™
Conservacifn de la activacifin por ATP luego de filtracifn por gel

Condiciones de preincubacién Actividad de Ac-PDE

(pmoles/20 min)

- ATP + ATP
Cl,Mg, AMPc, 63 113
Cl,Mg, AMPc, ATP 120 119

*
Se preincubaron alfcuotas de 10 pl de la freccifn de sulfato

de amonio (0,33 mg de protefna) en una mezcla de incubacifin que
contenfa en un volumen finel de 0,1 ml: buffer fosfato de potasio
20 mM, pH 7,5; 2-merceptoetanol 2 mM, AMPc 10 uM y Cleg 10 mM.
Una de las mezclas contenfa ademfs ATP 0,2 mM. Al casbo de 10 min
a 300C, los tubos se colocaron en un bafioc de hielo y se agregb a
cada uno 10 ul de EDTA 0,1 M., Las mezclas se filtraron por una
pequefia columna de Sephadex G-25 de 1 ml equilibrada con buffer
fosfato de potasio 20 mM, pH 7,5; 2-mercaptoetanol 2 mM. La pro-
tefna se eluybf con buffer de equilibrio y se ensayf actividad de

ARc-PDE en alfcuotas de 20 pl con Mg2+ como catifin divalente en

presencia y en ausencia de ATP 0,1 mM.
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Como puede observarse en la Tabla el extracto enzimbtico pre-
incubado en presencia de ATP presentf una actividad basal de Ac-PDE
100% superior a la del control preincubado sin ATP. Ademfs la enzi
ma preincubada en presencia de ATP no respondif al agregedo poste-
rior de este nuclefitido en el ensayo enzimftico, mientras que en
el extracte preincubado sin ATP la enzima fue capaz de ser activa-

da casi dos veces sobre el nivel basal por el agregado de ATP.

Estos resultados indican que no es necesaria la presencia
constante de ATP para la activacifn de la enzima y que une vez pro

ducida ésta, se mantiene en ausencia del activador.

XIII. 3. Dependencia con el tiempo de la activacifn de la Ac-PDE

por ATP.Mg vy AMPc.

Se estudif como variabs la activacifn de la PDE por ATP.Mg vy
AMPc en funcifn del tiempo de preincubscifin con estos metabolitos.
Pare ello se preincubaron alfcuotas convenientes de la fraccifin
enzimbtica de le etapa 2 de purificecifin distintos tiempos a 30QC
y centidedes fijas de ATP.Mg y AMPc. Los vealores obtenidos se com
pararon con los de los controles preincubados en las mismas condi-
ciones pero sin el agregedo de ATP.. Se observ8 que a 30Q9C la ac-

tivacifn fue mfxima a los 2 minutos de preincubacién.

Los resultados que se muestran en la Figure 20 se obtuvieron
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Figura 20: Dependencia de ls activacifin de la Ac-PDE con el tiempo de
preincubacidn

Se preincubaron alf{cuotas de 40 ul de la fraccifn de sulfato de amonio
en buffer fosfato de potesie 20 mM, pH 7,5; en un volumen final de 0,2 ml
en presencia de Cl1,Mg 10 mM, AMPc 5 uM y ATP 0,1 mM (@) o en ausencia de
ATP (0). A los disfintos tiempos indicedos se tomaron alfcuotas de 20 ul
de cada mezcla y se les agregf 2 pl de EDTA 0,2 M para detener la reac-
cifn. De cada una de estas alfcuotes se tomaron 5 ul y se ensayf la acti-
vidad dezﬁc-PDE en presencia de buffer fosfato de potasio 20 mM, pH 7,5;
y con Mg~ como catifn divalente.

En el insertado se grafican los cocientes (r) de les actividades resul
tantes de las preincubaciones con ATP sobre los valores obtenidos en ausen
cia de este nucleftido en funcifin del tiempo de preincubecifn.
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disminuyendo le temperatura de preincubecifin a 219C con el objeto
de poder observar mejor la cinftica de activacifin. En estas con-
diciones se observé que la activacifn alcanzf su velor méximo a

los 5 min de preincubacifn.

Paralelamente a la cinética de la activacifin de la Ac-PDE se
estudif la cinética de incorporacifin de PO, [fBZP] a protef{nas
endbgenas del extracto ,reemplazando el ATP no redioaectivo por
ATP {f-32P] . Los resultados se ven en la Figure 21. Puede ob-
servarse que ambos procesos: activacifn de la enzimae y fosfori-

lacibn de protefnas siguieron una cinética similar.

XIII. 4. Efecto de la concentracifin de ATP sobre le activacifin

de la Ac-PDE

Se estudif el efecto de concentraciones veriables de ATP en
la mezcle de preincubacibn sobre ls ectivacifin de la Ac-PDE en
un extracto enzimftico de la etaps 2 de purificacifn. Los resul-
tados, graficados en la Figura 22 muestran que.le activacibn de
la enzima depende de la concentracifin de ATP alcanzfndose,
en las condiciones de ensayo, un mbximo de activacifn con una

concentracifn de ATP 0,1 mM.

S5i bien estos resultados muestran que existe una dependen-

cia de la activacifin de la enzima con la concentracifin de ATP,
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Figura 21: Cinética de la activacifin de la Ac-PDE y de la fosforile-

cifn de protefnas endfgenas

Las condiciones de los ensayos fueron similares a las descriptas en
la leyenda de la Figura 20, a excepcifin de que pera la medicifn de PUL‘[-32
incorporado a protefnas endfgenas se reemplazfi el ATP por ATP‘XL}zé]
(20.108 cpm/min). A los tiempos indicados se tomaron alfcuotas de 10 pl y
se procesaron como se indicé para el ensayo de Ac-QP en la seccifin V.5.1.
de Materiales y Métodos. La radiocactividad m&xima de 32P incorporado a

protef{na fue de 20.000 cpm/10 pl.
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Figura 22: Efecto de la concentracifin de ATP sobre la sctivacifin de

la Ac-PDE

Se preincubaron alf{cuotas de 0,3 mg de protefna de la fraccifn de
sulfato de amonio durante 10 min a 309C en un volumen final de 0,1 ml
en presencia de Cleg 10 mM, AMPc 5 pyM y ATP en concentraciones varia-
bles. Al cabo de este tiempo los tubos se colocaron en bafio de hielo y
la reaccifin se detuvo por el agregado de 5 pl de EDTA 0,2 M. La activi
dad de Ac-PDE se ensayf en alfcuotas de 10 pl con AMPc[3H] 10 pM en
buffer fosfato de potasio 20 mM, pH 7,5 y con Mg2+ como catifn divalente
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parecif aventurado calcular alglin parfmetro cinético para este
nucleﬁpido ya que su concentracifn en el ensayo queda indetermi-

nada debido a la presencia de ATPasas en este extracto.

XIII. 5. Requerimientos para la activacifin de la Ac-PDE

Dado gque los experimentos de activacifn de la Ac-PDE reali-
zados hasta el momento se hicieron en presencia de ATP.Mg y AMPc,
parecif obvio estudiar si todos estos metabolitos eran requeridos

para la activecifin de la enzima.

La Tabla 14 muestra los resultados obtenidos cuando se compa-
raron las actividades de Ac-PDE de un extracto de la etapa 3 de
purificacién preincubado en presencia de ATP.Mg y AMPc con las
actividades obtenidas cuando se omitieron de & uno por vez, o to-
dos ellos, de la mezcla de preincubacifin. Como puede verse la pre-
incubacifn en presencis de ATP.Mg y AMPc produjo un aumento de la
actividad de Ac-PDE de casi dos veces respecto del control prein-
cubado en ausencia de los metabolitos. La omisifin de cuslquiera
de ellos en la mezcla de preincubacifn mantuvo la actividad de la
enzima en los valores del control. No se observf ectivacifn de la
Ac-PDE cuando se reemplazf el ATP en la mezcla de preincubacifn

por un derivadue;ﬁ imido cuyo fosfato ¥ no es hidrolizable.
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Tabla 14
.Reguerimientos para la activacibn de la Ac-PDE ’

Condiciones de Activided de Ac-PDE % de la actividad
preincubacifn (pmoles/20 min) mixima
a. Mezcla completa 82,2 100
b. -ATP, -AMPc, -Mg°* 42 51
c. =-ATP 43,8 53,2
d. -AMPc 48,6 59,1
e. -Mg2*+ EDTA 10 mM . 41,k 50,3
f. =ATP+ By -imido

ATP 0,2 mM 40,8 49,6

* Se preincub8 una alfcuota de 0,2 mg de protefna de la frac-
cibn de DEAE-celulosa dursnte 10 min a 309C en un volumen final
de 0,1 ml de la siguiente mezcla: buffer fosfato de potasio 20 mM,

pH 7,5; 2-mercaptoetanol 2 mM, Cl,Mg 10 mM, AMPc 5 uM, ATP 0,1 mM

2
(mezcla completa). Alf{cuotas iguales del extracto enzimético se
preincubaron en las mismas condiciones de la mezcla complets con
las omisiones y/o adiciones indicadas en la tabla (b. a f.). Al
cabo del perfodo de preincubacifin las mezclas se precipitaron con
sulfato de amonio y se procesaron como se indicf en la seccibn
V.be.2. de Materiales y Métodos.
Se ensayf actividad de Ac-PDE en alf{cuotas de 2 pl de los

precipitados resuspendidos.
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De estos resultados se puede concluir que la activacifn por
ATP de la Ac-PDE de M. rouxii tiene los mismos requerimientos
que 165 de una fosforilacifn mediada por una guinasa de protefna

dependiente de AMPc.

XII11. 6. Dependencia de la activacifin de la Ac-PDE con la guinasa

de protefna dependiente de AMPc

Los resultados presentados en las Tablas 13 y 14 sugieren
que la activacifn de la Ac-PDE de M.rouxii podrf{a estar mediada
por fosforilacifn en la gque intervendrfa una quinasa de protefna
dependiente de AMPc. Resultados obtenidos en el laboratorio ya
habfan demostrado que en la fraccifn de sulfato de amonio (etapa
2 de la purificacifn) exist{a actividad de Ac-QP, actividad gue
acompafia a 1la fosfodiesterasa en la cromatograff{a de dicha frac-
cién en una columna de DEAE-celulosa (Figura 12). Coincidente
con estos resultados son los de la Tabla 14 gue muestran gue en
esta etapa de la purificacifin 1la Ac-PDE pudo ser activada en pre-
sencia de ATP.Mg y AMPc y sin agregado de Ac-QP exfgena. Sin em-
bargo cuando ambas actividades enzimhticas se separaron en gradien
te de sacarosa debido a sus diferentes coeficientes de sedimenta-
cifén, la activacifin de la Ac-PDE se hizo dependiente del agregedo
de Ac-QP. Los resultados obtenidos pueden verse en la Tabla 15.

Como puede observarse el agregado de ATP o Ac-QP por separado no



178

fueron capaces de elevar la activided basal de la Ac-PDE, mien-
tras que esta actividad enzimftica se duplich por la presencia

conjunta de ATP y quinase.

Activacifn de la Ac-PDE mediada por protefna quinasa dependien-

te de AMPc”

Ac-PDE Ac-QP ATP Actividad de Ac-PDE
(pg) (unidades) (0,1 mM) (pmoles/20 min)
10 - - 98
10 - + 103
10 60 - 96
10 60 + 187

o+ como catifn divelen-

* Se ensayf actividad de Ac-PDE, con Mg
te, en alfcuotas de 2 pl de la fraccifn de gradiente de sacarosa

(etepa 4 de la purificecibn) con las adiciones indicadas.

Se utiliz6 como fuente de Ac-QP una preparacifin proveniente
del mismo gradiente de sacarose y cuya actividad especi{fica era
3.800 unidedes/mg de protefna. Este activided esté libre de qui-

nesas independientes de AMPc (Moreno, Se, comunicacifin personal).
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Como puede verse en la Figurs 23 la activacifin de la Ac-FOL
resultf dependiente de la cantidad de Ac-QP presente en la mezclae
de incubacifn, alcanzhndose un velor mhximo de activacifn
(2 veces) con 60 unidades de quinesa. La activacifin de la PDE fue
completamente anulada por el agregado de un exceso de inhibidor
termoestable de la quinasa. A ninguna concentracifin de Ac-QP uti-

lizada se observf activacifin en ausencia de ATP.

Los resultados de la Tabla 15 y de la Figura 23 confirmaron
que la sctivacifin de la Ac-PDE de M.rouxii est% mediada por la

guinasa de protefna dependiente de AMPc.

XIII. 7. Parfmetros cinfticos de la Ac-PDE activada

Se determinf si la activacifin de la Ac-PDE por fosforilacifn
afectaba la afinidad de le enzima por el sustrato, la velocidad de
hidrflisis del AMPc o ambos parfmetros a la vez. Para ello se pre-
incubf una alfcuota de la fraccifin de DERE-celulosa (etape 3 de la
purificacifin) con ATP.Mg y AMPc, al mismo tiempo ée preincubb otra
alfcuota igual en las mismas condiciones pero en asusencia de RTP.
Ambas mezclas se precipitaron con una solucifn saturada de sulfato
de amonio y los precipitados resuspendidos y dializados, se utili-
zaron para las medidas cinéticas. Los resultados obtenidos se ven

en la Figura 24. Como puede observarse la activacibn de les enzima
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Figura 23: Dependencia de la activacifin de la Ac-PDE con le cantidad
de Ac-QF.

Se ensayl actividad de Ac-PDE en alf{cuotas de 8 pg de la fraccifin
de gradiente de sacarosa con Mgz* como catifin divalente en presencia de
cantidades crecientes de Ac-QP, en ausencia (o) o en presencia (e) de
ATP 0,1 mM. El1 o indica la actividad de Ac-PDE ensayada en presencia de
ATP, Ac-QP y 50 pug del inhibidor proteico de 1la Ac-QP.

Los valores en ordenadas representan el cociente entre la actividad
de Ac-PDE ensayada en presencia de ATP y Ac-QP vy la actividad medida en
ausencia de ATP.
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Figura 24: Representecifin de Lineweaver-Burk de la Ac-PDE "nativa"

y activada

Para la sctivacifin de la enzima se preincubf una alfcuota de 0,85 mg
de protefns de la fraccifin de DEAE-celulosa a 309C durante 6 min. en un
volumen final de 0,4 ml con ATP.Mg y AMPc como se indic6 en la secc.V.b4.2.
de Mat. y Mét. (enzima activada (0)). Otra slfcucte igual se preincubf
en las mismas condiciones excepto que se omitif el ATP de la mezcla
(enzims "nativa" (®)). Las mezclas de reaccifin se precipitaron con una
solucifn saturada de sulfato de amonio y se procesaron como se indich en
la misma seccifin. La actividad de Ac-PDE se ensayf en alfcuotas apropia-
das de los precipitados resuspendidos y dislizados, a las concentraciones
de AMPc cuyas inversas se indican en la figura.
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condujo a.un aumento de la V de aproximadamente 3 veces sin afec-
tar eq\forma significetive le afinidad de ls enzime por el AMPc.
Es importante sefialar gque en el rango de concentraciones fisiol6-
gicas de sustrato (1-2 pM) se observa una activecibn epreciable

de 18 enzima.

XIII. 8. Reversibilidad del proceso de activacifin de la Ac-PDE

En casi todos los cesos de activacifn o inectivacifn de en-
zimas por fosforilacifin se demostr§ que el proceso puede revertir
se por una reaccifin en la que intervienen fosfatasas de fosfopro-

tefnas (101).

S5e estudif la reversibilidad de ls activacifn de la Ac-PDE
por ATP.Mg y AMPc utilizando unae fraccifin de sulfsto de amonio.
Esta fraccifn ademfs de las actividades de PDE y.de guinasa de
protefna presentf actividad de fosfatasa de fosfoprotefins la que
fue inhibidas 90% por fosfato de potasio 20 mM (M. Seigelchifer,

comunicacifin personal).

La desactivacifn de la Ac-PDE de la fraccifin de sulfato de
amonio, previemente activada, se estudif luego de precipitar 1s
protefna con sulfeto de amonio pare separar el ATP.Mg y AMPc
utilizados para la activacifn inicial. E1 precipitsdo obtenido,

resuspendido y dializado, se sometif entonces a condiclones que



182

favorecfan la desfosforilscifn. Se pudo observar que ls desacti-
vacifin_de ls Ac-PDE fue dependiente del tiempo el cusl la enzime
estuvo sometida & dichas condiciores. En efecto, como se vé en
la Tabla 16 la actividad de Ac-PDE disminuyf en forme notable
(50% del velor iniciel) luego de un perfodo de incubecifn de 20
min en condiciones de desfosforilescifn. Esta desactivacifn fue
completamente bloqueada por la presencia de fosfato de potasio
20 mM (detos que no se muestran), resultados consistentes con
el efecto inhibitorio del fosfeto sobre la activided de fosfa-

tasas de fosfoprotef{na.

Se pudo demostrar que la desactivecifin fue un proceso rever-
sible y no se debif a inactivacifin por desnaturalizecifin ye que
se logr6 restaurar casi tode la actividad inicial cuando, luego
de 20 min de incubacifin en ausencia de fosfato de potasio, la

actividad de Ac-PDE se ensayf en presencia de ATP.

En un experimento control la fraccifn de sulfato de amonio
se sometif al mismo tratamiento descripto anteriormente, excepto
que no se agregf ATP en la etapa de activacifn. La actividad de
Ac-PDE no decayf significativamente cuando se ensayl actividad
enzimbtica luego de los distintos tiempos a los gue estuvo so-
metida a condiciones que favorecfan la desfosforilacifin. Ademés
la enzima fue capaz de ser activada casi dos veces por el agre-

gado de ATP en el ensayo enzimBtico.
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Tabla 16

. ]
Reversibilidad de le activecifin por fosforilacifin de la Ac-PDE

Incubacibn Actividad de Ac-PDE
(min) (pmoles/20 min)
"Nativa" Activade
- ATP + ATP - ATP + ATP
0 69 132 160 170
10 63 114 99 148
20 61 112 70 130

_* Para la activacifin de la enzima se preincubf una alfcuota de
50 p1 (2 mg de protefna) de la fraccifn de sulfato de amonio du-
rante 10 min a 309C con ATP.Mg y AMPc en un vollmen final de 2 ml
como se indicf en la seccifn V.4.2. de Materiales y MEtodos (en-
zima activade). Otre alfcuots igual se preincubf en las mismas
condiciones excepto que se omitif el ATP de la mezcla (enzima
"nativa"). Al final del perfodo de preincubacifn las mezclas de

reaccibn se precipiteron con sulfato de amonio como se indicf en
la misma seccibn.

Ambos precipltados se resuspendieron en 0,2 ml de buffer
fosfato de potasio 20 mM, pH 7,5; 2-merceptoetanol 2 mM, y se

ensayb actividad de Ac-PDE en alfcuotas de 10 41 en musencia vy
en presencia de ATP 0,1 mM (O min).

El resto de las soluciones se diluyf 9 veces con buffer B
con el objeto de disminuir la concentraecifin de fosfeto. Las mez-
clas se incubaron a 309C durante 10 y 20 min' y al cebo de estos
tiempos se tomaron al{cuotas de 90 yul en las cuales se ensayf
actividad de Ac-PDE en ausencia y en presencia de ATP 0,1 mM.

En todos los ensayos de activided enzimbtica se utilizf Mg2+
como cetifin divalente y se agregf 50 unidades de Ac-QP.
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Estos resultados avelan les hipftesis de que la actividad de

Ac-PDE de Mucor rouxii puede ser regulada por un mecanismo de

fosforilacifn-desfosforilacifin v que la (s) fosfatasa (s) de fos-
foprotefna (s), presentes en la fraccifin de sulfato de smonio

son cepaces de desactivar a la enzima.

XIV. ACTIVACION DE LA FOSFODIESTERASA DE AMPc POR ENZIMAS

PROTEOLITICAS

Existen en la literatura muchos antecedentes sobre el efecto
activador de la proteflisis limitada sobre la actividad de fosfo-
diesterasa de nuclefitidos cfclicos, tanto soluble como particule-
da, proveniente de distintos tejidos de mami{feros (213,214,238,
254,274,399,400). En general este efecto activador esth acompafia-

do por una disminucifin observable del tamafioc molecular.

Para estudiar el efecto de la proteflisis limitada sobre la

Ac-PDE soluble de Mucor rouxii, se preincubaron alfcuotas de un

extracto parcialmente purificado de la enzima (fraccifn de gradien
te de sacarosa) en presencia de tripsina a D9C durante 20 min. Se
observf gue la Ac-PDE fue activada de 1,5 a 3 veces por este trs-
tamiento. Adem&s se determinf que el efecto activador de la trip-
sina #ﬁe dependiente de la concentracifn de la enzima proteol{ti-

ca y del tiempo a que la Ac-PDE estuvo sometida a dicho tratamiento.

Estos resultados se observan en la Figura 25.
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Figure 25: Activacifn de la Ac-PDE por tripsina '
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Se preincubaron 4 ug de protefna de la fraccifin de gradiente de
sacarosa durante 20 min a 49C en buffer A y con concentraciones cre-
cientes de tripsina en un volumen final de 0,05 ml (Fig. 25 A). Al{-
cuotas iguales se preincubaron en las mismas condiciones con 1 ug de
tripsina durante los tiempos indicados (Figura 25 B). En todos los ca-
sos se agregf 5 ug de inhibidor de tripsina el final del perfodo de
preincubacifn. La actividad de Ac-PDE se ensayfi en ls mezcla total com
pletando el volumen final (0,1 ml) con los componentes del ensayo de
Ac-PDE.
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XIV. 1. Relacifin entre la activacifin de la fosfodiesterasa de

AMPc por fosforilacifin y por protefilisis

-~

Se guiso estudiar si la activa;iﬁn de ls Ac-PDE por fosfori-
lacifn y la activacifn por protefilisis limitada eran fenfimenos
relacionados o independientes, es decir averiguar si la enzima
una vez activada por uno de estos mecanismos era todavia capaz
de responder sl otro. Para estos experimentos se trabajf con un
extracto enzimbtico de la fraccifn de gradiente de sacsrosa
(etapa 4 de la purificacifn). Los tratamientos a los gue fue so-
metido el extracto y los resultados obtenidos se resumen en la
Tabla 17. En un grupo de experimentos se activbf & la enzima con
ATP.Mg. AMPc y Ac-QP y posteriormente se la sometif, o no, e
tratamiento con tripsina (1fneas c. y d.); en un segundo experi-
mento se activé a la enzima por prelncubacifn con tripsina vy
posteriormente se ensayf a la activacifin por ATP.Mg y Ac-QP du-
rante el ensayo enzimftico (1fnea b). Los resultados obtenidos
muestran que tanto el tratamiento con tripsina (1{neas b.) como
la preincubacifn en condiciones fosforilantes (linea c.) lleve-
ron 8 la Ac-PDE el mismo grado de actividad, sproximadamente
100% sobre el control. Los resultados de la tabla muestran tam-
bién gque una vez que la enzima fue activade por fosforilacién
resultf insensible al tratamiento posterior con tripsina

(1fnea d.) y reciprocamente la enzima pretratada con tripsina
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Tebla 17
Activacifn secuencial de la Ac-PDE por fosforilacifin o por
= *
proteflisis limitada
Adiciones Actividad de Ac-PDE
(pmoles/20 min/2 pl)
10 preincubacibén 2@ preincubacifn - ATP  + ATP
10 min a 300 C 20 min & 40 C (0.1 mM)
Be - - 150 292
be. - tripsina 320 325
c. Ac-QP, AMPc, ATP - - 330
d. Ac-QP, AMPc, ATP tripsine - 305

* Se preincubaron alfcuotas de 2 pl (10 pug de protefna) de la
fraccifin de gradiente de sacarosa (etapa 4 de la purificacifn) du
rante 10 min a 300 C en un volumen final de 90 ul, en una mezcla
que contenfa buffer fosfato de potasio 20 mM, pH 7,5; 2-mercaptoe
tanol 2 mM y Cleg 10 mM con las adiciones indicedas en la Tabla.
Las concentraciones de AMPc. ATP y Ac-QP utilizadas fueron: 1 uM,
0,1 mM y 500 unidades/ml respectivamente. Las mezclas se sometie-
ron a una segunda preincubacifin en ausencia o en presencia de trip-
sina (20 pg/ml) durante 20 min & 4Q@ C. Al cabo de este tiempo se
agregf e todos los tubos inhibidor de tripsina de clera de huevo
(5 pg) vy a los tubos s. y c tripsina (20 ug/ml). Luego de las pre-
incubaciones se ensayf actividad de Ac-PDE en la alfcuots totel en
ausencia o presencia de ATP. La reaccifn se comenz8 por el agrega-
do de AMPc [3

rante el ensayo de Ac-PDE con 50 unidades de Ac-QP.

H 10 pyM. Los experimentos b y d suplementaron du-
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no fue capaz de responder a la sctivacifn por ATP.Mg y Ac-QP du-

rante el ensayo enzimftico (1inea b).

Estos resultados serfan consistentes con el modelo del "inhi-
bidor interno" propuesto por Kaufman y Fisher (401) para explicar
la activacifn de la hidroxllasa de la fenilalanina de higado de
rata por lisolecitina y gquimiotripsins, modelo gque también expli-
ca la activacifin de la enzima por fosforilacifn (402). Seglin este
modelo la enzime contiene una cadena polipeptfdica inhibidora, la
gue serfa desplazada de su sitio inhibitorio, reversiblemente por
la sccifin detergente de ciertos fosfol{pidos o irreversiblemente
por proteflisis limitada. La introduccifin de grupos fosfato en
la molécula enzimbtica tambibn desplezarfs reversiblemente, por
repulsifin electrostbtica, al polipéptido inhibidor, activando de
esta manera a la enzima. As{ la activacifin de la enzima por alguno
de estos mecanismos no serfa aditiva con la activacifin por cual=-

quiera de los otrose.

XIV. 2. Perfil de sedimentacifin en gradiente de sacarosa de la

fosfodiesterasa de AMPc activada por fosforilacifn o por

tripsinizacifn

Los experimentos que se describen en esta seccifin se realizae-
ron con el objeto de ver si los procesos de fosforilacifin y trip-

sinizacifn producf{an cambios en el tamafio aparente de la enzima.
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Para ello se preincubaron alf{cuotas convenientes de la prepara-
ciﬁn\enzimética (fraccibfn de DEAE-~celulosa) con ATP.Mg y AMPc o
con tripsina; une tercera al{cuote se sometif e fosforilecibn y
posterior tripsinizacifn. Luego de estos tratamientos se anali-
z6 el estado de la enzima en gradientes de sacarosa entre 5-20%

y se los comparf con el de un control preincubado sin adiciones

(enzima nativa).

La Figura 26A muestrs un perfil t{pico de sedimentacifin de
la enzima nativa luego de centrifugacifin en gradiente de sacaro-
sa. Solo se observf un pico de actividad cuyo coeficiente de se-
dimentacifn resultf de 4,2 S.. E1 tretamlento de 1la Ac-PDE con
tripsina produjo una disminucifn del SZU,u de 4,2 5 a 2,6 8
(Figura 26B) mientras que la enzima activeda por fosforilacifn
mostré el mismo valor de 520,u que el de la enzima netiva (Figu-
ra 26C) . La enzima activada por fosforilacifn y posteriormente
sometida a proteblisis mostrf una disminucifin en su coeficiente
de sedimentacifn similar al de la.Ac-PDE tratada unicamente con
tripsina (Figura 26B). Sin embargo este tratamiento con tripsi-
na luego de la activacién por fosforilacifin, no produjo ninguna
activaci6n adicional de la actividad enzimftica, tal como se vé

en la Tabla 17.
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A PA. Px Citc |B PA. Px Cit c

Vol N

Ac-PDE (pmoles/min/fraccion)

30 -

| 1 I | | | |
5 10 5 20 25 5 10 5 20 25

20% 5%
N° de FRACCION SACAROSA

Figura 26: Centrifugacifn en gradiente de sacarosa de la Ac-PDE "nativs"

y activada

Se preincubaron al{cuotas de Q6 mg de protefna de la fraccifin de DEAE-
celulosa en buffer fosfato de potasio 20 mM, pH 7,5; 2-mercaptoetanol 2 mM,
en un volumen finael de 0,2 ml; en las siguientes condiciones: A) control
preincubado sin adiciones, B) tripsina 20 pyg/ml durante 20 min a 49C, segui
do por 5 ug de inhibidor de tripsina, C) ATP 0,1 mM, AMPC 5 uM, C1 Mg 10 mM
durante 10 min a 300C, D) las mismas cundlclones que C més un periudo adi-
cional de 20 min a uoc con 20 pg/ml de tripsina, seguido de la adicifn de
5 pg de inhibidor de tripsina. Al final de los perfodos de incubacifin, las
mezclas se centrifugaron en un gradiente lineal de sacarosa 5-20% prepara-
do en buffer fosfato de potasio 20 mM (seccifn VII. de Materiales y Métodos)
La actividad de Ac-PDE se ensay6 en alfcuotas apropiadas. Las flechas indi-
can la posicifn de las protef{nas marcadoras: fosfatasa alcalina (P.A.),
peroxidasa (Px) y citocromo ¢ (Cit c).
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XV. ACTIVACION DE LA FOSFODIESTERASA DE AMPc LUEGO DE CROMATOGRA-

FIA EN COLUMNA DE AFINIDAD

Se gquiso estudiar si la Ac-PDE luego de la Gltima etepa de pu
rificacibn elcanzada en este trabajo segufa siendo sensible a la
activacifin por ATP.Mg y quinase de protefna. Para ello se ensayf
la actividad de Ac-PDE de la fraccibn de Azul 2-Agarosa en presen
cla y en ausencia de los agentes fosforilantes y a conﬁentraciones
variables de enzima. En todo el rango de protefna ensayada no se

pudo demostrer activacifn de la Ac-PDE por fosforilacifin.

La falta de respuesta de la enzima a la activacifn por fosfo-

rilacifn luego de 1la filtrscién por 1ls columna de afinided podria

interpretarse suponiendo gue:

a) La activacifn de la Ac-PDE por ATP.Mg y ARc-QP ocurrirf{e a tre-
vés de la fosforilacibn de un factor proteico gue permanecer{a aso
ciado @ 1la enzima hasta la etepa de cromatograff{a en Azul 2-Agaro-
se. Este factor se separarfa de le activided enzimbtica durante es-
ta etapa de purificacifn y por lo tanto la enzima elufda del gel de
afinidad ya no serf{a sensible a la accifin de los agentes fosforilan
tes. De acuerdo a esta hipftesis la separacifin del factor fosforila

ble en esta etapa mantendrf{a a la Ac-PDE en "estado activado".

b) Existirfa una "poblacibn" heterogénea de fosfodiesterasa de AMPc;

una parte de la poblacifn serf{a activable por fosforilacifn y no se
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recupersrf{a luego de la cromatogreff{e de afinidad; unicamente la
forma.de Ac-PDE no activable por fosforilacifin eluirfs de la co--
lumna de afinidad en las condiciones experimentales descriptas.
La bajs de recuperacibn de la actividad enzimftica obtenida de
la columna de afinidad estar{a de acuerdo con esta hipftesis.
Por otre parte muy recientemente se ha demostrado que la elucibn
de una columna de afinidad de una Ac-PDE de hfgado de cerdo re-
quiere condiciones tan drfhsticas como altas concentraciones de

AMPc y temperatura (403).

Mientras que en el primer modelo propuesto no serfa la enzi-
ma misma, 0 sl menos la porcifn catalf{tica, la que se fosforila-
rfa, sf lo serfa en el segundo. La dilucidacifin final del mecanis

mo de activacifin por fosforilecifn de la Ac-PDE de Mucor rouxii

esth mbs allh de los objetivos de esta tesis y requerirfa una pu-

rificacifin mayor de la enzima.

Merece sin embargo destacerse que cualquiera sea el mecanismo
{ntimo de activacibn por fosforilacifin de la Ac-PDE en este orga-
nismo, al momento en que se postulf este posible mecanismo de re-
gulacifin de la activided de Ac-PDE (404) nunca se habfa sefialado
en la literatura la modulacifn de una actividad de fosfodiestera-
sa de nucleftidos c{licos por fosforilacifin-desfosforilacifin y es
la primera vez que se describe la activacifin por proteflisis de

la enzima en un organismo eucarionte inferior.
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Se encontraron variaciones de la actividad de fosfodiesterasa

de AMPc durante la morfogénesis aerfibica de Mucor rouxii gue,

-~

junto con las variaciones de la actividad de adenilato cicle-

sa, darfan cuenta con bastante aproximacifn de los cambios de
los niveles intracelulares de AMPc que se producen durante ese

proceso morfogenético.

La actividad de PDE es en su mayor parte soluble y eluyb de
una columna de DEAE-celulosa a pH 6 como un solo pico de acti-
vidad espec{fica para AMPc a una concentracifin de acetato de
sodio de 0,4 M, bien separada de un pequefio pico de actividad
de fosfodiesterasa de GMPc que eluyf6 & una concentracifin sali-

na menor (0,15 M),

Se logr6 una purificacién parcigl de 1la actividad de Ac-PDE
soluble que llevé a la enzima & un estado de pureza de aproxi-
madamente 30%, segln el criterio de electroforesis en gel de
poliacrilamida. Ls actividad especifica final alcanzada fue de
8.200 picomoles de AMPc hidrolizado/min/mg de protefna, lo que
representf aproximadamente 260 veces de purificacifin respecto
del extracto soluble iniciel. Durante la purificacifin y en las
condiciones experimentales ensayadas no se encontraron formas

mbltiples de la enzima.



194

L, La Km aparente pera el AMPc de la enzima paercielmente purifi-

5.

cada, caelculada con concentraciones submicromolares de sustra
to, fue 2,5 M y corresponderfa el de una enzima de alta afi-
nidad por el AMPc. El valor de la constante de efinldad es

coherente con el papel fisiolbgico que desempefiarfa la enzima
en esta especie, ya que las concentreciones de AMPc por célu-

la, en los estadfos del desarrollo considerados, oscilaron

entre 1-2 uM,

La Ac-PDE presentf un requerimiento absoluto de catifn diva-
lente para expresar su activided mbxima. La velocidad de hi-
drélisis del AMPc cuando se ensayf actividad enzimbtica en

2+

presencia de Mn™", fue de 2-3 veces superior a le alcanzada

2+

con Mg~ . La afinidad de la enzima pera ambos cationes fue

similar.

Se calcularon algunos parfmetros hidrodinfmicos y moleculares
de la Ac-PDE por medio de ultracentrifugacifn en gradiente de
sacarosa y filtracibn molecular en gel. Los resultados indica-
ron que la enzima posee un coeficiente de sedimentascifn de 4,2 S,

7 cmz/seg, un radio de

un coeficiente de difusifn de 8,9.10°
Stokes de 39 A y un peso molecular relativo de 70.600. El1 valor
del coeficiente friccionel de la enzima, 1,4, indicar{a que se

trata de una protef{na ligeramente asimftrica.
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7. La Ac-PDE parcialmente purificada no fue inhibida por las
metilxantinas ensaQadas hasta una concentracifn de 10 mM, ni
fue estimulada por imidazol.

El Ca°t no activé a la enzima ni aln en presencia de un exce-
so de calmodulina exfgena.

E1 ATP no tuvo ningln efecto sobre la enzima parcislmente pu-

rificada.

8. La enzima de un extracto poco purificedo fue capaz de ser acti
vada por ATP.Mg y AMPc, siendo le activecibfn dependiente de la
concentracifn del nuclefitido, del tiempo de contecto del mismo

con la enzima y de la temperatura de incubaecifin.

9. La activacifn de la enzima se conservf cuando, una vez active-

da por ATP.Mg y AMPc, se separaron los metabolitos activantes.

10. Los requerimientos para la activacifin de 1la Ac-PDE, parcialmen-
te purificada, fueron los mismos que los de una fosforilacifn

mediada por una quinasa de protef{na dependiente de AMPc.

11. Cuando la actividad de Ac-PDE se separf de ls de Ac-QP, debido
a sus diferentes coeficientes de sedimentacifn, la activacifin
de la fosfodiesterasa se hizo dependiente del agregado de qui-~
nasa de protefna y creciente con la centidad de esta enzima.

La activacifin de la enzima pudo ser anuleda por la presencia
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del inhibidor termoestable de la guinasa de protefna, confir

mando que la activacibn de la Ac-PDE est& mediada por unea

quinasa de protefns dependiente de AMPc.

La activacién de ls Ac-PDE por fosforilacifn condujo a un
aumento de 3 veces en la velocidad m&xima de hidr6lisis del
AMPc sin producir cambios apreciables en la afinidad de la

enzima para este nuclebtido.

La posibilidad de que la activacifn de la Ac-PDE por fosfo-
rilacibn pueda ocurrir in vivo estf basada en los siguientes
hechos experimentales: a) la Ac-PDE de extractos crudos fue
activads por incubecifn con ATP.Mg y AMPc sin agregado de Ac-QP

y b) la sctivacifn de la enzima por fosforilacién se observf

in vitro a concentraciones fisiolfgicas de AMPc (1-2 uM).

Se encontrf que la activacifin de la Ac-PDE pudo ser revertida
sometiendo a la enzima & condiciones desfosforilantes. De es-
te modo se pudo demostrer que le actividad de la Ac-PDE estf

modulada por un mecanismo reversible de fosforilacifn-desfos-

forilacibn.

La Ac-PDE pudo ser activada por proteflisis limitada. Mientras
que la activacifn de la enzima por este mecanismo estuvo acom-

pafiada por una disminucibén en el coeficiente de sedimentacifin
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de la enzima, la Ac-PDE activada por fosforilacifin no presen-

té cambios eparentes en el temsefio molecular.

Se demostrf que las activaciones por fosforilacifin y por pro-
te6lisis no son aditivas. Este hecho indicarfs que existe un

sitio en la molécula de la Ac-PDE que al fosforilarse o sepa-
rarse por prote6lisis permite gque la enzima exprese su activi

dad mBxima.

En base a los resultados del presente trabajo se propone un
posible mecanismo fisiolfgico de la regulacifin de los niveles
de AMPc en M.rouxii: une elevecifn de los niveles intracelula
res de AMPc conducirfa a la activacién de la guinasa de protef
na dependiente de este nucleftido; la subunidad catal{tica li-
bre, en presencia de ATP.Mg, fosforilarf{a s la fosfodiesterasa
de AMPc o a un factor intimamente asociado a ells, llevhndola
de una forma menos active a una forma activade, la cual acele-
rarfa la hidr6lisis del AMPc, regulando de estas manera el AMPc
sus proplos niveles intracelulares. (éste mecanismo se esquema

tiza en la Figura 27).
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MECANISMO PROPUESTO

RzCz I - R AMPc+2C
QUINASA DE SUBUNIDAD CATALITICA
PROTEINA INACTVA  |AMPc ACTIVA

ATP. Mg?"

4

<-—— PDE-
|
5 AMP

Figura 27: Mecanismo de activacifin de la Ac-PDE por fosforilacifin
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NOMENCLATURA DE LAS ENZIMAS (LO5)

NOMBRE

Adenilato ciclasa

Fosfatasa alcalina

Fosfatasa de

fosfoproteina

Fosfodiesterasa de
GMP cfclico

Fosfodiesterasa de

nuclebtidos cfclicaos

Glucosa oxidasa

Peroxidasa

Quinasa de protefna

Tripsina

NUMERO E.C.

L.b.l.1.

3.1.3.1.

3.1.3.16

3.1.4.35

3.1.b4,17

l.1.3.4.

l.11.1.7.

2.7¢1.37

3.1’.21.&.

NOMBRE SISTEMATICO

ATP pirofosfato-ligasa

(ciclante)

Monoester-ortofosféri-

co fosfohidrolasa

Fosfoprote{na fosfohi-

drolasa

31:51'_GMP-cflico

5'-nuclefitidohidrolasa

31':5': nucleftido-cfcli-

co 5'-nucleftidohidrolasa

¢ -D.glucosa: ox{geno

l1-6xidoreductasa

Dador: perfxido de hidré-

genooxidoreductasa

ATP: protef{na fosfotrans-

ferasa
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