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lNTRUDUUCIÜN

I. CONSIDERACIONES GENERALES

El término hormona Fue propuesto originalmente por el

Fisiólogo inglés E. H. Starling en 1905, y se definió como"cual

quier sustancia producida normalmentepor las células de alguna

parte del organismo y transportada por el torrente sanguíneo a

partes distantes, a las que afecta para beneficio de dicho orga

nismo comoconjunto". A esta definición clásica habria que agre

gar: "las hormonas intervienen en la regulación v coordinación

de las actividades celulares, siendo eficaces en concentraciones

muybajas". Estos conceptos pueden parecer vagos y generales, y

muy lejanos de aquellos que hoy nos explican el mecanismo de ac­

ción de las hormonas a nivel molecular. Sin embargo, ellos encig

rran ya la "idea molecular" de que la hormona es una señal del

medio extracelular que de alguna manera debe ser transducída ba­

jo la Formade un mensaje intracelular. Por otra parte, el hecho

de afirmar que las hormonas son eficaces a bajas concentraciones

implica la necesidad de un sistema de amplificación por el cual

la señal extracelular produzca un cambio metabólico, generador a

su vez de un cambio macroscópico detectahle por los ojos del fi­

siúlogo.

Se puede decir que la Endocrinología Molecular se ocu

ps de dilucidar las relaciones entre la señal externa, el mensa­

jero interno y el sistema de amplificación. El nacimiento de esta



disciplina se ubica en 1957 cuando Sutherland y Rall (1,2) descu

brieron un compuesto termo-estable cuya formación era catalizada

por fracciones particuladas de higado incubadas con ATP, iones

Mg++y glucagón o adrenalina. Dicho compuesto, requerido para la

activación de 1a fosforilasa hepática, resultó ser el 3', 5' Ada

nosina monofosfato cíclico, llamado comúnmenteAMPcíclico.

En el esquema propuesto por Sutherlano, el AMPcicli­

co (Figura 1) es el mensajero intracelular o segundo mensajero,

mientras que la hormona representa a 1a señal externa o primer

mensajero. La presencia del primer mensajero modificaria la con­

Figura 1:—Estructura de la
molécula de AMP
cíclico.

centracion interna del segundo mensajero. La mayoria de las hor­

monas, y en especial las polipeptíoicas por su gran tamaño, serían

incapaces de atravesar la barrera constituida por la membranaplag

mática. ¿Cómologra entonces la señal externa modificar la canti­

dad de una sustancia que se enCUEntraen el interior de la célu­

la? Es lógico suponer, y asi ocurrió, que en el transcurso de la



Evolución se hayan seleccionado en la superficie celular molécu­

las capaces de reconocer específicamente a las diferentes hormo­

nas por complementarídad estérica, y de tomar contacto con el sig

tema interno encargado de producir y/o degradar al AMPcíclico.

Dichas moléculas son los llamados receptores hormonales. En la fi

gura 2 se esquematiZa simplemente el modelo de los dos mensajeros.

EXTERIOR CITOPLASMA

_” _8 ATP10-40 M

E? 1611079 10'110'7v1
AMPc ""---> METABOLITO

PDE\¡‘:ÏX
MP SAMP

Figura 2:- Modelo de los dos mensajeros.
H = hormona; R = receptor; MP= membrana plasmática;
AE= adenilil ciclasa; PDE= fosfodiesterasa de AMPciclico;
MX= metilxantinas.

En este esquema, cuando una hormona (por ejemplo el

glucagón) aumenta su concentración extracelular de 10-10 a 10-8 M,

interactúa con el receptor ubicado en la superficie externa de la

membranaplasmática.

El receptor ligado a la hormona es entonces capaz de



interaccionar con le enzima responsable de sintetizar al AMPci­

clico a partir del ATP, llamada adenilil ciclasa, y que se encuEn

tra en la cara interna de la membranacelular. De esta manera,

el AMPcíclico aumenta su concentración de 10-8 a 10-5 M y pro­

voca un cambio metabólico (el modo de acción del AMPcíclico se

verá más adelante) con alteración de la concentración de metabo­

litos. Por ejemplo en el caso de la glucosa 6 Fosfato, ésta pue­

de aumentar su concentración de 1Ü-ha 10-3 M, lo que implica una

amplificación de la señal del orden de diez millones de veces.

El AMPcíclico sintetizado puede a su vez ser degradado por la en

zima fosfodiesterasa de nucleótidos ciclicos, con producción de

5' AMP,siendo esta reacción inhibída por las metilxantinas.

El esquema descripto en la figura 2 ha demostrado ser

universal para todas aquellas hormonas que actúan Vía AMPcicli­

co (cabe recordar que existen hormonas comolas esteroideas, por

ejemplo, ouyo mecanismo de acción no involucra al AMPcíclico).

El objeto central de este trabajo de tesis es la ca­

racterización y purificación de dos actividades de adenilil ciclg

sa dependientes de Mn++encontradas en las fracciones citpsóli­

cas de testículo de rata y del hongo Neurospora crassa.



II. PROPIEDADES GENERALES DE LAS ADENILIL CICLASAS

La adenilíl ciclasa [ATPpyrophosphate-lyase (cyclizing)

E.C. h.6.1.1J es la enzima responsable de la sintesis del AMPci

clico según la reacción
MEZ+

ATP —--—-————-——>- AMPcíclico + PPi

Los sustratos de esta reacción pueden ser los comple­

jos Mg ATP2_ o Mn ATP2_ actuando los cationes divalentes Mn++o

Mg++como activadores de la misma. En el caso de algunas ciclasas

como la de Neurospora (3) y 1a de testíCulo (ver resultados) la

dependencia de Mn++es casi absoluta. Si bien la concentración

intracelular de Mn++sería diez veces menor que la de Mg++, la

afinidad del ATPpor el primero es mayor que por el segundo, lo

que podría explicar que la enzima pueda actuar in vivo con ambos

cationes.

II. 1 Localización

En todas las células eucariotes estudiadas las adení­

lil ciclasas son enzimas unidas a membrana, que se encuentran en

la cara interna de la membranaplasmática. Hasta el momentola

excepción a esta regla la constituye la ciclasa de los túbulos

seminíferos que tiene localización citoplásmica (b,5). Dejando de

lado esta excepción, se puede considerar a la adenilil ciclasa cg

mo un buen marcador de membrana plasmática. Esto fue demostrado

primeramente por Davoren y Sutherland (6) quienes vieron que la



adenilil ciclasa de "fantasmas" de eritrocitos sedimenta con una

fracción de GÜÜx g, que no tiene localización predominantemente

mitocondrial y que puede ser separada de contaminantes nucleares

por centrifugación a través de soluciones de glicerol al 20%. La

demostración definitiva y Final de la asociación de 1a enzima a

la membranacelular fue hecha por Rodbell y colaboradores (7) que

establecieron la presencia de la ciclasa sensible a glucagón en

preparaciones muypuras de membranasplasmáticas de hepatocitos

obtenidas según el procedimiento de Neville (B).

Existen trabajos en los que se demuestra actividad de

adenilil ciclasa en otras organelas subcelulares comoser micro­

somas (9), núcleos (10,11) y reticulo sarcoplasmático (12). Sin

embargo, en ninguno de estos casos existirian evidencias convin­

centes que indiquen que las bajas actividades detectadas no corres

pondan a contaminaciones de las Fracciones con membranas plasmá­

ticas (13).

Para estudiar las caracteristicas moleculares de las

adenilil ciclasas unidas a membranamediante los métodos de la

quimica de las proteinas, es necesario remover a la enzima de su

entorno fosfolipídico. Numerosostrabajos describieron el uso de

detergentes para solubilizar a 1a adenilil ciclasa. Levey (1h)

utilizó el Lubrol PXen la preparación de una adenilil ciclasa so

luble de miocardio y determinó su peso molecular aparente

(200.000 Dalton) por Filtración en gel Sephadex. Esta filtración



es precedida por una cromatografía en DEAE- celulosa, necesaria

para la eliminacion de la mayor parte del detergente. Storm y

Ryan (15) han logrado obtener una ciclasa solubilizada de membrg

nas de higado con Triton X-305 (un detergente más hidrofóbico que

el Triton X-1ÜÜ)que preserva su capacidad de respuesta al gluca

gún y a la adrenalina. Experimentos realizados en nuestro labora

torio (Dr. Torres, comunicación personal) con una variedad de dE

tergentes iónicos y no iónicos llevaron a 1a selección del BRIJ­

58 para la solubilización de 1a adenilíl ciclasa de Neurospora
crassa .

II. 2 Papel de los grupos sulfhidrilo y de los puentes disulfuro.

Reactivos que interaccionan con grupos sulfhidrilo cg

mo el p-cloro-mercuribenzoato (PCMB)y 1a N-etil-maleimida (NEM)

son capaces de inactivara la adenilíl ciclasa de higado. Mientras

el efecto de NEMes irreversible, el de PCMBpuede ser parcial­

mente revertido (50%) por reactivos comoel dítiotreitol (DTT)o

el mercaptoetanol (MSH)(13). Por otra parte, el tratamiento de

membranas durante 5 minutos con mercaptoetanol a una concentra­

ción de 10 mMprovoca una pérdida del 50%de la actividad de ci­

clasa (13) sugiriendo que además de un grupo -SH (sansible a PBMB)

parece critica la presencia de puentes -S-S- (sensibles al MSH).

II. 3 Efecto del ión Fluoruro.



Con excepción de las ciclasas dependientes de Mn++, to

das las ciclasas eucarióticas descriptas son estímuladas por el

ión Fluoruro. Se conoce muy poco acerca del modo de acción del

fluoruro, pero se sabe que su capacidad de activar la sintesis

de AMPcin vitro a partir de ATPno es debido al conocido efecto

inhibítorio del F- sobre la ATPasa (ATPphosphohydrolase E.E. 3.

6.1.3.). Existen numerosasdiferencias entre el proceso a través

del cual el F- activa a la ciclasa y la activación hormonal de

la misma : 1) la activación por F_ no depende de la presencia de

la adenilíl ciclasa en la membranaya que cíclasas solubilizadas

por detergentes que han perdido su capacidad de respuesta a hor­

monas, conservan su sensibilidad al F- (1h-16); 2) la concentra­

ción de F- que proporciona la mitad de la estimulación máximava

ria con la temperatura (17) mientras que la de las hormonas no;

3) las curvas del efecto versus la concentración de F_ son sigmol

deas mientras que las de las hormonas no.

El efecto del F_ fue primeramente descripto por SuthEr

land gt_gl.,(18) y se vió que requiere la presencia de un catión

divalente para manifestarse y que es poco reversible. Ademásde

su efecto estimulatorio directo sobre la adenilíl ciclasa, el F­

es capaz de inhibir a las ciclasas estímuladas por hormonas. Esto

lo comprobaron Haruood y Rodbell (19) quiEnes encontraron que el

F inhibe la acción estimulatoria de la adrenalina o el ACTHa



temperaturas por debajo de 30°C. Por otro lado, Manganiello y Vaugham

(20-22), trabajando con la adenilil ciclasa de células del panico

lo adiposo epididimal de rata, demostraron que la actividad esti­

muladora del F—a una concentración de 5,3 mMpuede ser totalmen­

te anulada por pirofosfato 1,5 mM,mientras que el PPi no afecta

a la inhibición por F_ 5,3 mMde la estimulación de la ciclasa por

isoproterenol. Esto índicaría que los efectos estimulatorio direE

to e inhibitorio de la estimulación hormonal son eventos indepeg

dientes causados por el F-. Los mismos autores también demostra­

ron que era posible inhibir con F- 5,33 mMen la mezcla de incu­

bación, a la adenilil ciclasa activada en una preincubacibn con

F_ a una concentración de 5 mM.Este último experimento confirma

1a independencia de los efectos.

Durante mucho tiempo se pensó que el Fluoruro estimula

ba al máximoa lazfienilil ciclasa y por lo tanto la actividad es

timulada por F- podía ser considerada comoun buen índice de la

concentración en enzima. Sin embargo, Rodbell y colaboradores (23)

mostraron que el GMP-P(NH)P,un análogo del GTP con el enlace entre

los fosfatos G y K no hidrolizable, era capaz de aumentar la act;

vidad de adenilil ciclasa a niveles muypor encima de los alcanza

dos con F_.

II. A Regulación por hormonas.



Numerosashormonas modifican la actividad de adenilil

ciclasa en varios tejidos: la mayoria de ellas ejercen un efecto

activador mientras que la insulina (Zu-27) ejerce un efecto inhi
bidor.

El hecho de que hormonas muy diferentes tengan como

Fin incrementar los niveles intracelulares de AMPciclico, lo

oual a su vez altera el metabolismo celular, parecería un efecto

no especifico sino fuera por la existencia de receptores hormona

les que discriminan entre las hormonascirculantes y aseguran el

acoplamiento con la adenilil ciclasa.

En la Tabla 1 se describen las principales hormonas

que modifican la actividad de la adenilil ciclasa, el tejido en

el que actúan y la respuesta biológica que producen.

Sutherland y sus colaboradores sugirieron originalmeg

te cuatro criterios que debian cumplirse para asegurar que un

determinado efecto hormonal es mediado por el AMPcíclico. Estos

son:

1) - La hormonadebe estimular a la adenilil oiclasa en extrac­

tos libres de células.

2) - Niveles fisiológicos de la hormonadeben producir un incrg

mento en los niveles de AMPcíclico que oCurra antes de, o

concomitantementecon la respuesta Fisiológics.

3) - Las metil xantinas (teofilina, cafeína, aminofilina) deben

potenciar el efecto de la hormona. Esto se debe a que las



metil xantinas son potentes inhibidores de la Fosfodieste­

rasa de AMPcíclico (3': 5'—Cyclic. AMP5' nucleótido hydrg

lase E.C. 3.1.h.17).

h) —El agregado de AMPcíclico exógeno o de sus análogos debe

imitar el efecto de la hormona.

Fain y Butcher (A7) proponen agregar un quinto criterio a los de

Sutherland:

5) - La toxina del cólera debe imitar el efecto de la hormona

después de un periodo de "latencia" de 1-2 hs. (ver 11.6).

Los sistemas de activacion de la adenílil ciclasa por las dife­

rentes hormonasposeen las siguientes caracteristicas: a) cada

hormonaestimula a la adenílil ciclasa en un rango de concentra

ciones que es propio; b) la estimulación máximalograda varía

según el tipo de hormonadel que se trate; c) antagonistas espe

cíficos solamente bloquean los efectos de los agonistas corres­

pondientes y no de otras hormonas; d) las hormonas actúan desde

el lado externo de la membrana (esto fue demostrado por Sato y

colaboradores (ha) para la AETHy por Euatrecasas (A9) para la

insulina, quienes comprobaronla existencia de respuestas a pre

paraciones hormonales unidas covalentemente a matrices insolu­

bles); e) las características discriminatorias de los recepto­

res y la activacion de la adenílil ciclasa no requieren de la

integridad celular ya que se observan en sistemas libres de cé­

lulas (50); f) la interacción de las hormonascon sus receptores



HORMONA

ADRENALINA

NORADRENALINA

GLUOAGON

BORTIOOTROFINA (ABTH)

TIROTROFINA (TSH)

HORMONA PARATIROIDEA

HÜRMONA LUTEINIZANTE
(LH)

UASDPRESINA

PROSTAGLANDINAS

MELANOTROFINA

INSULINA

Mi

TEJIDO U ORGANO

HIGADO

MUSCULO ESOUELETIOO
MIOOARDIO
GLANDULA SALIVAL
TEJIDO ADIPOSO

SISTEMA NERVIOSO
GLANDULA PINEAL

HIGADO
TEJIDO ADIPOSO

ADRENALES
TEJIDO ADIPOSO

TIROIDES

CORTEZA RENAL
HUESOS

CUERPO LUTEO

MEDULA RENAL

HIPÜFISIS (A2)
TIRÜIDES (43)
BAZÜ (ha)
MUSCULO ESQUELETICÜ

PIEL DE ANFIBIOS

Neurospora crassa (2h)
TEJIDO ADIPOSO (25-27)

12

RESPUESTA

GLUCOGENOLISIS (28)
GLUOOGENOLISIS (28)
EFECTO INOTROPIOO (29)
SECREOION DE AMILASA (30)
LIPOLISIS (31)

LIBERACION DE AOETILCOLINA (32)
SINTESIS DE MELANOTONINAS (33)

GLUOOGENOLISIS (28)
LIPOLISIS (3h)

PRODUCCION DE ESTEROIDES (35)
LIPOLISIS (3h)

HIDRÜLISIS DE TIRÜGLDBULINA (36)
IÜDACIÜN (37)
ÜXIDACION DE GLUCOSA (38)

FÜSFATURIA (39)
REABSÜREION DE DALCID (39)

SINTESIS DE ESTEROIDES (hO)

REABSORCION DE AGUA (#1)

MELANIZACIDN (hs)



Vista a través de la activación de la adenilil ciclasa es total

y rápidamente reversible. Esto fue demostrado originalmente en

el sistema de la ciclasa hepática estimulada por glucagún, esta

diando los efectos de la eliminación de la hormona por lavado,

o de la dilución de la hormona o de la acción de antagonistas

competitivos, sobre la respuesta enzimática (51).

Los puntos a); b) y c) son consecuencia de la extre­

maespecificidad de los receptores para las caracteristicas topo

químicas de las hormonas. Tal hecho se evidencia claramente en

las células grasas que poseen no menos de cinco tipos diferentes

de receptores, cada uno de ellos con capacidad de activar a la

adenilil ciclasa (52).

II. 5 Regulación por GTP

El papel de los nucleótidos de guanosina en el control

de la adenilil ciclasa ha sido parcialmente dilucidado por cuatro

lineas de trabajo:

1) - El grupo de Rodbell y Birnbaumer (53) demostró que en mem­

branas de higado la activación por glucagfin de la adenilil

ciclasa requiere GTPo su análogo, el GMP-P(NH)P. Este com

puesto presenta la unión de su Fosfato terminal resistente

al ataque por hidrolasas (5h). Por otra parte estos nucleÉ

tidos aumentan la disociación del complejo receptor-hormo­

na tanto en el caso del glucagón (55) como en el de los

agonistaseadrenérgícos. Rodoell y colaboradores mostraron



2) ­

3) ­

1h

en 1977 que membranas plasmáticas de higado "pre-marcadas"

con [1251] glucagón y luego solubilizadas con Lubrol PX da

ban origen a dos componentes separables: por un lado la ade

nilil ciclasa cuya actividad podria ser estimulable por

GMP-P(NH)P y por otro lado glucagón unido a proteina cuya

velocidad de disociación podria ser aumentada por GTPy

GMP-P(NH)P de una manera similar a la vista en membranas

intactas (56,57).

Pfeuffer por su parte, partió de extractos de eritrocitos

de paloma solubilizados con detergentes. Mediante el uso de

columnas de cromatografía de afinidad en matrices contenieg

do GTPunido covalentemente, logró separar dos fracciones:

una con escasa actividad de ciclasa sin respuesta a GMP-P

(NH)P, y otra, que se retiene en dichas columnas, carEnte

de actividad de ciclasa. Esta última, agregada a la primera

restituye la actividad enzimática estimulable por el nucleg

tido de guanosina (58).

Gilman y colaboradores por otro lado trabajaron con variag

tes (mutantes) de células de linfoma Sh9 carentes de actívi

dad de adenilil ciclasa dependiente de Mg++(células AE_).

Cuandoagregaron extractos preparados con detergentes de

membranas de AC- a membranas de células AC+cuya ciclasa

había sido inactivada por calentamiento, la actividad en

presencia de Mg++se restituyó. De ello surge que para que
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opere la actividad ciclizante en presencia de dicho catión

se requiere un factor lábil al calor existente tanto en cg

lulas AC+como en las AE_ (59,60).

h) - El cuarto tipo de evidencia fue provisto por Dassel y Selig

ger (61) quienes reconocieron la existencia en membranasde

eritrocitos de pavo de una actividad hidrolitica del GTP

(GTPssa) estimulable por catecolaminas e inhibible por ente

rotoxina del cólera.

La conclusión de estos trabajos es que ls adenílil ci

clasa tiene íntimamente asociada una actividad GTPósica. Se supo

ne que el estado activo de la ciclasa es el complejo ciclasa ­

GTPy qoe la hidrólisis del nucleótido por la ETPasa diaminuye

la actividad de la enzima por Formación de un complejo inactivo

con el GDP. El EMP-P(NH)P, al no ser hidrolizable, mantendrá

al sistema permanentemente en su estado activo. La figura 3 ilds

tra el modelo propuesto por Cassel y Selinger.

Según este esquema la enterotoxina del cólera no ac­

tivaría a la ciclasa directamente sino por inhibición de la GTP

asa. El complejo hormona-receptor, a su vez, aceleraria el re­

cambio del EDP por el GTP.

II. 6 Activación por 1a toxina del cólera

El cólera es una enfermedad fatal provocada por una

enterotoxina formada por Vibrio cholerae. La enterotoxina causa

un dramático aumento de la secreción del fluido intestinal y los



enfermos mueren por deshidratación. La molécula de la enterotoxi

na está formada por dos subunidades proteicas de 5h.ÜÜÜDalton

(proteina I) y 32.000 Dalton (proteína II) de peso molecular, y

esta última a su vez por dos subunioades ligadas por uniones di­

sulFuro de 7.000 y 25.000 Dalton de peso molecular respectivamen

te.

[ENZ. -GMPP(N)P]
NZ. - G7'P] toxina del

[MR] + GT}:a cólera

GMPPNP [ENZ.- GDP]

GTP GDP

ENZ/MA

Figura 31- Modelo propuesto por Cassel y Selinger para explicar
la activación de la adenilil ciclasa por GTPy GMP—P(N)P

+ = estimulación — = inhibición

La secuencia de eventos involucrados en la accion de esta toxina

se inicia con la interacción de la mismacon su receptor en la

membranaplasmática. Dicho receptor, el monosialo-gangliosioo

GM1está presente en la membranaplasmática oe casi todas las cg

lulas de mamíferos (62) y la interacción con la toxina se haria

a nivel de la proteína I. Luegode ello, la proteína II se sepa



ra del complejo gangliúsido - proteina I y paralelamente ocurre

una reducción de los puentes disulfuro que conectan las subuni­

dades de PM 7ÜÜÜ y ZSÜÜÜ. La suounidad de ZSÜÜÜa su vez es quien

definitivamente activa a la ciclasa (63-66).

Ya se ha visto en el modelo de Cassel y Selinger (Figura 3) que

la activacion por enterotoxina del cólera ocurre por inhibición

de la GTPasa.

Recientemente se demostro que la suounidad activa de la toxina

tiene actividad de adenosina difosfato ribosil transferasal(E.C.

3.2.2.5), es decir que es capaz de catalizar la siguiente reac­

ción (llamada comúnmenteADPribosilaciún) (67).

+
NAD + ABEPTÜR _____+ ACEPTÜR - RIBÜSIL ADP + NICÜTINAMIDA

Se supone que en el caso de la enterotoxina del cólera, el acep­

tor seria la GTPasaasociada a 1a adenilil ciclasa, 1a cual que­

daria inhibida mientras que la ciclasa quedaria activada por el

GTP de manera permanente.

II. 7 Componentesprotéicos del sistema de adenilil ciclasa seg­

sible a hormonas.

Estudios realizados en los últimos tres años, y reuni­

dos recientemente en una revisión por Ross y Gilman (68) demostra

ron que la adenilil ciclasa sensible a hormonasestá compuesta

al menospor tres proteinas: una proteina catalitica (C) que es
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relativamente inactiva y no presenta propiedades regulatorias;

una proteína ligadora de guaníl-nucleótidos (G/F) que media la

acción estimuladora de los nucleótidos de guanosina y del Fluo­

ruro; y uno o más receptores hormonales (R). Excepto en lo que

respecta a algunos receptores hormonales, las proteínas E y G/F

aún no han sido purificadas a homogeneidad. Sin embargo, se co­

nocen varias propiedades de estos componentes que han sido suma

rizadas en 1a Tabla 2.

TABLA 2

Propiedades de los componentesprotéicos del sistema de adenilil
oiclasa sensible a hormonas.

RECEPTOR HÜRMÜNAL (R)

Contiene el sitio de unión a la hormonaen la cara extracelular.

Unoo más diferentes tipos de receptores por célula.

PRÜTEINA EATALITICA (C)

La actividad detectable con Mg-ATPes menos de un 1D % de la

actividad con Mn-ATP.

Dicha actividad no es estímulada por hormonas, fluoruro o nucleÉ

tídos de guanosina.

Peso molecular aproximado de 190.000.

Está ausente en células de ciertos clones del hepatoma HTC.

Es sensible al calentamiento suave y a bajas concentraciones de

reactivos de sulfhídrilos (NEM).

PRÜTEINA REGULATÜRIA LIGADÜRA DE BUANIL NUCLEÜTIDÜS (G/F)

Confiere a E la capacidad para utilizar Mg-ATPcomosustrato.



Permite la regulación por fluoruro y por nucleótidos de guano­

sina de la actividad de C.

- Une nucleótidos de guanosina y fluoruro.

—Probable portadora de actividad GTPásica.

Está asociada íntimamente a un péptido de h2.ÜÜÜDalton de peso

molecular que es sustrato de la ADPribosilación catalizada por

la toxina del cólera.

—Está ausente en células del linfoma Sh9 variante AE-.

- Es más estable al calor y a los reactivos de sulfhidrilos que

la proteina C.

Las propiedades de los componentes G/F y C han sido eg

tablecidas mediante la resolución funcional o fisica de los mis­

mos en base a su termosensibilidad diferencial, y a su presencia

o ausencia en diferentes lineas celulares. En la tabla 3 se resu
menlas caracteristicas de los sistemas de adenilil ciclasa en los

distintos tipos celulares estudiados.
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TABLA 3

Propiedades y composición proteica de los sistemas de adenilil
ciclasa en distintos tipos celulares. '

ACTIVIDAD DE ACTIUACIÜN PUR CUMPDNENTE

TIPÜ CELULAR CICLASA EN PRESEfl _ PRESENTE
CIA DE: F GTP D' r c

Mg-ATP Mn-ATP col. tox. HDrmÜna R G/

NORMAL

(hígado, SI SI SI SI SI SI SIeritrocito)

LINÏÜMA Shg- NU 51 No NÜ SI ND SIvariante AC

HEPATÜMA
HTC NÜ NÜ ND NÜ SI SI NÜ

LINFÜMA Sh9
variante UNC SI SI SI ND SI SI SI

TESTICULÜ
linea germinal NÜ SI NÜ ? ? NU SI

Linfoma SAB, variante AC- (o cyc_)

La variante AC_del linfoma Sh9 fue aislada por Bourne

et_gl (69). Dadoque las células de dicho linfoma mueren al elevar

se la concentración intracelular de AMPcíclico, se pudieron seleE

cionar variantes deficientes en adenilil ciclasa exponiendoel cul

tivo a agentes capaces de activar la ciclasa in vivo, comola toxi
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na del cólera o agonistas(3 adrenérgicos del tipo del isoproterg
nol. Estas células variantes carecen de actividad de ciclasa me­

dida en presencia de Mg-ATP,pero poseen actividad con Mn-ATP. La

actividad con Mg-ATP,asi comola sensibilidad a la activacion

por F_, GTPy toxina del cólera dependen de la presencia del com­

ponente G/F cuya actividad está ausente en estas células. La ac­

tividad dependiente de Mg++y las consiguientes activaciones pue­

den ser reestablecidas si ae suplementa a las membranasde la va­

riante AC_con extractos de membranasde células normales (vg hi­

gado, eritrocitos) solubilizadas con detergentes. Estos extractos

aportarían el componenteG/F al sistema de reconstitución mien­

tras que las membranas AC_aportarían el componente C. Gilman y

colaboradores demostraron que eliminando la actividad de ciclasa

endógena de los extractos mencionados, por calentamiento a 30°C

no se anulaba la capacidad reconstituyente de los mismos Frente a

las membranas AC—.Este experimento indicó que el componente G/F

era más resistente al calentamiento que el C. Dado que G/F y C son

sensibles a la acción de proteasas, reactivos de sulfhidrilos y a

la temperatura se concluyó que ambosFactores son proteínas.

Hepatoma HTC

Estas células son fenotípícamente muysimilares a las

de la variante AC—,pero a diferencia de éstas últimas, carecen de
. . . . ++ ++ .act1v1dad de c1clasa medida tanto con Mg como con Mn . Sin em­

bargo, extractos de membranas del hepatoma HTCsolubilizadas con
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detergentes son capaces dc rnconntítuir el sistema dependiente

de Mg++ cuando son añadidos a membranas AE-. Esto indicaria que

las membranas del hepatoma poseen el componente G/F normal, pero

el B inactivo. El hepatoma HTCes la única linea celular de mami

feros verdaderamente carente de actividad de adenilil ciclasa ya

que tiene lesionado el sitio catalítico de la enzima. Por otra

parte, el único organismo eucariote carente de actividad de cicla

sa conocido hasta el momentoes la mutante cr-1 (fenotipo "crisp")

del hongo NeurosEora crassa (7D).

Linfoma Sb9, variante UNC

Cuando se seleccionan células del linfoma Sh9 en medio

conteniendo agonistas fi)adrenérgicos se producen, además de clones

AC_,clones de un segundo fenotipo resistente. Estas células re­

tienen actividad de ciclasa en sus membranas, la cual es estímu­

lada por F_ o GMPP(N)Pen presencia de Mg++y por toxina del c615

ra. No obstante estas células han perdido la capacidad de respog

der a los agonistBS/Ó adrenérgicos y también a las prostaglandinas

E1 y E2. Dado que las células variantes conservan sus receptores

adrenérgicos intactos (demostrado por ensayos de "binding"),

la lesión parece estar localizada en algún componenteque produce

un desacoplamiento (UNCdel inglés uncoupling) de la enzima y el

receptor. La capacidad de responder a hormonas es reestablecida

a1 suplementar las membranas UNEcon extractos de células normales,

pero no con extractos de células AC_(carentes de G/F) (71). Por

otra parte, cuando las membranas UNCson marcadas con [32P] NADy
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toxina del cólera, se observa que la proteína de h5°ÜÜÜDalton cg

racteristica de G/F (ver tabla 2) cambia su punto isoeléctrico

a un valor más acídico que el de la misma proteína en células nor

males. Estos datos indicarian que la lesión UNCrepresenta una

modificación tal de la proteína G/F que no le permite actuar como

factor de acoplamiento entre R y C, pero que aún conserva la ca­

pacidad de conferirle a C la dependencia de Mg++.

TesticuloJ linea germinal

En el capitulo U y en los resultados de esta tesis están

descriptas las características de la adenílil ciclasa de células

germinales de testículo.

II.8 Acoplamientoentre el receptor hormonaly la adenílil cicla­

sa.

Numerosasespeculacionea se han hecho sobre la relación entre los

receptores y los efectores (v.g. adenílil ciclasa) ubicados en

la cara interna de la membranaplasmática. En el pasado se supo

so que los receptores mismostenían funciones específicas y sepa

radas (por ejemplo ionóforos para los receptores de acetíl-coll

na). Una segunda posibilidad, en favor de la cual no existe nin

guna evidencia, sería que el complejo hormona-receptor actúa en

zimáticamente sobre la adenílil ciclasa y/o a través de la pro­
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ducción de substancias químicas (mediadores). La tercer posibi­

lidad, actualmente la más aceptada Visualiza interacciones direg

tas entre la estructura receptora y la efectora.

Dentro del concepto de interacción directa se pueden considerar

tres esquemas:

1) - El receptor y la adenilil ciclasa son dos porciones de una

misma entidad molecular que atraviesa la membranaplaSmÉtica de

lado a lado, ofreciendo el extremo receptor hacia el exterior de

la célula y el extremo enzimático hacia el interior. Esta hipótg

sis ha sido descartada por las numerosas evidencias que muestra

la separación fisica de receptores y adenilil-ciclasa a partir

de membranasplasmáticas solubilizadas con detergentes(72-7b).

2) —Los receptores rodean al complejo enzimátíco. Se comportan

comounidades regulatorias acopladas permanentemente a la molécu

la de ciclasa, y la manera por la cual interaccionan las subuni

dades puede ser entendida por analogía a la bien conocida de las

enzimas solubles multiméricas. Las objeciones a éste modelo par

ten del hecho de que, por ejemplo, en las células grasas ocho

hormonasdiferentes parecen actuar sobre la adenilil ciclasa (915

cagón, ACTH,secretina, LH, catecolaminas, prostaglandinas, VIP

e insulina) (72) y cada una de ellas actúa mediante el "binding"

a su propio receptor. Si cada receptor debe estar ligado comouna

subunidad regulatoria a la misma enzima y, si cada uno de éstos
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componentes tiene un peso molecular que varia entre 100.000 y

200.000 Dalton, resultaría dificil que tales moléculas puedan

agruparse Fisicamente en un único complejo en la membrana, mante

niendo además la exposición hacia el exterior celular de cada com

ponente receptor. Por otra parte semejantes complejos macromole­

culares deberian ser "visibles" al microscopio electrónico en

cortes convencionales o por 1a técnica de "congelación, Fractu­

ra y grabado", hecho no descripto hasta el presente.

3) - La hipótesis del receptor móvil desarrollada por Cuatrecasas

(72) está basada en los conceptos de la naturaleza dinámica y fluí
da de las membranascelulares, expuestos por Singer y Nicolson

(75)­

En esta Formulación ilustrada en la Figura A los receptores son

entidades moleculares independientes de la adenilil-ciclasa.

Cuando el receptor se une a la hormona, aumenta su afinidad por

cíclasaInacriva
¿IMS ¿AMB MMS ¿¿ ¿<5

N + [HORMONA]Q.

9 cie/05.0estimulado
oInh/b/da(0)

ATP AMPC ATP AMPC

Figura h:— Hipótesis del receptor móvil para el mecanismn de mg
dulación de la actividad de adenilil ciclasa por hUT
monas. —
Q - hormonaactivante; 0*: hormonainhibituriu;
E = exterior celular; I = interior.
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dicha enzima adquiriendo además la capacidad de perturbarla mE

dificendo su actividad catalitica. El "encuentro" entre el receE

tor y la ciclasa se produce gracias al movimiento lateral que

poseen las proteínas integrales en la matriz fluida formada por

1a bicapa lipídica.

Dados los tres componentes independientes: H (hormona), R (receE

tor) y AC(adenilil ciclasa) las interacciones posibles san:

H + R ---4‘ H-R k k1/k_1

H-R + AC H-R-AC k k /kH
H +R-AC -——-4> H-R-AC k k /k

R + AC -———¿> R-AC k k /k

La secuencia de reacciones sería:

II III IVI

H+R—‘<—H-R7-) H-R-AC—ï—> R-Ac—, R + AC
HAE

Unode los hechos experimentales que podria explicar

se con la hipótesis de Cuatrecasas es el de la acción del GTP.

ComoVimos, el GTPcumple dos roles aparentemente contradictorios
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en la regulación de la ciclasa de higado por glucagón: por un

lado aumenta la activación por 1a hormona y por otro incrementa

la velocidad de disociación del complejo hormona-receptor. Se­

gún este modelo, el GTPaceleraria el paso III con disociación

de la hormona y estabilizaria al complejo R-ACque seria activo

aún en ausencia de hormona (sistema nemónico).

Muchossistemas hormona receptor presentan experimen
talmente dos constantes de disociación correspondientes a dos

componentes: uno de alta afinidad y baja capacidad de unión y

otro de baja afinidad y alta capacidad de unión. Para explicar

este hecho se han propuesto numerosas teorias que van desde la

existencia de dos poblaciones ds receptores con afinidades di­

Ferentes, hasta la postulación de una única población de receE

tores donde el cambio de una afinidad a otra se produce por un

efecto cooperativo negativo (76). El modelo de Buatrecasas pre

dice matemáticamente la existencia de dos componentes de "bind

ing": Por los equilibrios dados en las ecuaciones I a IV es
k x k

3 = _Jïr__ÉL_. Por otro lado, dado que por definición la afi­
nidad del complejo HRpor la ciclasa es mayor que la afinidad

del receptor descargado por la enzima, es k2) k y en consecuena

cia, para respetar la igualdad deberá ser k1.( k3. De ello sur
gen los dos componentes: el de alta afinidad y presente en poca

cantidad seria el complejo R-ABmientras que el de baja afini­

dad y presente en mayor cantidad seria el receptor sólo (R).
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La comprobación más espectacular del modelo del re­

ceptor móvil provino de los trabajos realizados por Michael

Schrammy sus colaboradores (77'79). Estos autores ensayaron

1a hipótesis de que el receptorlg adrenérgico es una unidad ig
dependiente que puede ser transferida de un sistema de adenilil

ciclasa a otro. Para ello utilizaron eritrocitos de pavo, en

los cuales la actividad de la adenilil ciclasa habia sido ano

lada por tratamiento con N-etilmaleimida o por calor (poseen re

ceptores’gadrenérgicos), y células de la eritroleucemia de Friend
(células F) que tienen una adenilil ciclasa normal pero carecen

de receptor de tipo(b. Los eritrocitos en los que la ciclasa había
sido inactivada fueron fusionados con las células F en presencia

de virus Sendai. Los "fantasmas" celulares de las preparaciones

Fusionadas mostraron una actividad de adenilil ciclasa perfecta

mente estimulable por isoproterenol (agonistalS). La activación
por isoproterenol apareció pocos minutos después de la Fusión v

aún en presencia de inhibidores de la síntesis de proteínas, con

lo cual se demostro que el acoplamiento se produjo entre elemen

tos preexistentes.

Repitiendo el mismo esquema experimental el grupo de

Schrammlogró transferir de células F con su ciclasa inactivada,

receptores de prostaglandina E1 (PGE1) a células de tumor adre­

nal de ratón (Y-1) que poseen ciclasa pero carecen de los recep
tores mencionados.
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III. EL PAPEL BIÜLÜGICÜ DEL AMP CICLICÜ EN EL CÜNTRÜL DEL META­

BÜLISMÜ EN EUCARIÜTES.

En los capitulos anteriores se describieron los as­

pectos fundamentales que conciernen a la sintesis biológica del

AMPcíclico. En este capitulo se verá de que manera este nucleÉ

tido interviene en el control del metabolismocelular.

El primer efecto biológico atribuido al AMPcíclico

fue 1a activación en higado de la fosforilasa de glucógeno

(1,h dfl-D-Glucan:orthophosphete(¿-glucosyltransferase, E.C. 2.

h.1.1), responsable de la degradación de dicho polisacárido con

formación de glucosa J:_E_. En el hígado y en el músculo, la fos

Forilasa existe bajo dos formas: fosforilaea a (activa) y jggjg­

rilasa b (inactiva). La conversión de la forma b a la a impli­

ca una fosforilación de la molécula de foeforilasa b a partir

de ATP, reacción catalizada por una enzima llamada Fosforilasa

b guinasa (ATP: phosphorilase b phosphotransferase, E.C. 2.7.1.

38). Esta última enzima, a su vez, existe en dos formas: una a5

tiva fosForilada y una inactiva defosforilada. La conversión de

la forma inactiva a la activa ocurre por la acción de una protei­

na guinasa (ATP: protein phosphotrensferase, E.C. 2.7.1.37) cg

ya actividad se manifiesta en presencia de AMPcíclico. Las ro­

teina guínasas (PQ) Fueron descubiertas y aisladas por el grupo

de Edwing Hrebs (168,159)y pueden ser consideradas como los ver

daderos receptores intracelulares del AMPcíclico. Su acción

catalitice radica en la transferencia del grupo fosfato terminal
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del ATPa los residuos serina o treonina de las cadenas poli­

peptidicas, en presencia del Mg++. I
La Fosforilasa b quinasa - quinasa (PQ), además de

Foaforilar a la fosforilasa b quínasa, es capaz de hacerlo a

otras proteinas comola caseina, hístonas, protamina y glucóge­

no sintetasa (UDPglucose:glycogen A -°(- glucosyl transferase,

E.C. 2.h.1.11) (17D).Tal escasa especificidad para el sustrato

es una característica comúnde este tipo de enzimas.

La manera en que el AMPcíclico regula la actividad

de las proteina quinasas Fue descubierta independientemente en

los laboratorios de Lipman (BU) y Garren (81). Trabajando con

una proteina quinasa de reticulocitos de conejo y utilizando la

histona comosustrato, Lipman y colaboradores detectaron que en

presencia de AMPcíclico la enzima se disociaba en dos componen

tes más livianos que la forma nativa: uno con actividad catali

tica pero sin capacidad de unir AMPcíclico, y otro sin activi

dad catalitica pero que une AMPcíclico. Las conclusiones fina

les fueron que las proteinas quinasas están formadas por 2 en­

tidades proteicas: una regulatoria (R) que fija AMPcíclico y

otra catalitica (C). Hoyse sabe que la enzima está constitui­

da por dos Subunidades cataliticas de 38.000 Dalton de peso m2

lecular cada una, y un dimero regulatorio formado por dos monÉ

meros de 55.000 Dalton de PMcada uno. En la figura 5 se descrl
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he de qué modoel AMPcíclico activa a las proteina quinasas.

sc fi? .
; +.2 7 +2scí
SC '

ho/oenzíma enzima
Inactiva activa

P

Figura 52- Esquemaque representa la activación de proteinas qui
nasas por el AMPcíclico. En presencia de dicho nucleÉ
tido la enzima nativa inactiva se dísocia en dos sub­
unidades cataliticas activas y un dímero regulatorio
unido a dos moléculas de AMPcíclico.
sc = subunidad catalitica; MR= monómeroregulatorio;

= AMPc
Existen dos tipos de proteína quínasas dependientes de AMPci­

clico, denominadas I y II.

En el tipo II la interacción entre las subunidades catalíticas

y regulatorias sería más Fuerte que en el tiEo I y requeriría

para disociarse además del AMPcíclico una concentración sali­

na alta.

Recientemente Corbin y colaboradores (82) demostra­

ron que la proteina quinasa de tigo I es una proteína de loca­

lización citosólica mientras que la de tigo II está ligada a
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membranas. Lo notable es que la unión a membrana se haria a tra

vés de las subunidades regulatorias, de manera de que al inter

accionar con el AMPcíclico se liberarian al citoplasma suouni

dades catalitioas activas, en tanto el complejo R-AMPcíclico

permaneceria unido a la membrana.

Si la Fosforilaciún de proteinas por las proteina­

quinaaaa Fuera un proceso irreversible, los efectos hormonales

serian permanentes aún cuando desapareciera la causa que aumen

ta los niveles intracelulares del AMPcíclico. La reversibili­

dad del proceso está dada por la defosforílaoión de las prota;

nas Fosforiladas. Esta reacción es catalizada por un grupo es­

pecial de fosfohidrolasas llamadas fosfoproteina Fosfatasas

(Phosphoprotein phosphohydrolase, E.C. 3.1.3.16). Las fosfoprg

teina Fosfatasas poseerian también dos formas: una activa defog

Forilada y otra inactiva fosforilada. La fosforilación inacti­

vante de una fosfoproteina fosfatasa está a cargo de una proteí

na quinasa dependiente de AMPcíclico. De esta manera, un aumeg

to en la concentración de AMPcíclico determina una activación

de las proteina-quinasas y una inactivaoifin de las Fosfoprotei
a Fosfatasas.:l

Este tipo de regulación simultánea puede Visualizar

se muybien en el ya conocido sistema de amplificación "en sas

cada" del metabolismo del glucúgeno, que se muestra en la Fíg —



ra 6. Se tomará a esta ruta metabólica como paradigma del meca

nísmn de acción del AMPcíclico en las eucariotes.

ADRBNALINA O GLUCAGON

,I 9
A'I'P- Me AC AMPc\ PQ INACTIVA

PQ ACTIVA
L

ATP er (INACTIVA) Pi FOSFATASA mnmmul ATI’
(INACTIVA) _ +r

Mg 7' C Ng
ADP I-‘bQ- ® (ACTIVA) I‘osrATASA INIIIBIDOR-®N)P

(ACTIVA)

ATP Fb (INACTIVA) Pi

ADP Fb -®ACT.) noo

UDP GLUCOGENO Pi

UDPG GLUCOGENO GLUCOSA -1 C)

(n - 1)

ATP (ss (ACI‘IVA) (1) Pi
4+

M9

AlJP (¡s —®(INAC’1‘.) (n) H20

Figura 62- Control del metabolismo del glucógeno por AMPcíclico.



En 1a Figura 6 se ve que la acción glucogenolitica

del AMPcíclico está garantizada por cuatro puntos de control:

la activación de 1a Fosforilasa de glucógeno, la inactivación

de 1a foafatasa capaz de inactivar a 1a fosforilaaa de glucógg­

no, la inactivación de la glucógeno sintetasa y 1a inactivacibn

de la fosfatasa capaz de activar a 1a glucógeno sintetasa.

E1 AMPcíclico cumple un rol similar en la lipólisis.

La lipasa (Triacylglycerol acyl-hydrolase, E.C. 3.1.1.3) que hidro

liza triglicéridos a glicerol y ácidos grasos existe en dos for

mas: una activa fosforilada y otra inactiva no fosforilada (83).

En este caso también la fosforiiación es catalizada por una pro
teina quinasa dependiente de AMPcíclico.

En cuanto al metabolismo proteico, recientes trabajos de Severo

Üchoa y colaboradores (BA) asignan al AMPcíclico un rol regula

dor en la sintesis de proteinas en lisados de reticulocitos: el

nucleótido activaria a una proteina quinasa que Fosforíla a un

inhibidor de la acción del Factor de iniciación de la traducción,

e IF-2.

Dicho inhibidor seria a su vez una proteina quinasa

independiente de AMPcíclico.

Estos y otros efectos biológicos mediados por prote;

na quinasas dependientes de AMPcíclico se encuentran en la tg­
bla h.



TABLAA: Sitios de acción de las proteína quinesae dependien­

tes oe AMPcíclico y los eventos biológicos relaciong

dos.

LA PROTEINA OUINASA

DEPENDIENTE DE AMPc EVENTO PRODUCIDO

FOSFORILA A:

GLUCOGENO SINTETASA INHIBICION DE LA SINTESIS DE

GLUCOGENO

FOSFORILASA b OUINASA ACTIVACION DE LA DEGRADACION

DE GLUCOGENO

LIPASA ACTIUACION DE LA DEGRADACION

DE GRASAS NEUTRAS

OUINASA DEL FACTOR eIF-2 INHIBICION DE LA SINTESIS DE

PROTEINAS

TROPONINA CONTRACCION MUSCULAR

COMPONENTES DE MEMBRANA ¿fl DE POLARIZACION

TRANSPORTE DE PRECURSORES

PERMEABILIDAD AL AGUA

Las concentraciones intracelulares de AMPcíclico son

cercanas a 10-6 M, suponiendo una distribución uniforme del nu­

cleótido en el medio acuoso de la célula.
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Sin embargo, la concentración de AMPcíclico requeri

da para lograr el 50%de la máximaactividad catalitica de la

proteína quinasa purificada es aproximadamente de 10-8 M. En estas

condiciones el nivel basal intracelular de AMPcíclico seria

mas que suficiente para mantener a 1a quinasa en un estado com

pletamente activado. Los experimentos nos dicen que esto no es

así; la actividad baaal de proteina guinasa in vivo ea baja y

hay una buena correlación entre los aumentos intracelulares del

nucleótido y el incremento de la actividad enzimática (85).

Una explicación posible para esta paradoja es que el AMPcicli­

co y la proteina quinasa se encuentren separados en compartimen

tos citoplasmáticos diferentes. Steiner y su grupo (86) demostrg

ron con la ayuda de la inmunofluorescencia, una distribución dis

creta del AMPcíclico y del GMPcíclico en células de la glándu

la tiroides, hecho que apoyaría la explicación de la comparti­

mentalización.

Por otro lado, existen otros Factores que pueden mo­

dificar 1a interacción de la proteína quinasa con el AMPcicli­

co. El primero es el efecto del MgATP2_sobre la recombinación

de las suounidades separadas de la proteina quinasa. Cuando se

incuoan suounídades catalïticas con el complejo suounidad regu­

latoria - AMPcíclico y con MgATP2_, se reconstituye la proteí

na quinasa nativa (R2 82) y se libera AMPcíclico. Esto no ocu­
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rre en ausencia de Mg ATP2-.

Es decir que en presencia de Mg ATP2_, aumenta el gra

do de disociación entre el AMPcíclico y la proteina quinasa. La

constante de disociación para el complejo (AMPc)2-R2es de 6 x

10-9 M en ausencia de Mg ATP2-; mientras que en presencia de una

concentración "Fisiológica" de MgATP2_(hmM), la constante se

incrementa a 2 x 10-7 M, valor cercano al de los niveles alcan­

zados intracelularmente por el nucleótido cíclico luego de la

estimulación hormonal.

Ütro factor que provoca un aumento de la constante de

disociación del AMPcíclico con la proteina quinasa es el núme­

ro de moléculas de enzima (PH) por célula.

Por ejemplo, en presencia de MgATPZ- y caseina, cuag

do la proteina quinasa se encuentra a una concentración de 10-8 M,

constante de disociación para el AMPcíclico es de 2 x 1Ü—7M;
. . -7

en cambio, cuando la concentración de en21ma se eleva a 2 x 1D M,

la constante de disociación se incrementa a 1,5 x 10-6 M. Este

l DJ

mecanismo podria operar in Vivo ya que la concentración de pro­

teina quinasa en la célula es del orden de 2 a 3 x 10-7 M, casi

idéntica a la de su activador.

Por último, existe una proteina termoestable que es

capaz de suprimir toda actividad de proteina quinasa a niveles

de nucleótido cíclico inferiores a 3 x 10-7 M(13, A7).
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Comose ve, tanto el sustrato de las proteina quina

sas, como la concentración de la enzima y la existencia de un

Factor termoestable modulan las relaciones entre el AMPcíclico

y las suounidades regulatorias de manera de asegurar una corre

lación entre el rango dentro del cual varian los niveles intra

celulares del AMPcíclico y la sensibilidad de las proteina

quinasas.



IV- EL AMP CICLICÜ Y LA FUNCION TESTICULAR.

El papel del AMPcíclico en la fisiología del testicu

lo es de suma importancia ya que dicho nucleútido cíclico está

relacionado con los dos procesos Fundamentales que ocurren en

esta glándula: la secreción de hormonassexuales masculinas (an

drógenos)y la producción de espermatozoides. Desde hace muchos

años se sabe que la regulación de estos dos procesos es llevada

a cabo por las hormonas gonadotróficas hipofisarias: la FSHy

1a LH, esta última relacionada estructuralmente con la hCG(go­

nadotrofina coriónica humana).

En la figura 2 puede observarse el esquema de un

corte histológico de testículo con la ubicación de los distin­

tos tipos celulares.

La biosintesis de los esteroides androgénicos está

localizada en las células intersticiales de Leydig, mientras que

la espermatogénesis ocurre en el epitelio germinal de los túbu
los seminiferos.

Los trabajos pioneros del grupo de Mancini sobre la

distribución celular de las gonadotrofinas dentro del testículo

por métodos inmunohistoquimicos mostraron que la FSHestaba con­



fínada a las células tubulares de Bartoli, y la LHestaba loog

lízada en las células de Leydig y perítubulares (B7).

. o‘05!al!GU 0 v o! ' ‘

VASOSAN INE :9‘05 ¿26669,\\ J 9- Sa
ggá;\É\(5\Ï%;E;"r::' .Q x. 'p

TUBULO '-\ o - <— FIBROBLASTOU:1‘
INTERSTICIO

LUMEN

CELULAS INTERSTI­
CIALES DE LEYDIG

Figura 7:- Corte histológico de testículo humanoX 17D tomado de
Bloom, u. y Fauoett, 0.o. (1966) "A Texthook of Hístology"
U.B.Saunders Company,Philadelphia.
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A partir de esta observación numerosos trabajos han demostrado

la existencia de receptores para LH y hCGen la membranaplas­

mática de las células de Leydig y para FSHen las células de Seg

toli. Los receptores para LH/hCGhan sido estudiados y caractg

rizados exhaustivamente por Catt, DuFauy colaboradores ( 88).

En general la interacción gonadotrofina-receptor se caracteri­

za por una alta constante de asociación ( 1 pmol/g). Dufau gt

El ( 89) solubilizaron los receptores para LHde fracciones par

tiCuladas de testículo usando detergentes no iónicos. En estas

condiciones los receptores se comportan comomoléculas asimétri

cas con un radio de Stokes de 6h Z, un coeficiente de sedimentg

ción de 6,5 S y un peso molecular de 200.000 Dalton. El comple­

jo hormona-receptor por su parte tiene un coeficiente de sedi­

mentación de 7,5 S. Por otro lado es importante destacar que

estos receptores solubilizados pierden su actividad después del

tratamiento con tripsina, lo que indica su naturaleza proteica.

Ademásse ha conseguido recientemente un alto grado de purifica

ción de los mismos por cromatografía de afinidad usando agarosa

acoplada a hCG. El mismogrupo estudió la relación existente

entre la ocupación de los receptores por la hCGy la activación

de la esteroideogénesis en las células de Leydig. Por un lado



se estableció que las concentraciones de hBGnecesarias para sa

turar a sus receptores especificos son muysuperiores a las ng

cesarias para alcanzar la máximaproducción de esteroides. Por

otra parte se descubrió que LHo hCGestimulan la producción de

AMPcíclico en las células de Leydíg(90, 91). Estos datos ig

mediatamente hicieron suponer un control de la esteroideogénesis,

mediado por AMPcíclico, donde, al igual que ocurre con otras

hormonas polipeptidicas, la LH/hCGse uniria a su receptor es­

pecífico y activaria a la adenilil ciclasa, aumentandolos nivg

les intracelulares de AMPcíclico. La adición de AMPcíclico o

de su derivado dibutirilado al medio de incubación de las célu­

las intersticiales estimula la produccion de andrógenos (9D, 92).

Podestá Ej;gl (93, 9h) caracterizaron a la proteina quinasa depeg

diente de AMPcíclico presente en las células de Leydig; esta en

zima presenta dos formas moleculares con constantes de sedimenta­

ción de 6,5 S y 3,8 S. Durante la inCUbación de células intersti­

ciales con hormonasgonadotróficas, la actividad de proteina qui

nasa total se estimula en una forma proporcional a la concentra­

ción de hormona, llevando a la Formación de una única subunidad

catalítica de 2,9 S. La conversión de las dos holoenzimas en la

subunidad catalitica oCurre a concentraciones fisiológicas de go­

nadotrofina ('IL'J_11M).



Por otro lado es importante destacar que no se cono

ce con exactitud cuál es el sustrato natural de la proteina qui

nasa de las células de Leydig, ni qué etapa de la biosintesis

de andrógenos es suceptible de aer regulada por Fosforilacionea

v dasfosForilaciones. Noobstante, una aproximación interesan­

te al problema Fue desarrollada por Cigorraga gt_al ( 95). El
tratamiento de células intersticiales con altas dosis de hCG

produce una pérdida de los receptores accesibles a 1a hormona y

una consecuente desaparición de la respuesta a la hormona, tan

to en lo referente a la producción de AMPcíclico como en la

esteroideogénesis ( 96). Este conocido fenómeno lleva el nombre

de gggggsibilización o taquifilaxia y ha sido descripto en los

sistemas de receptores de insulina, somatotrofina, LH, TRHy cg

tecolaminas. Los estudios realizados por Bigorraga et_al demos

traron que inhibidores selectivos de la sintesis de esteroides

permiten un análisis cuantitativo de los precursores durante la

estimulación hormonal in vitro de las células de Leydig, y com

probaron que la mayor alteración de la via esteroideogénica en

las células desensibilizadas está localizada a nivel de 1a ges­

molasa, la enzima responsable de la conversión de 17°(-hidroxi

progesterona a andrógenos. Seguramente los próximos pasos en la

investigación del papel del AMPcíclico en las células inters­

ticialea estarán dirigidos a establecer alguna correlación entre
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la actividad de la desmolasa y la actividad fosforilante de la

proteina quinasa.

Los andrúgenos producidos en las células intersticig

les pasan a la circulación para ejercer su efecto promotor del

crecimiento y mantenimiento de los tejidos genitales y acceso­

rios, controlandc Fundamentalmentela espermatogénesis, y, en

definitiva, permitiendo le perpetuación de la especie. El meca

nismo de acción de las hormonas esteroidees en general y de los

andrógenos en particular constituye un vasto capitulo de la En

docrinologia Molecular, que no será tratado en detalle aqui.

Sólo se enunciarán los pasos principales del modode acción de

la testosterona ( 97):

1) Conversión de la testosterona en dihidrotestosterona (DHT).

2) Unión de la DHTa un receptor citosúlico especifico de coe­

ficiente de sedimentación 9,5 S. En presencia de sales, di­

cho receptor es capaz de dísociarse dando una subunidad de

3,8 S.

3) El complejo receptor-DHT es transferido al núcleo celular me

diante un mecanismo dependiEnte de temperatura. Ni el recep

tor libre ni la DHTsola pueden penetrar en el núcleo.

h) La ciproterona, un inhibidor competitivo de la acción endrE

génica, actúa bloqueando el "bínding" de la DHTa su receptor

citosólico específico.

5) En el citoplasma existe una proteina que une andrúgenos (AEP),
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que no se transloca al núcleo, y que además difiere del re­

ceptor específico en que su asociación a la DHTno es bloquea

da por la ciproterona.

En el núcleo, el complejo receptor-OHT, se uniria por lo me

nos a la Fracción de ribanucleoproteinas de la cromatina,

pero no se descarta la unión a otras proteínas de la cromati
na.

La unión del complejo OHT-receptor a una proteina especifica

de la cromatina es la base de la regulación de la expresión

genética en la célula sensible a testosterona. Se estimula
la transcripción a nivel de la_fiÑApolimeraea I.

En cuanto al rol de la testosterona en la espermatg

génesis, se sabe que son necesarias altas concentraciones intra

testiculares del esteroide para que se complete la meiosis, sE

bre todo a niveles de la profase II y la metafase II y que la

célula de Sertoli es la encargada de mantener los altos niveles

de la hormona producida por las células de Leydig.

La localización preferencial de la FSHen la célula

de Sertoli ( 87) es compatible con la idea de que estas células

pueden ser el sitio de acción de la hormonahipofisaria. Means

y Uaitukaitis demostraron en 1972 la existencia de "binding"

específico de 3H-FSHa los túbulos seminiferos in vitro ( 98).

Mástarde, Steinoerger (178), utilizando una combi­

nación de técnicas mecánicas, enzimáticas y de cultivo de teji
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dos demostróque ni las células intersticiales ni las peritubu

lares, ni las de la linea germinal eran capaces de unir FSH

marcada con 1251, mientras que los túbulos seminiferos despro­

vistos de células germinales tenían el mismogrado de "bindíng"

específico que los túbulos seminiferos enteros. El mismogrupo

de Steinberger estudió el "binding" específico de FSHa células

de Sertoli aisladas y crecidas en cultivo comprobandoque no era
necesaria la hormonapara inducir la presencia de receptores

( 99).

Finalmente Abou-Issa y Reichert (1ÜÜ, 101) caracte­

rizarOn los receptores de FSHdelas membranasobtenidas de tübu

los seminiferos de rata y de ternero y estudiaron sus propieda

des al solubilizarlos con detergentes.

Tal como ocurre en otros sistemas hormonales, el sE

gundo mensajero de la FSH en las células de Sertoli es el AMP

cíclico. Numerososgrupos han descripto las propiedades de una

adenilil ciclasa asociada a membranasde los túbulos seminífe­

ros estimulable por FSH (102, 103). AdemásDorrington Ét_gl mos

traron un aumento en los niveles endógenos de AMPcíclico en

túbulos aislados incubados con FSH(1Gb). El papel del sistema

FSH-AMPcíclico parece estar dirigido hacia un aumento en la

sintesis de proteinas (105) y en especial del ABP. El ABPes una



proteína presente exclusivamente en el testículo y el epidídimo.

Hay evidencias abundantes que indican que el AEPes sintetizado

en las células de sertgli bajo el control hormonal de la FSH:

1) El ABPdesaparece del testículo y del epidídimo después de

la hipofisectomía y reaparece después del tratamiento con FSH

de una manera dependiente de la dosis.

2 V El ABPtesticular aumenta una hora después de 1a administra

ción de FSHo B-bromo-AMPcíclico a ratas irradiadasuprena-ú

talmente con rayos X, cuyos testículos están enriquecidos en

células de Sertoli por anulación de la línea germinal.

3 V La FSH estimula la producción de ABPin vitro en cultivos de

células o de órgano.

L. V Ademásde la FSH, la testosterona induce la síntesis de ABF

mediante un mecanismo diferente que no involucra al AMPcíi

clico. En tal sentido la FSHy testosterona actuarían sinér

gica, pero independientemente (106).

La función atribuida al AEPes la de aumentar la acu

mulación de andrógenos en la célula de Sertoli y, una vez secrg

tado al fluido tubular, transportar los andrógenos hacia el api

dídimo. Por lo tanto, con la ayuda del ABP,el testículo compar

te con su órgano anexo, el epidídimo,la abundante concentración

de andrúgenos necesaria para la maduración del espermatozoide

(106).
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En el diagrama de la Figura 8 se resumen las cona­

címíentos actuales sobre la regulación hormonal mediada por AMP

cíclica en el testíCUIU:

espermatogomo\
es permatocito ln'nea

/ G germinalAMPc

.. esperma'naas

ABP-DHT A mm'twu

\
espermatozoide

¡mensncno Túeum

FIGURA 8
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V. LA ADENILIL CICLASA DE TUBULÜS SEMINIFERÜS.

Algunas evidencias experimentales índicarian la exis­

tencia de distintos sistemas de adenilil ciclasa en los diferen­

tes tipos celulares existentes en el testículo. En primer lugar,

se ha detectado la presencia de una adenilil ciclasa sensible a

la hormonaluteinizante (LH)en las células ínterstíciales de

Leydig (107), y una ciclasa estimulable por FSH, presente en las

células de Sertoli (1GB). Ambasactividades enzimáticas se encon­

traron asociadas a fracciones de membranasy pueden funcionar tag

to con Mg++ como con Mn++además de ser estimulables por F_. Un

estudio reciente de Abou-Issa y Reichert (109) mostró que la ac­

tividad de ciclasa de membranasensible a FSHen testículo de ra­

ta, es regulable por los nucleótidos de guanosina. Los autores com

probaron que el GMP-P(NH)Pes capaz de estimular su actividad ba­

sal y que tanto el GTPcomo el GMP-P(NH)Paumentan significativa­

mente el grado deestimulación por FSH. Ademásdemostraron que el

[1251] -FSHa las preparacionesGMP—P(NH)Pinhibe la unión de la

de membranas. Estos hechos se correlacionan perfectamente con los

estudios de Rodbell Ét_al (55) sobre los efectos de los nucleóti­

dos en el "binding" del glucagón y la activación de la adenilil

ciclasa en membranas de higado.

Los caracteres de las ciclasas hasta aqui descriptas concuerdan

con los de las adenilil ciclasas de todas las células de mamífe­

ros estudiadas, en cuanto a su localización celular, regulación

hormonal, requerimientos de cationes divalentes y estimulación
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por F-. Sin embargo, en 1975, Braun y Dods (A) publicaron el pri

mer trabajo en que se describe a una adenil ciclasa de testículo

de rata que presenta rasgos diferenciales:

1) - Se encuentra localizada en la fracción cítosólica;

2) - Es inactiva en presencia de Mg++comoúnico catión divalente;

3) - Requiere Mn++para su actividad;

h) - Es estimulada por el Ca++ en presencia de Mn++(110);

5) - El Co++ no puede substituir al Mn++(111);

6) - No es estimulable por F-; y

7) - Las gonadotrofinas (FSH y LH) no modifican su actividad.

En cuanto a la localización, Braun y Dods comprobaron

que el 89 % de la actividad enzimática se recuperaba en el citosol,

luego de una ultracentrifugación de homogeneizadosde testiCulo

a 105.000 x g durante 60'. Pruebas adicionales de la localización

citosólica fueron:

a) - la permanencia de la actividad en el sobrenadante de una cen­

triFugacíón a 300.000 x g durante 5 hs;

b) - la recuperación total de la actividad en el Filtrado, luego

del pasaje de un sobrenadante de alta velocidad a través de

membranasde ésteres de celulosa(millipore)con un tamaño de

poro de 0,22 Pm; y

C) - ausencia de fragmentos membranososo de vesículas al observar

preparaciones de dicho filtrado al microscopio electrónico.

En un trabajo posterior al de Braun y Dods, Neer (111)



analizó la hipótesis de que la solubilidad de la ciclasa de tes­

tículo fuera consecuencia de 1a proteólisis de una forma enzimá­

tica unida a membranas, ocurrida durante la preparación de los

extractos. Para ello incubó homogenatos de testículo a 25°C du­

rante una hora, al cabo de lo cual obtuvo un sobrenadante de alta

velocidad y comparó su actividad con la de un sobrenadante control,

de un homogenato no incubado. La autora no detectó incremento al­

guno en la fracción soluble del tratado respecto del control. Por

otra parte, tampocodetectó variación en la distribución de la

actividad de ciclasa en el sobrenadante y en el material sedimen­

tado cuando añadió diferentes inhibidores de proteasas a la Sülu­

ción de homogenización. Esto demostraría la ausencia de un proce­

so proleolítico liberador de la ciclasa al citoplasma.

Experimentos realizados con túbulos seminíferos aisla­

dos por microdisección y con una preparación altamente enriquecida

en células de Leydig demostraron que el 90 % de 1a adenilil ciclg

sa soluble se encuentra localizada en los túbulos, mientras que

el 1D%restante se ubica en las células intersticiales (b); éste

último porcentaje coincide con el de contaminación de la Fracción

de células intersticiales con células provenientes de los túbulos

seminíferos. Por otra parte, Braungt_gl (11D) no detectaron act;

vidad de adenilil ciclasa soluble en preparaciones de testículos

de ratas cuyas madres habían sido irradiadas en el 19Ddia de gas

tación. La aplicación prenatal de rayos X anula por completo la



línea germinal y lac ratas presentan túhulos seminiferos enrique

cidos en células de Sertoli.

Estos resultados indicarian que la cíclasa citosúlica está loca­

lizada en las células de la progenie espermática.

Braun y Dods estudiaron también la "ontogenia" de la adenilil ci­

clasa dependiente de Mn++en la rata. Comose ve en la Figura 13

tomada del trabajo original (A), la actividad no es detectable

en ratas de 1h dias, edad en que el epitelio tubular está com­

“ m88m3 3 '6'o I-o: |- I­l. v-¡<
Q u Si“ a É É

É puma-v: u
S I! H
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Figura 13z- Aparición de la actividad de adenilil ciclasa en tes­
tículo de rata. La actividad enzimática fue determi­
nada en el citosol aislado de homogeneizados de tes­
tículos. Se muestran también los estadios del desarro
llo morfológico en los túbulos seminiferos. TomadodE
Braun y Dods. (h)
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puesto principalmente por células de Sertoli, espermatogonios y

espermatocitos primarios. La actividad comienza a detectarse en

ratas de 22 a 26 dias, cuando empiezan a aparecer las espermáti­

das, y el incremento rápido se de entre los 26 y 35 dias, conco­

mitantemente con la aparición de un número considerable de esper­

mátidas; alcanzando un "plateau" máximoen las ratas adultas,

sexualmente maduras. Resulta interesante recalcar la estricta

correlación existente entre los niveles de la adenilil ciclasa

soluble de túbulos seminiferos y el grado de maduración de la pro

genie espermática.

La función de la adenilil ciclasa de espermatozoides

Fue estudiada indirectamente observando los efectos de los inhi­

bidores de Fosfodiesterasa. La cafeína aumenta los niveles meta­

bólicos y de movilidad en esperma epidídimal de toro y en esper­

ma eyaculado de toro, cerdo, carnero y hombre (112). Estos cambios

son similares a los que ocurren comoconsecuencia de la capaci­

tación de los espermatozoides. La capacitación es el proceso por

el cual los espermatozoides maduros de los mamíferos son modifi­

cados por la hembrapara permitir la fertilización del óvulo.,En

1973, Morton y Albagli (113) demostraron que la adenilil ciclasa

de espermatozoides de hamster capacitados por incubación en sue­

ro humano presentaban una actividad mucho mayor que la de los es­

permatozoides no capacitados.

Los trabajos de Braun (11h, 115) demostraron que la ci
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+
7claaa del esperma de epididimo de rata era dependiente de Mn+

insensible a F“, no estimulable por FSHy LHy estaba asociada

a la membranacelular. Exceptuando la localización, todas las

caracteristicas anteriores son compartidas por la ciclasa soluble

de túbulos seminiFeros.

Hermanet_gl (112) realizaron un estudio minucioso

sobre la localización de la adenilil ciclasa de esperma eyacu­

lado de toro. Encontraron que la fracción de membranasplasmáti

cas puras posee la mayor actividad especifica, que el 7D% de la

actividad total sedimenta a alta velocidad y que aproximadamente

un 3D % de la actividad permanece en forma soluble, aún después

de recentrifugado a 200.000 x g durante 2 hs. Es asi que, las cg

raoteristicas del 3D%de la ciclasa de espermatozoides resulten

idénticas a las de la enzima de túbulos seminíferos descriptos

por Braun y Dods.

Estos hechos podrian sugerir que se trata de la misma

enzima, que durante el desarrollo de la línea espermatogénica,

se encuentra en el citoplasma, en forma libre o débilmente unida

a membranas y que en el esperma maduro, tanto el eyaculado como

el del epididimo, se encontraría en su mayor parte (7D %) firme­

mente asociada a estructurasmembranosas.

Si bien no se conocen los pasos de este eventual pro­

ceso, la incorporación a membranasde la adenilil ciclasa depen­

diente de Mn++podría ocurrir durante la maduración de las esper
mátidas en el testículo o durante el transporte del esperma a

través del epidídimo.
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VI. LAS HÜRMÜNASTIRÜIDEAS.

VI. 1 Estructura química y efectos biológicos.

El primer compuesto de acción hormonal conteniendo iodo

fue aislado por Eduard Kendall en 191Ay fue llamado tiroxina.

Kendall pensaba que este compuesto de la glándula tiroides era

un oxo-indol, y por eso fue originalmente llamado tiroxindol,

luego acortado a tiroxin . La subsiguiente determinación por Ha­

rrington y Barger (116) de la estructura correcta y de la natura“

leza aminoacidica de la hormona provocó la adición de la "É" ter­

minal al nombre, dado que el sufijo "32a" se usa para nombrar a

una amina.

La otra hormonatiroidea, la 3, 5, 3' -triiodo-L-tir2

nina (triiodotironina o T3) fue descubierta en 1952 simultáneameg
te por Roche, Líssitzky y Michel (117) y por Gross y Pitt-Rivers

(118).

La estructura de las hormonastiroideas (figura 9) está

caracterizada por la presencia de una función difenileter. En po­

siciones para respecto del oxígeno de la función éter se encuentra

una función Fenol sobre uno de los ciclos bencénicos y una cadena

alanil sobre el otro.

Estudios de la estructura tridimensional de estas hor­

monas demostraron que la conformación de minima energia es aquelln

en que los anillos aromáticos están en planos perpendiculares,

participando la unión eter en un ángulo de 120° (Figura 1D).
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Las hormonastiroideas se sintetizan en las células

Foliculares de la glándula tiroides. Esta glándula se encuentra

en todos los vertebrados. Desde el punto de vista evolutivo, la

tiroides proviene de ciertas células especializadas del tracto

digestivo de los cordades primitivos (Urocordados y Eéfalocorda­

dos). En estos animales una estructura tubular del piso de la fa

rings, llamada endostilo, contiene celulas capaces de concentrar

el iodo y de incorporarlo en una iodoproteina que es segregada

al tubo digestivo e hidrolizada dando lugar a la Formación de ho;

monastiroideas.

Las hormonas tiroideas liberadas al torrente sanguíneo
son vehiculizadas desde la tiroides hasta los tejidos en asocia­

ción reversible con proteinas plasmáticas.

En el hombre, el 75 % de la Th está asociado a una gli

coproteína especifica llamada o(-globulina lígadora de tiroxina

(TBG) de 36.000 Dalton de peso molecular, el 15 % a una proteína

que migra electroforéticamente delante de la albúmina, llamada re­

albúmina (PA) de 57.000 Dalton de peso molecular, y el resto uní­

do a la albúmina sérica cuyo PM= 66.0ÜÜ Dalton.

En la tabla 5 figuran las concentraciones de las dis­

tintas hormonas tiroideas en el suero humanonormal y de indivi­

duos hiper e hipotiroideos (117).

Las hormonas toriodeas circulantes pueden sufrir modi­

ficaciones metabólicas periféricas dando origen a compuestos ioda­

dos de importancia biológica. Por desiodación de Th y T se llega3
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a la formaciónde otras tironinas iodadas: la 3, 3', 5'-triiodoti­

ronina (3, 3', 5' - T3 o T3 inversa o rT3) y la 3, 3'adiiodotíro­

nina (3, 3'-T2). Una parte de las hormonas tiroideas o de sus de­
rivados de desiodación Sufre desamínación oxidativa para dar dos

derivados acéticos (ácidos triiodo o tetraiodo-tiroacéticos:TRIAC,

TETRAC).Por descarooxílación todos estos compuestos pueden dar las

correspondientes tiroaminas.

TABLA5: Concentración sérica de hormonas tiroideas En indivi­

duos normales, hipo e hípertiroideos.

COMPUESTO NORMAL CONCENTRACION (M) HIPÜTIRÜIDEÜ
HIPERTIRÜIDEÜ

Th total o,5 - 1,0. 10‘7 1,9. 10’7 o,2. 1o'7

Th libre 3. 10'11 1. 10'10 0,6. 10‘11

T3 total 2 —u. 10'9 1,1. 10's 1,3. 1o'9

T3 libre s. 10'12 - _

DIT 3 — a. 10-9 _ _

En la Figura 11 se encuentran las Fórmulas de los com

puestos derivados que tienen importancia biológica.

Los estudios de Schwartz Ét_a¿ (119) demostraron que

en el hombre y en la rata, de un 30 a un #5 % de la T total es
L,

degradada a T3 en los tejidos periféricos.
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Además, un 63 % de la T total tiene su origen en la monodesio­3

dación de Th, mientras que el 37 % restante proviene de la se­

creción tíroidea. La elevada conversión de Th en T3 a nivel ex­

tratíroideo y el hecho de que en la mayoria de los efectos biolg

gicos, la T3 es alrededor de 3 veces más activa que la Th han lle

vado a pensar que la T3 podria ser la verdadera hormona tiroidea,

en tanto que 1a Th sólo jugaría el rol de una pro-hormona.

Efectos producidos por las hormonastiroideas (120).

Las múltiples acciones biológicas de las hormonas ti­

roideas pueden ser clasificadas en 2 categorias: aquellas que Egg­

trolan el desarrollo y aquellas que aseguran la regulación de la

actividad metabólica durante y después del desarrollo.

En el primer grupo se encuentran:

1) - Aceleración de la metamorfosis larval en anfibios: La expo­

sición de renacuajos a las hormonastiroideas mimetiza los

eventos que acompañana la metamorfosis espontánea: reabsor­

ción de la cola, crecimiento de extremidades, alteraciones

en la biosíntesis de hemoglobina, acortamiento del tracto

gastrointestinal, y conversión del amoniotelismoal urotelis
mo.

2) Control del desarrollo del sistema nervioso en mamíferos:—Las

hormonas tiroideas regulan la velocidad de crecimiento de la

corteza cerebral, la ramificación axonal y dendrítica, comoasí

también la míelinización. La evidencia bioquímica de una acción

de las hormonas tiroideas en la maduración de las terminales
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nerviosas estaría dada por la disminución selectiva en las

ratas tiroprivas de dos enzimas mitocondriales sinaptosómicas:

la succinico deshidrogenasa (Succinate: NAD+oxidoreductase,

E.C. 1.3.1.6.) y la glutamato carboxilasa (L-glutamate 1-car­

boxylyase E.C. h.1.1.15).

Por otra parte, es bien conocido en humanosel efecto retar­

datorio de todas las Funciones intelectuales (cretinismo)

causado pór el hipotiroidismo precoz.

En el segundo grupo se encuentran:

3)

L.)

- Aumento de la acumulación de aminoácidos neutros: La T

Aumento del consumo de 02 ygla producción de calor: La T

3 y la

Th aumenta la acumulación de aminoácidos neutros en huevo eg

brionario de pollo y en linfocitos timicos. Tanto el MITcomo

el DITson ineficaces en tal sentido. En realidad el efecto

consiste en un ratardo del eflujo de aminoácidos de la celu

la (121, 122).

3 V

a provocan un incremento en el consumo de 02 en higado yla T

en músculo de rata, acompañado por un aumento en el H+ intra

celular y una disminución en la relación Na+/H+.Este efecto

es debido a que las hormonas tiroideas son capaces de estimu

lar la actividad de la ATPasa dependiente de Na+ y H+ (ATP

phosphohydrolase, E.E. 3.6.1.3) (123).

AumEntoen la síntesis de proteinas: Las hormonas tiroideas

incrementan la sintesis de novo de numerosas enzimas. Entre

ellas se encuentra la glicerol fosfato deshidrogenasa de
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mitocondrias (sn-Glycerol-B-phosphate: NAD+oxidoreductase

E.C. 1.1.1.8) que interviene en el ciclo de entrada a la mi

tocondria del poder reductor (NADH)generado en la glucólisis,

la isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD+[threo-DS­

Isocitrate: NAD+oxidoreductase (decarooxilating), E.E. 1.1.

1.h1 J que participa en la vía cataoólica del ciclo de Hrebs

y la glucosa 6 P deshidrogenasa (D-Glucose-G-phosphate: NADP+

1-oxidoreductase, E.C. 1.1.1.h9) y la 6 P gluconato deshidro­

genasa (S-Phospho-D-gluconate: NADP+2-oxidoreductase, E.C.

1.1.1.h3) que intervienen en el ciclo de las pentosas.

6) - Potenciación del efecto de otras hormonas: En la rata, la

potencia lipolitica de la adrenalina aumentatres veces en

presencia de las hormonas tiroideas. Además, T3 y Th alteran

la concentración de gonadotrofinas circulantes (FSHy LH).

Aparentementeeste efecto ocurriría a nivel de la secreción

de las gonadotrofinas por la hipófisis ya que las velocidades

de depuración de estas hormonas de la sangre no se ven afec­

tadas por el estado tiroideo.

UI. 2 Mecanismo de acción de las hormonas tiroideas a nivel molecu­

lar.

Las bases moleculares del mecanismo de acción de las

hormonas tiroideas son hasta hoy prácticamente desconocidas. Tal

situación no está originada en la falta de datos experimentales,

sino por el contrario, por la gran diversidad de los efectos meta­



bólicos descriptos. Conel único fin de ordenar los datos dispo­

nibles se dividirá a los mecanismos de acción en aquellos que no

involucran al AMPcíclico y aquellos mediados por el nucleótido

cíclico. Estudios realizados en los últimos diez años demostra­

ron la presencia de sitios de unión ("binding") especificos para

L-TBoL-Th en numerosas fracciones suhcelulares: núcleos (12h,126),
mitocondrias (12h, 127, 128), membranasplasmáticas (129) y cito­

sol (130, 131).

En 1972, el grupo Oppenheimer (125) demostró la exis­

tencia en núcleos de higado y de riñón de sitios receptores de alta

afinidad y capacidad limitada para la T3.

En 197h 0ppenheimer, Schwartz y Surks (136) estudiaron

las diferencias en la concentración de receptores nucleares para

T3 en diferentes tejidos de la rata: la máximacapacidad de "binding"
se encontró en los núcleos de la hipófisis anterior, riñón, higado

y corazón; mientras que cerebro, bazo y testículo presentaron baja

concentración de receptores, un hecho aparentemente concordante con

la baja respuesta de estos últimos tejidos a las hormonastiroideas.

La capacidad de "binding" de los núcleos hepáticos es de 0,6 mg de

T3/mg DNAy la constante de asociación Ha=h,6. 1011 l/mol de T3.
Los receptores nucleares están asociados a la croma­

tina y pueden ser solubilízados con NaCl 0,h Mo con soluciones

ligeramente alcalinas, lo cual implica que son nucleoproteinas no

histónícas. Por Filtración de Sephadex 0-100 se estimó que su PM

se encuentra entre 60.000 y 70.000 Dalton (137).
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De Groot y Torresani (138) demostraron la existencia

de "binding" de L-T3 a núcleos de hígado aislados. En experimeg

tos in Vitro demostraron que la unión de T es máxima en incuog3

ciones de 2 a 3 hs azanc y que no requiere mediación de una pro

teína citosólíca. Las propiedades del receptor nuclear descrip­

to in vitro son similares a las del descripto in vivo.

LathamÉt_gl (139) realizaron una purificación parcial

del receptor nuclear solubilizado de hígado, determinando una Hd

para la L-T3 de 10-9 M, un radio de Stokes de 3,5 nm, un coeficieg

te de sedimentación de 3,5 S y un PMde 50.500 con una relación

Friccional = 1,h. Ademásdemostraron la ausencia de "binding" es­

pecifico de la hormonatiroides a enzimas nucleares purificadas

comola DNApolimerasa, la deoxinucleotidil transferasa terminal,

la poli A polimerasa y la RNApolimerasa I.

Un aporte Fundamental al entendimiento del rol del re­

ceptor nuclear Fue llevado a cabo por Mcleod y Baxter en 1976

(1hÜ): utilizando DNAunido covalentemente a celulosa (como ma­

triz inerte) demostraron que tanto la triiodotironina marcada

libre, comola unida a proteinas inespecificas eran incapaces
de asociarse a la DNA-celulosa; en cambio habia una asociación

específica entre el complejo [1251]*T3-receptor nuclear aísla
do y la DNA-celulosa. Un año más tarde, Blake y Üatley (1h1)

descubrieron, mediante la técnica de difracción de rayos X, que

la molécula de prealoúmina (una de las proteinas séricas trans

portadores de hormonastiroideas) presentaba en su superficie
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dos regiones complementarias en tamaño y forma al DNAdoble cg

dena. Lo notable es que la prealbúmina, tiene 55.000 Dalton de

peso molecular y dos sitios de union para la L-Th, uno con un

Hd: 1. 10-8 M y otro con un Hd: 0,1. 10-5 M. En vista de que no

se conoce ninguna relación funcional entre la prealbúmina y el

DNA,los autores propusieron un origen comúnpara esta proteína

y los receptores nucleares de hormonastiroideas, en Virtud a

su capacidad de unirse al DNA.

De los estudios del receptor nuclear, se puede dad;

cir que las hormonas tiroideas deben penetrar en el núcleo pa­

ra ejercer su acción, al igual que las hormonasesteroides. Sin

embargo, la diferencia fundamental con éstasúltímas es que no

necesitan asociarse a un receptor citoplésmico para luego unir

se al DNA,sino que el receptor es una proteina ya presente en

la cromatina.

Recientemente, Samuels Ej_3l (1h2) demostraron que

las hormonastiroideas en concentraciones fisiológicas podían

controlar la velocidad de crecimiento y la utilización de glucg

sa en un cultivo de células de hipófisís de rata, la línea tumo

ral Qfi1. Este sistema de células somatotróficas fue el primer sis­
tema in vitro que respondió significativamente a la acción de las

hormonas tiroideas. Más tarde el mismogrupo describió una corre

lación ouantitativa entre la ocupación de receptores nucleares y
¿'- ' ' ' .1, a _.,- _ - - _-_ .':.'.D." CE Sintesis C: fiDI‘mGI:: QE CI‘L’ClmlEÜLS2'33
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ción de la L-T3 sobre las células en cultivo (1h3). La evidencia

definitiva provino de los trabajos de Seo gt_al (1hb): a1 hacer

crecer a la línea celular de hipófisis (GHB)en un medio deficieg
te en hormonas tiroideas, detectaron una marcada disminución en

la secreción de la hormona de crecimiento y en la cantidad de RNA

mensajero específico para dicha hormonaproteica. La adición de

triiodotironina revirtió totalmente ambosefectos en ha hs. Sin

embargo, la hormonatíroidea no tuvo ningún efecto en la secre­

ción de prolactina ni en la cantidad de RNAmensajero para prolaE

tina en las mismas células. Estos datos sugieren que las hormonas

tiroideas son capaces de inducir la actividad transcripcional de

manera selectiva,"destapando" ciertas regiones del genomay no

otras.

En cuanto a la preSEncia de receptores para hormonas tiroideas en

el citosol, Spaulding y Davis encontraron en higado de rata pro­

teínas solubles capaces de unir especificamente tiroxina. Estos

autores sometieron un sobrenadante de 100.000 x g previamente in­

cubado con tiroxina radioactíva, a electroforesis en gel de poli­

acrilamida y detectaron en hembras tres componentes que contenían

hormona radioactiva unida, y solamente dos en machos. Los pesos

moleculares estimados para los componentes proteicos mencionados

fueron de 130.000, 95.000 y h5.ÜÜÜDalton. El componente que no

aparece en los citosoles de hígado de machos es el de 130.000. Es

interesante destacar que éste último componentepuede ser induci­

do en los machos por administración de estradiol.
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Posteriormente, en 1975, Defer Ét_gl (135) describie­

ron, mediante una metodologia diferente, algunas propiedades de

los receptores especificos para L-T3 en citosol hepático. Comprg
baron que el receptor soluble (constante de sedimentación 3,6 S)

era diferente del nuclear y de la TBG,y que el complejo citosol­

[1251] -T3 era incapaz de pegarse al DNAen las condiciones en que
lo hace el receptor nuclear.

Ademásdel higado, otros tejidos presentan receptores

solubles para TL+o T3.

Sterling gt_gl los detectaron en riñón humanoy de ra­

ta (133), y Geel (1h5) en cerebelo de rata.

Un tipo de efecto no relacionado con los anteriores y

generalmente no comentadoen la literatura es el descripto por

Molff y Molff (1h6) hace más de veinte años. Estos autores encog

traron que la tiroxina en concentraciones cercanas a las fisio­

lógicas inhibe sensiblemente la actividad de numerosas deshidro­

genasas que contienen Zn++, entre ellas, la málico, glutámicn,

láctico, isocítrico, alcohol y glucosa -6- fosfato deshidrogena­

sas. Además, en el caso de la glutámico deshidrogenasa, la tiro­

xina causaría la disociación de la enzima nativa en dos subunida

des de menor tamaño (1A7).

Por último, recientemente de Mendozay Farias (1h8,

1h9) estudiaron el papel de T3 y Th como moduladores de las trag
siciones alostéricas de enzimas asociadas a la membrana. La ex­

posición de ratas por diferentes periodos de tiempo a bajas tem­
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peraturaa (hüc)anula las caracteristicas aloatéricas de la inhí"

bición por fluoruro de la acetilcolinesterasa asociada a membrg

nas de eritrocito.

Los autores detectaron que los factores responsables

del fenómenode desensioilizacíón alostérica se encontraban_en

el plasma de las ratas expuestas al frio, y los identificaron

comoL-triiodotironina, L-tiroxina y tirotrofina.

UI. 3 Hormonas tiroideas y AMPcíclico.

Las evidencias respecto del papel de los nucleótidos

cíclicos comointermediarios de la acción de las hormonastiroi­

deas son tan numerosascomocontradictorias. De existir tal inter

mediación, parecería que no es el principal mecanismode acción

de dichas hormonasni estaria uniformemente distribuido.

En 1975 Fernandez-Pol y Hays (150) estudiaron las a1­

teraciones de los niveles de AMPcíclico y GMPcen distintos te­

jidos de perro después de una inyección intravenosa de triiodo­

tironina (100-200 Fg/kg de peso). Luego de un periodo de latencia

30-A5 minutos, el AMPcíclico del plasma se incrementó en un 165 %

respecto del control, mientras que el GMPcno varió.

En higado, la concentración de AMPcíclico disminuyó un 5h %, en

tanto el GMPcaumentó un 137 %. Por otro lado, mientras en el tg

jido adiposo de los animales controles, los niveles de AMPcicli­

co decayeron durante el transcurso del experimento, en el de los
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animales tratados con L-T3 se mantuvieron estables. Estos experi
mentos in vivo nos muestran que los patrones de respuesta de los

nucleótidos ciclicos a las hormonastiroideas pueden sen comple­

tamente diferentes en los distintos tejidos.

Levey y Epstein (151, 152) describieron la activación

de la adenilil ciclaae de miocardio de gato por las hormonas ti

roideas. La concentración de tiroxina que producía la mitad de

la respuesta máxima era 5 x 10-7 My de triiodotironina, 6 x 10-7 M

Casillas y Hoskins (153) también observaron activación de 1a ade

nilil ciclasa de espermatozoides de monopor L-T y L-T . La reg3 b

puesta a la concentración de L-T3 fue bifásica, con una estimo

lación máxima a un nivel de hormona de h x 10-6 M. Estos inveg

tigadores encontraron que 1a fructólisis anaerobia del esperma

tozoide responde a la L-T3 de una manera bífásica similar a la
enc0ntrada para la adenilil ciclasa.

Unefecto opuesto, es decir, inhibición de la adeni­

lil ciclasa, fue descripto recientemente por FriedmanÉt_gl (15h)
en membranasde tiroides bovina.

Los autores determinaron que 1a L-T3, a una concentra
ción de 5 x 10-5 M, inhibia en un 15%la actividad basal de la

adenilil ciclasa. Dicha inhibición llegaba a un 50%a concentra

ciones del orden de 10-“ M. Además 1a L-T3 era capaz de rever­

tir 1a estimulación de la ciclasa por tirotrofina y prostaglan­

dina E2 pero no afectaba a la estimulación por fluoruro. La inhi
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bición resultó ser de tipo competitivo. Al solubilizar la enzima

de las membranasde tiroides con Lubrol PX, la estimulación por

tirotrofina desaparecia, conservándose sin embargola sensibi­

lidad a la L-T3. Si bien las concentraciones de L-T3 necesarias
para obtener un efecto inhibitorio considerable eran muchomás

altas que los fisiológicas, los autores consideran que no se tra

ta de un efecto tóxico o no especifico, fundamentalmente debido

al hecho de la incapacidad de la L-T de revertir la activación3

por F-.

La inhibición de la ciclasa de tiroides podria expli

car observaciones previas sobre la capacidad de las hormonas ti­
roideas de disminuir la soumulación intracelular de AMPcíclico

en dicha glándula (155-157). De esta manera, un alto nivel de

hormonatiroidea circulante, no sólo disminuiria la producción

de tirotrofína (TSH)por la hipofisis, sino también impediria la

acción de la TSHsobre la glándula tíroidea, bloqueando el efecto

activador de la TSHsobre la adenilil ciclasa de dicha glándula.

Numerosasevidencias indícarian que las hormonas ti­

roideas inhiben a la fosfodiesterasa de nucleótidos ciclicos.

La primera de ellas fue publicada en 1967 por Mandel y Hueh1(158)

quienes se hallaban investigando el mecanismo por el Cual la L-T3
aumentala actividad lípolitíca de la adrenalina. Los autores en­

contraron un 55 %de inhibición en las fosfodiesterasas de tejido

adiposo de rata y de corazón de vaca ensayadas en presencia de L-T3
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tiva en la inhibición. Posteriormente, Marcus informó que la L-Th,

a concentración de 10-5 M, inhibe competitivamente a las Fosfo­

diesterasas de alto y bajo Hm,tanto de fracciones particuladas

comosolubles de tejido óseo de rata (159). Van Inuegen Ét_al

(160) comprobaronque las células grasas de ratas con hipotiroi

diamo experimental no responden a los agentes lipoliticos y que

la fosfodiesterasa de AMPcíclico de bajo Hm, unida a membrana

de esas células, está elevada por encima de los valores normales.

El tratamiento in vivo de las ratas hipotiroideas con L-T res­3

tituye la actividad de la enzima a niveles similares a los con­

troles. El efecto inhibítorio fue confirmadoen la fosfodiesterasa

de la glándula tiroides humana(161) y en la de cartílago epifi­

sario de pollo (162).
En cuanto a la influencia de las hormonas tiroideas

sobre las proteína-quinasas, se ha informado que la actividad

de la proteina-quinasa asociada a la fracción de proteínas org

matínicas no hostúnicas, obtenida de miocardio de rata, aumen­

ta después de inyectar a los animales con triiodotironina.

Por otro lado las proteina-quinasas citosúlicas no

son afectadas por tal tratamiento (163).

Ya se ha comentado el papel de las hormonas tiroideas

comoinductoras de la sintesis de proteinas, especialmente con

actividad enzimática. Aparentementela adenilil ciclasa estaria
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bajo este tipo de control. En este sentido,Hrishna Eï_3l (164)

demostraron en 1968 que en ratas hipotiroideas, 1a actividad de

adenilil ciclasa de células grasas estaba disminuida respecto

de las de ratas eutiroideas, mientras que en las hipertiroideas

estaba aumentada. Estos resultados fueron confirmados por expg

rimentos in vitro realizados por el mismogrupo (165): inCuoa—

ron células grasas aisladas durante 2 hs cun y sin agregado de

T3 10-6 My con y sin agregado de puromicina (inhibidor de sin

tesis de proteinas a nivel de traducción) 10-5 M, y observaron

que en presencia de la hormona habia una inducción del 60% de la

actividad de adenilil ciclaaa y que dicha inducción era bloquea

da totalmente por la puromicina. Ütra linea de evidencias más

reciente indicaria que las hormonastiroideas inyectadas in vivo

producen un aumento del número de receptores/3 -adrenérgicos en

membranasde miocardio de rata, sin modificación alguna de la

afinidad de las catecolaminas por su receptor (166).

Los efectos descriptos en los párrafos anteriores son

coherentes con el hecho de que las hormonas tiroideas potencian

el efecto lipolítico de las catecolaminas (160, 167) y con la ta­

quicardia característica del sindromehipertiroideo.

En la figura 12 se encuentra un esquema con los plausibles modos

de acción de las hormonas tiroideas, las catecolaminas y las

metilxantinas en la movilización de los ácidos grasos libres del

tejido adiposo.
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Figura 12:- Participación de las cateculaminas (B.A.), las hormo­
nas tiroideas (T3 y Th) y las metilxantinas (M.X.) enla lipólisís.
T.G.= triglicéridu; A.G.= ácidos grasos.
Las Flechas llenas indican los pasos de activación.
Las flechas punteadaa, los pasos de inhibición.
Las flechitas vacías señalan procesos de inducción a
nivel de síntesis de proteínas.
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UII. LA ADENILIL BICLASADE Neurospora crassa.

VII. 1 Naurospora crassa.

Neurospora crassa es un hongo ascomicete pertenecien­

te a la familia de las Sordariaceae. Al igual que todos los hon­

gos de la clase Ascomycetes y la suoclase Euascomycetidae, su

cuerpo vegetativo está constituido por un micelio Formadopor un

entretejido de hifas tabicadas¿ Los tabiques transversales no son

completos, sino que tienen en el centro un poro por donde se con

tinúan las membranasplasmáticas de las células adyacentes. Las

hifas se alargan por crecimiento apical y sus células pueden ser

uni o multinucleadas. Los núcleos de las hifas vegetativas poseen

un sólo complemento cromosómico, es decir, son haploides. La re­

producción ocurre de manera asexual por la formación de conidias,

o bien de manera sexual por la formación de ascosporas. En el pri

mer caso (ciclo asexual) el micelio vegetativo desarrolla hifas

diferenciadas (conidióforos) en cuyos extremos se producen suce­

sivas divisiones mitóticas y fragmentaciones que dan origen a nu­

merosas conidias o esporas asexuales. Las conidias, al encontrar­

se en un medio apropiado, germinan originando nuevamente el mice­

lio haploide. El ciclo de vida sexual ooorre si se encuentran dos

micelios de tipo de apareamiento diferente (heterotalismo). En

ambosmicelios pueden desarrollarse estructuras Femeninas y mas­

culinas, pero la fecundación sólo ocurre entre estructuras de mi
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celios heterotálicoa. La parte femenina consta de estructuras plu

ricelulares llamadas protoperitecios que en su interior contienen

al órgano sexual femenino o ascogonio. El ascogonio es una célu­

la globosa, con numerosos núcleos haploides, la cual emite una

prolongación filiforme de su protoplasma llamada tricogino. El

tricogino Funcionará comoun pelo aceptor de las células mascu­

linas que pueden ser conidias, microconidias o simplemente hifas

del micelío con tipo de apareamiento opuesto" Estos elementos mas

culinos descargan sus núcleos haploides en el interior del tricg

gino y éstos núcleos se Fusionan de a pares con los núcleos del

ascogonio, generando numerosos núcleos diploides (proceso conoci

do comocariogamia). Cada núcleo diploide(unica fase 2n del ciclo

de vida del hongo) se dividirá por meiosis originando cuatro nú­

cleos haploides, y cada uno de éstos se divide por mitosis origi

nándose así ocho ascosporas. Las ascosporas quedan localizadas

en una estructura en forma de saco llamada asco. El protoperitecio

luego se transforma en un peritecío, que es el cuerpo de Fructi­

Ficación en forma de botella característico de las Sordariaceae.

Cada peritecio posee entonces numerosos ascos portadores de oscog

poras. Las ascoaporas son células resistentes a condiciones am­

bientales adversas, que al germinar en el medio adecuado generan

nuevamente el micelio vegetativo. En la figura 1h se esquematizan

los ciclos biológicos de reproducción asexual y sexual.
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UII. 2 Metabolismo del glucógeno en Neurospora crsssa.

La Neurospora es un organismo que ha sido motivo de

numerosos estudios tanto desde el punto de Vista genético como

del bioquímico. La Facilidad con que se lo cultiva en el labo­

ratorio y la existencia de numerosos mutantes morfológicos y big

quimicos han hecho de Neurospora un material biológico modelo.

Los estudios sobre la regulación del metabolismo del

glucógeno y el papel del AMPcíclico en N.crassa fueron llevados

a cabo por el grupo dirigido por el Dr. Torres en la Fundación

Bampomar. Los trabajos de Téllez Iñón, Terenzi y Torres (171, 172)

demostraron que el metabolismo del glucógeno en N.crassa está re

gulado de una manera similar a lo que ocurre en tejidos de ma­

míferos y de mododiferente a la regulación en bacterias. La sig

tetasa de glucógeno del hongo presenta dos Formas interconverti­

bles. Una es dependiente de glucosa 6-P (D) y la otra es indepeg

diente de ese éster fosfórico (I).

La conversión in vitro de la forma I a la Forma D re

quiere ATP-Mg++mientras que la transformación inversa sólo re­

quiere Mg++(171). Por otra parte, la fosforilasa de glucógeno

también presenta dos formas interconvertibles: una activa (for-.

mag) y la otra inactiva (forma b) en ausencia de 5'AMP. La con­

versión de la forma b a la a requiere ATP-Mg++y es estimulada

por la presencia de AMPcíclico (172). Además, fueron identifi­

cadas las enzimas responsables de la activación e inactivación de
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la fosforilasa de glucógeno: la quinasa de fosforilasa b y la fos

Fatasa de fosforilasa que a su vez presenta dos Formas intercog

vertibles en los extractos del micelio. La conversión hacía la

forma más activa requiere ATP-Mg++(173, 177). De esta manera,

el metabolismo del glucógeno en N.crassa responde a un esquema

de interconversiones enzimáticas a tres niveles: activación de

la fosforilasa, inactivación de la Fosforilasa e inactivación de

la sintetasa de glucógeno estando el primer evento controlado por

AMPcíclico (comparar con el sistema de higado descripto en la

figura 6).

VIII. 3 La adenilil ciclasa de Neurospora crassa.

En 1972, Flamiá y Torres (3) describieron la existen­

cia de una actividad de adenilil ciclasa en lísados celulares de­

una mutante "slime" de Ntcrassa (FGSC1118). Esta mutante carece

de la pared celular polisacaridica caracteristica del micelio y

crece comoprotoplastos aislados. La enzima está fundamentalmente

asociada a la membranaplasmática, es totalmente dependiente de

Mn++para su actividad y no puede ser activada por fluoruro ni

por GTP, ACTHo catecolaminas. Además los mismos autores compro­

baron que el verdadero sustrato de la enzima es el complejo Mn-ATP,

que el ATPpuede funcionar comoinhibidor desplazando al sustra­

to del sitio catalitico y que el Mn++Funciona cDmoactivador de

la enzima sólo a bajas concentraciones delsustrato (17h).
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La enzima fue solubilizada por tratamiento de las mem­

oranas con el detergente no iónioo Lubrol PX y fue parcialmente

purificada por cromatografía en columna de DEAE-celulosa, encon­

trándosele una constante de sedimentación de 7,1 S (175).

Por otra parte, cuando se incubaron membranasde N.crassa

"slime" con glucagón, se observó estimulación de la actividad de

la adenilil ciclasa (176). El glucagón no activó a la ciclasa sE

lubilizada con Lubrol PX. Además, al agregar glucagón a un cultl

vo del hongo, se observó un incremento en la velocidad de gluco­

genólisis, un incremento en la actividad de la glucógeno fosfo­

rilasa y una disminución en la actividad de la glucógeno sintetasa.

Todosestos efectos corroboran las similitudes existentes entre los

mecanismos de control de N.crassa y células animales.

Ademásdel efecto del glucagón, Flawiá y Torres encog

traron que la ciclasa de la mutante "slime" es inhibida por insg

lina de un modopseudocompetitivo (2h). La inhibición es contra­

rrestada por glucagón y sólo se observa a bajas concentraciones

del sustrato Mn-ATP.La actividad de la enzima no es modificada

por las cadenas polipeptidicas aisladas de la insulina (A y B),

ni por otras hormonaspeptidicas que contienen puentes disulfuro

como la vasopresina o la hormona de crecimiento (178).

VII. A Papel del AMPcíclico en la diferenciación de Neurospora

CI‘BSSB .
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El ciclo de vida asexual de la cepa salvaje de fi¿ggg­

Egg puede ser dividido en los siguientes pasos:

1) —Germinación de las conidias y formación de hifas vegetativas;

2) - Elongacion y ramificación de las hifas vegetatívas formando

un micelio Sumergído en medio liquido, o rastrero en medio

sólido;

3) - Diferenciacíón de hifas que se alargan alejándose de la Su­

perficie del medio (hifas aéreas); y

A) - Formación de cadenas de conidias en los extremos de las hifas

aéreas (ver figura 1h).

Existe una familia de mutantes de Neurospora, denomi­

nada "crisp", que se caracteriza por poseer un fenotipo colonial

con ausencia total de hifas aéreas y una acumulación prematura de

conidias sobre la superficie del medio de cultivo. El fenotipo

"crisp" está determinado por mutaciones en alguno de tres ¿EEE

diferentes: cr-1, cr-2 y cr-3. Estos lggi no son alélicos y

están ubicados en el brazo derecho del grupo de ligamiento I del

hongo (N.crassa tiene siete grupos de ligamiento) en las cercanias

del centrómero. En 1975 Torres EQLJÏL(7D) observaron que una cepa

"slime" de N.crassa, la FGSC326, presentaba una actividad de ade

nilil ciclasa muyreducida respecto de la cepa FGSC1118 utiliza

da en los estudios descriptos anteriormente. La cepa "slime" 326

habia sido aislada por mutagénesis de una cepa micelial, la FGSC

329. Esta última poseía fenotipo "crisp" y también presentaba muy
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baja actividad de ciclasa. Haciendouna evaluación de la activi­

dad enzimática en diferentes cepas del hongo, los autores demos­

traron que sólo las cepas portadoras de la mutación cr-1 tenían

bajos niveles de actividad de ciclasa. Las mutantes cr-2 y cr-3,

que presentan el mismofenotipo que le cr-1, tienen actividad

de ciclasa normal (7D, 179).

Además, Terenzi gt_gl (179) demostraron que la morfología "crisp"

de los mutantes cr-1 era consecuencia de la reducción en la sín­

tesis de AMPcíclico, ya que la adición de nucleótido cíclico,

o de su derivado el dioutiril AMPcíclico, al medio de cultivo

hacía que la mutante cr-1 adoptara un fenotipo similar al de las

cepas salvajes (Fenocopia). Sin embargo, la adición de AMPcícli­

co a los medios de cultivo de las cepas cr-2 y cr-3 no revierte

la morfología "crisp", hecho que podría indicar que estas mutan­

tes presentan lesiones en alguna etapa de las rutas metabólicas

controladas por el AMPcíclico.

Confirmando los hallazgos anteriores, el mismogrupo

determinó que los niveles intracelulares de AMPcíclico eran diez

a veinte veces más altos en las cepas salvajes que en las porta­

doras de la mutación cr-1 (180).

En las cepas salvajes esos niveles permanecenconstantes durante

la mayor parte del período de crecimiento, excepto durante un cor

to lapso, al comienzo de la Fase estacionaria, en el cual se pro­

duce un marcado incremento de la concentración del nucleótido.
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Si bien aún no se conocen con exactitud los mecanismos

moleculares de la acción del AMPcíclico sobre el control de la

morfología en N.crassa, recientemente han aparecido dos contribu

ciones tendientes a dilucidar ese interrogante. En primer lugar,

Judeuicz y Torres (181) encontraron que el AMPcíclico estimula

la Fosforilación de núcleos de cepas "slime" de N.crassa. La Frag

ción de proteinas nucleares que se fosforila preferencialmente

es la de proteínas no histónicas de la cromatína. Ademáscompro­

baron que la capacidad de transcribir RNAmensajero es mayor en

la cromatína extraída de núcleos Fosforilados que en la obtenida

de núcleos no fosforilados. Estos resultados podrian indicar que,

al menos en parte, la regulación por AMPcíclico ocurriría a ni­

vel de la transcripción de determinadas secuencias genómicas.

Por último, Judeuicz, Glikin y Torres (182) describig

ron la presencia de tres actividades de quinasas de proteina en

la fracción correspondiente al sobrenadante de 105.000 x g de un

micelio de N.crassa cepa salvaje, cosechado en la fase logaritmi

ca de crecimiento. Estas actividades enzimáticas fueron resueltas

por cromatografía en DEAEcelulosa y una de ellas es estimulable

por AMPcíclico. Los autores enfatizaron que esta actividad de

quinasa dependiente de AMPcíclico sólo es detectable en los es­

tadios tempranos del crecimiento del hongo, hecho que concuerda

con el papel estimulador de la formación de hiFas aéreas que cum

ple el nucleótido en ese periodo. Por otra parte, fueron caracte
rizadas las otras dos actividades de quinasa independiente de

AMPcíclico de función desconocida.
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MATERIALES Y METÜDÜS

I. PREPARACION DEL SUSTRATÜ RADIÜACTIVÜ DE LA ADENILIL CICLASA:

[FK32P] ATP.

El método de ensayo de adenílil ciclasa usado en esta

tesis se basa en la cuantificación del AMPcmarcado radíoactiva­

mente con 32P, para lo Cual se utilizó como sustrato al ATPmar­

cado con 32P en la posición 0(, ya que éste es el único fosfato

que se conservará en la molécula del producto, luego de la caté­

lisis enzimática (figura 15).

o
Il H Il',

O-P-O-P-O-P-O-CH

¡_ I_ I_ o o” o o
o o o ADENILIL CICLASA ¡t _ _ H H ­

r ¡a «x Me2+ fi "¡-0 + OTOQ'O
o 0' 0'

a G '[04 P] ATP [PJAMPc PPI

FIGURA 15

La síntesis del DXBZP]ATPfue realizada por dos pro­

CEGimiEDLDbdiferentes que se detallan a continuación:



8h

I. 1 Procedimiento descripto por Flauiá y Torres (3):

Este método involucra dos pasos:

19:- Sintesis guímica que implica la esterificación del
32 . . . ., , .‘

PÜL‘H3con el oxhidrilo de po81c1on 5 de la isopro

pilidén-adenosina (Figura 16), seguida de una hidrg

lisis ácida del grupo isopropilideno para obtener

5' AMPmarcado con 32P.

29:— Síntesis enzimática del DXBZP]

ATP usando como material de

partida el producto de la reag

cion anterior:
2+

Mg
[BZP] 5'AMP+ATP ——.—-—.——[N32P] ADP+ADPmioquinasa

32 H+ ' 32ox —__ .,
[ P] ADP + PEP piruvato Loa P] ATP+P1RbbATE

quinasa

Se procedió de la siguiente manera:

La solución clorhidrica de Fosfatc

l \ inorgánico radiactivo (50 mCi) se
H; CH5

llevó a sequedad en un evaporador

rotatorio. El sedimento se retomó
Figura 16: Isopropilidén

adenosina. en aproximadamente 3 ml de agua,agrg

gándose S‘Pmoles de Fosfato inorgánico frío. Volvió a evaporarse a
sequedad y a retomarse el sedimento en agua. Este procedimiento He
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repitió tres veces con el objeto de eliminar por completo el ácido

clorhídrico en que viene disuelto el 32Pi. Al sedimento de la úi

tima evaporación se le agregaron 60 mg (aprox. ZDÜ‘pmoles) de

isopropilidenadenosina y se secd con acetonitrilo en línea de va

cio según Greenless y Symons (183). Una vez que estuvo totalmente

seca la preparación, se realizó la sintesis guimica:

Se preparó una mezcla de dimetilsulfóxido (solvente)

3,2 ml; tricloracetonitrilo (agente condensante) ZÜPl y trietil­

amina (catalizador; 25 F1. Se agregó rápidamente la mezcla al oa­

lón de reacción donde estaban el 32Pi y la isopropilidénadenosina,

se tapó herméticamente y se incubó a 37°C durante 15 minutos.

Luego se agregaron 6 m1 de ácido acético 5 N y se calentó en baño

de agua, con el balón destapado, a 10008 durante 1 hora (hidró­

lisis). Al cabo de ese tiempo, el contenido del balón se evapo­

ró a sequedad, se resuspendió en 3 m1 de agua y se evaporó nue­

vamente. Este procedimiento se repitió cuatro veces.

Sintesis enzimática:

El sedimento de la última evaporación ([ 32P] 5'AMP)

fue incubado durante 20 minutos, a 37°C en una mezcla de la si­

guiente composición:

buffer TRIS-HCl 1ÜÜ mM pH = 7,h

Mg 012 15 mM

H c1 1GB mM

ATP 0,15 mM

PEP 7,5 mM

piruvato quinasa 20 Pg/ml
mioquinasa ZÜÜPg/ml
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El volumen total fue de 3,2 ml y la reacción se detuvo por el agrg

gado de 3 ml de metanol, calentando luego en baño de agua a 10008

durante 3 minutos.

Purificación del ÜXBZP]ATP:

Despuésde finalizada la síntesis enzimática, el con­

tenido del balón fue sembrado en una columna de DEAE-Sephadex A

25 (1 x 9 cm) forma bicarbonato, previamente lavada y equilibra­

da con agua destilada. Una vez que la muestra penetró en la colum

na cromatográfica, se eluyó con un gradiente contínuo de bicarbo­

nato de trietilamina pH = 7,5; de Ü a 1 M (volumen total 200 m1).

Se recogieron fracciones de 7-8 ml, y la presencia de radioacti

vidad en cada fracción fue estimada aemicuantitativamente mediante

el uso de un monitor marca Nuclear, modelo FM. Un perfil típico

de la columna de DEAE-Sephadexpuede verse en la figura 17.

Se juntaron las fracciones correspondientes al pico de ATPllevan

doselas a sequedad en un evaporador rotatorio, o bien por conge­

lamiento a —ZÜÜCy luego liofilización en un liofilizador marca

F.T.S. El residuo se resuspendíó en 5 ml de metanol, se evaporó

nuevamente y por último se retomó en un volumen apropiado de agua

destilada (usualmente de 1 a A ml).

La caracterización del ATPradioactivo se hizo por cromatografía

ascendente en hojas de polietilén-imino-calulosa,conteniando raag

tivo fluorescente, usando comosolvente cloruro de litio 1,5 M.

La posición de los nucleótidoa utilizados comopatrones (ATP, ADP
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y AMP)fue detectada bajo luz UVemitida por una fuente marca

_fl;?eralight. _

2,41" '

¿o

a": 7’8_ :2:
\\ 2:;N

X %

% 1,2— E-+ "un
3, 0,5a
CL ¿En

g 0,6'"' /. /.\ 8.,
l - o

¡'Pí [A7'P\o “.12 L'vfl 1mm
O 4 8 12 16 20

frac'cro’n
FIGURA 17

I. 2 Procedimiento descrggfiquur Reeve y Huang (18h)

'I ¡.c;En este métods, la "síntesis química" del método I..
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reemplazada por una serie de pasos enzimáticos, al cabo de los

cuales se llega al [32P] AMP.

Estos pasos son:

19:- Incorporación del 32Pi al 1,3 di'-P— glicerato:
Gliceraldehido

32 3 P deshidrogenasa 32 +
Glicerald. 3 P+NAD+ Pi 1 P 1,3 Di PGA+NADH+H

29z- Regeneración del NADoxidado, que fue reducido en la reaE

ción 1. Lactato
+ Deshidrogenasa

Piruvato + NADH+ H —-——--—————ar Lactato + NAD

392- Sintesis de [JBZP] ATPa partir del producto de la reacción 1.
PGA

.Quinasa 32
32 3PI3A+ -P ATP1. P 1,3 Di P Glicerato + ADP

AQ:—Fosforilación del HD5' del 3'AMP, utilizando como dador de
r 32

F’81M P] ATP' Polinucleótido
. quinasa

3'AMP + [X32PJ ATP——————, [5' 329] 3',5' ADP7..ADP

Süz- Eliminación delLX’32P] ATPque no reaccionó en el paso A.

Hexoquinasa
LX32a] ATP+ Glucosa ————> ADP+ “gel Glucosa 6 - P

69:—Obtención deliBzP] 5'AMPpor hidrólisis enzimática del P de

posición 3' del L5'32P] 3', 5' ADP.

Nucleasa P
2 v ­

[5'3 PJ 3', 5'ADP—-—>1 Pi + L32P15'AMP

. 32A partir del L PJ 5'AMPse realiza una "sintesis enzi­

mática" análoga a la del método I.1 reemplazando el sistema gene­
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rante del ATPde la piruvato quinasa por el de la creatina quínasa:
2+

M9

[32P] 5'AMP + ATP ——————————+>Ex3zp] ADP + ADP
Mioquínasa

LpKBZP]ADP+ Fosfooreatina —-—---€7[632P] ATP+ creatinacreatina
quinasa

El procedimiento preparativo fue el siguiente:

La solución clorhídrioa de 32PÜA Fue evaporada y lavada de la

manera desoripta en el método 1.1. El residuo de la última evapg

ración fue retomado en 80 pl de H Ü destilada, y se le agregaron2

1DPl de una solución ouya composición es:

TRIS — HCl son mM pH = 7,5

Mg C12 so mM
NAD+ 1o mM

Ao.Pirúvioo (neutralizado con TRIS base) SÜ mM

ADP 1D mM

Glioeraldehído-3-P B mM

Luego de agitar, se añadieron MJ}H.de la siguiente mezcla de en
zimas:

Gliceraldehído-B-P deshidrogenasa (1Dmg/ml en SAS) ZAÜpl

Fosfoglioerato quinasa (1Ümg/ml en SAS) 3D¡d

Láotioo deshidrogenasa (5mg/ml en SAS) 15;}d

(Se centrífugó a BÜÜÜrpm por 15 minutos a D-AÜCy se separó el

sobrenadante por aspiración. El precipitado se resuspendió en 0,8

ml de TRIS-ClH SÜmM, pH: 7,A; Mg El 5mM).2
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Se mezcló bien y ee incubó durante 30 minutos a temperatura ambieg

te. Luego se agregaron 10 Fl de una solución conteniendo DTT78mM,

espermína hÜ mMy Mg 812

3'AMP 25 mMy 2 Fl de polinucleótido quinasa (hDÜÜU/ml en gli­

BÜmM,se mezclú y se añadieron 1D P1 de

cerol SD%). Se agitó, e incubó durante la noche a temperatura am

Diente. Al dia siguiente se añadieron Syl de nucleasa P-1 (hmg/ml

en TRIS-ClH 1ÜmMpH=7,5) y se siguió incubando durante 30 minu­

tos a la misma temperatura. Luego se agregaron ZÜPl de hexoqui­

naaa 0,1 mg/ml en solución de glucosa 1mMy se prosiguió incubag

do 3D minutos más. Las reacciones enzimáticaa fueron detenidas

por calentamiento en baño de agua hirviendo durante 5 minutos.

Luego se enfrió en Daño de hielo, para finalmente agregar 20 Fl

de una mezcla compuesta por:

Creatina quinasa 2 mg/ml

Mioquinasa Ü,2mg/ml

Creatina fosfato 50 mMpH = 7,5

Se incubó por 30-b5 minutos a temperatura ambiente y luego se di

luyó con 1 ml de agua destilada.

La purificación y caracterización de1.B&32P]ATPse hicieron de

la manera descripta en el método I.1

II. OBTENCION Y PURIFICACIÜN DE LAS PREPARACIÜNES ENZIMATICAS.

II. 1 Testiculo de rata.

Se utilizaron ratas macho Mistar, de LS a 9D dias de
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edad, con un peso promedio entre ZÜUy 250 g, alimentados ad lioitum

con alimento marca Purina.

Los animales fueron sacrificados por decapitación. Luegose extra

jeron los testículos e inmediatamente se practicó una incisión

en la superficie del testículo, depositando los túbulos seminí­

feros en un vaso de precipitaciónnantenido e AUCy eliminando la

túnica vaginal. El material fue entonces homogeneizadoen tres

volúmenes de una solución buffer compuesta por TRIS-HBl SÜmM,

pH=7,h, mercaptoetanol 1 mMy EDTA0,5 mM(buffer A), usando un

desintegrador de tejidos modelo SDT(Tekmar 80.). Esta operación

y las siguientes fueron realizadas a AOC.El homogeneizado fue

centrifugado a 7700 x g durante 1D minutos en una centrífuga re­

frigerada marca Sorvall, modelo RCZ-B,usando el rotor SS-Bh. El

sobrenadante de esta centrifugación (que contiene la mayor propor

ción de la actividad de adenilil ciclasa), denominadoEregaración

Ergga, fue sometido a una ultracentrifugación a 105.000 x g durag

te EUminutos en una centrífuga marca Beckman, modelo L5-50 utili

zando el rotor R65. El sobrenadante de esta ultracentrifugacíón,

denominado5122, constituye la fracción soluble de testículo a par

tir de la cual se realizaron los sucesivos pasos de purificación
de la adenilil ciclesa.

II. 1.1 Cromatografía en columna de DEAE-Celulosa.

Se describen a continuación las condiciones de
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la purificación del S105 mediante el uso de una columna de DEAE­

celulosa de tipo Ereparativo.

La columna(2,5 x 28 cm) fue equilibrada mediante el pasaje de h

volúmenes de la solución de homogeneización (buffer A) y luego

cargada con 200 ml del EJQÉ. Una vez pasada la muestra, se lavó

con 9DGml de la misma solución buffer para remover la mayoria

de las proteinas no adsorbidaa.

Después del lavado, se eluyó con un gradiente lineal de NaCl

(Ü-Ü,7M, 1200 ml de volumen total) hecho en la misma solución buffer.

Se recogieron fracciones de alrededor de 20 ml, a una velocidad

de 1,7 ml/min utilizando un colector de fracciones automático,

marca LHQ, modelo Ultrorac 7000.

La actividad de adenilil ciclasa eluyó comoun único pico, a una

concentración de Ü,25—Ü,30Mde NaCl. La Fracción correspondiente

será denominada preparación de DEAE.

II. 1.2 Fraccionamiento con sulfato de amonio y croma­

tografía en Bio-Gel A Ü,5m:

Se juntaron las fracciones con actividad de ci­

clasa obtenida de la columna de DEAEcelulosa (aproximadamente 80ml),

precipitándose mediante la adición lenta de 3h,3 ml de una solu­

ción saturada de sulfato de amonio previamente neutralizada con

NH3. La precipitación se realizó en un vaso mantenido en un baño

de hielo y agua. Luego de agitar la mezcla durante 20 minutos, se

centrifugó a 10.000 x g durante 1B minutos. El sedimento (precipi­
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tado de 30 % de saturación) Fue descartado y el aobrenadante

(1 volumen) Fue llevado a una concentración de sulfato de amonio

del 60 % de saturación por el añadido de 0,75 volúmenes de la sE

lución saturada de sulfato de amonio. Después de la centrífuga­

ción el sedimento fue disuelto en 5 ml de buffer A y dializado

por 3 horas contra el mismobuffer. La fracción dializada (7,0 ml,

1h mg de proteína por ml) fue sembrada en una columna de Bío-Gel

A 0,5 m (100-200 mesh) de 2,5 cm de diámetro x B7 cm de alto, org

viamente equilibrada con una solución de buffer A conteniendo

NaCl a una concentración de 0,15 M (buffer B). La columna fue elui

da con el mismobuffer de equilibrio, a un flujo de 1,7 m1 por

minuto, recogiéndose fracciones de 7 m1. Las Fracciones con act;

vidad especifica de cíclasa más alta fueron combinadas (21 m1)

y precipitadas por la adición de 1,5 volúmenes de una solución

saturada de S.A. (60 % de saturación). Después de la centrífuga­

ción, el precipitado fue disuelto en un volumen mínimo de buffer

A (aprox. 0,7 ml) y dializado contra la misma solución durante 6

horas. La fracción asi obtenida será denominada EreEaración de
Bio-Gel.

II. 1.3 Enfogues isoelectricos en columna:

Se utilizó la columna marca LHBde 110 ml de ca

pacidad. Los enfoques isoeléctricos fueron llevados a cabo alguien

do las instrucciones del manual de uso provisto por LHB.En todos
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los casos, el medioestabilizante del gradiente de anfolitos fue

sacarosa.

Enfoques isoléctricos en los rangos de pH 3,5-1Ü,Ü y 9-6:

Concentración final de anfolitos en la columna: 1 %

Polaridad: ánodo en la parte inferior de la columna

ComEosicion de la solución anódíca: sacarosa, 15 g; HZÜ, 12 ml y

ácido fosfórico 1M, A m1.

Composición de la solución catódica: NaÜH0,25M, 1D ml.

El gradiente de sacarosa y anfolitos se realizó a par­

tir de lassiguientes soluciones: Solución densa: sacarosa, 27 g;

HZÜ, 35 ml y anfolitos (solución al hÜ % p/v del rango de pH co­

rrespondiente), 2 ml. Solución diluida: sacarosa, 2,7 g; H Ü, 52,32

ml y anfolitos (solución al AD% p/v del rango de pH correspon­

diente), Ü,7 ml.

Una vez formado el gradiente de sacarosa se retiró del

centro de la columna un volumen del contenido igual al volumen de

muestra a sembrar (aprox. 1ml). Se ajustó la concentración de la

muestra (Eggggïación de "Bio-Bel") por el agregado de sacarosa ag

lida, y se introdujo la muestra en el medio del gradiente con la

ayuda de una bomba peristáltica modelo LHB.

La corrida se realizó a una potencia constante de 5mdurante 20

horas, manteniendo el sistema refrigerado a ADE.La intensidad de

corriente y el voltaje inicial fueron 7mA y 700 U respectivamente.

La intensidad final fue 2m A y el Voltaje final de 1800 V. Al dar
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por Finalizada la corrida, el contenido de la columnafue frac­

cionado por bombeo en alícuotas de 2 ml. El pH de las Fracciones

fue medido a ADC.

Enfoque isoeléctrico destinado a obtener anfolitos gue abarguen

un rango estrecho de pH. (5,0 -5,6)

Dado que no existen comercialmente mezclas de anfolitos que abar­

quen un rango tan estrecho como 0,6 unidades de pH (de 5,0 a 5,6),

los mismos debieron ser preparados por enfoque isoeléctrico de ag

folitos que comprenden el rango de h,0 a 6,0 unidades de pH. Las

condiciones de esta preparación fueron las siguientes:

Concentración final de anfolitos en la columna: h %.

La polaridad y la composición de las soluciones anódica y catódi

ca fueron idénticas a lo descripto en el item anterior.

Composición de las soluciones formadores del gradiente de sacaro­

sa y anfolitos. Densa: sacarosa, 27 g; H 0, 28,9 ml y anfolitos2

(solución al #0 % p/v del rango de pH=h,0-6,0), 8,1 m1. Diluida:

sacarosa, 2,7 g; H20, 50,3 ml y anfolitos (la mismasolución),

2,7 ml. La corrida se llevo a cabo durante 16 hs a una potencia

constante de 10 m. La corriente inicial fue de 12 mAy el voltaje

inical fue de 800 U. La corriente y el voltaje finales fueron de

6 mA y 1600 V. La temperatura se mantuvo en ADC. Una vez formado

el gradiente de pH, se Fraccionó el contenido de la columna y se

combinaron aquellas fracciones cuyo pH estaba comprendido entre

5,0 y 5,6 unidades (aproximadamente 23 ml con una concentración



96

de sacarosa del 25 % p/v).

Enfogue isoeléctricg:gp el rango de pH5,0-5,6.

Concentración final de anfolitos en la columna: 1 %

La polaridad y la composición de las soluciones anódica y catódl

ca fueron iguales que en los casos anteriores.

Solución densa del gradiente: Sacarosa 60 % p/v, 37,5ml; anfoli

tos solución al A % (p/v) del rango de pH 5,0-5,6 con un conte

nido del 25 % p/V de sacarosa , 16,5 ml. Solución diluida: sa­

carosa 2,8 %, hB,5 ml; anfolitos (la mismasolución), 5,5 ml.

Primeramente se ralizó un preenfoque de los anfolitos, sin mueg

tra, durante 6 hs a 1600 V y 2 mA. Una vez preenfocado el gra­

diente, la muestra (Eregaración de Bio-Gel) se introdujo de ma­

nera similar a lo descripto en los electroenfoques anteriores.

La corriente y voltaje finales fueron 1,7 mAy 1800 V respectiva

mente. Al finalizar la corrida se recogieron fracciones de 2 ml.

II. 1.a Cromatografía en columnade hidroxilapatita.

Se preparó una mezcla de 50 % de celulosa y 50 %

de hidroxilapatita, con la cual se cargó una columna de vidrio

de 2,2 cm de diámetro hasta B cm de altura. La columna fue equi­

librada mediante el pasaje de h volúmenes de buffer A. La prepa­

ración de DEAEfue diluida con un volumen de la misma solución, y

1B ml de esta dilución fueron sembrados en la columna. La elución

se llevó a ceoo con un gradiente lineal de sulfato de amonio (o-o,7 M,

BADml de volumen total) hecho en buffer A. Se recogieron fracciones
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de 6 ml a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min. El pico corres­

pondiente a la actividad de adenilil ciclasa será denominado re­

paración de hidroxilapatita.

II. 2 Neurospora crassa.

II. 2.1 Depas utilizadas y condiciones de cultivo: La

cepa usada para los experimentos de caracter;

zación y purificación parcial de la adenilil ciclasa soluble, fue

la tipo salvaje St. Laurence 7h (StL 7h). Ütras cepas utilizadas

Fueron las tipo salvaje FGSCNros. 987 (St Laurence), 2218 (Rocks

feller-Líndegren), 1757 (Abbott) y 691 (Emerson). Ademásse uti­

lizó la mutante deficiente en adenilil ciclasa FGSCABB(fenoti­

po "crisp") portadora de la mutación cr-1. Los cultivos fueron

realizados en Frascos de Erlenmeyer de ZÜÜÜml conteniendo 5DGml

de medio mínimo de Vogel (185) suplementado con sacarosa al 2 %

(p/v) y 2,5 pg/ml de d-biotina. El crecimiento fue llevado a cabo

a 30°C, con agitación (120rpm) durante hÜ hs.

II. 2.2 Homogeneizacióndel micelio.

El micelio de la cepa StL 7h fue filtrado en

un embudode Büchner, lavado con agua destilada y liofilizedo. El

material liofilizado fue molido en un mortero con el agregado de

nitrógeno líquido. Luegose dejó elevar la temperatura del polvo

obtenido hasta ADCy se le agregó buffer A en una proporción de

1D ml por gramo de micelio deshidratado. El extracto fue homoge­
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neizado usando el desintegrador de tejidos modelo SDT(Tekmar Co)

y posteriormente centrifugsdo s 1.100 x g por 1Dminutos. El so­

brenadante obtenido fue centrifugado a 12.000 x g por 1D minutos

y el sobrenadante de esta última centrifugación fue nuevamente

centrifugado a 105.000 x g durante 120 minutos. Este último sobre

nadante será denominado2122 y constituye la Fracción soluble del

micelio a partir de la cual se realizaron los sucesivos pasos de

purificación de la adenilil ciclasa.

II. 2.3 Cromatografía en columna dgiDEAEcelulosa.

60 ml de la fracción E122 (3,1 mg proteína/ml)

fueron sembrados en una columna de DEAE-celulosa (28 x 2,5 cm) pre

viamente equilibrada con buffer A. La columna fue entonces lavada

con 200 ml de la solución buffer y eluida con un gradiente lineal

de NaCl en buffer A donde la concentración de la sal varió de Ü a

0,5 M. El volumen total del gradiente fue de hBÜml y se colecta­

ron fracciones de 20 ml a una velocidad de 3,1 ml/minuto. Las fraE

ciones que contenían actividad de adenilil ciclasa fueron combi­

nadas denominéndose a ésta preparación de DEAE.

II. 2.a Precipitación con sulfato de amonio (S.A.) y

cromatografía en Bio-Gel A 5 m.

AUml de una preparación de DEAEfueron preci­

pitados por el agregado de 17,2 ml de una solución saturada de S.A.

(30 % de saturación). La precipitación fue llevada a cabo a LOC
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durante 20 minutos, al cabo de los cuales la preparación fue cen

trifugada a 10.000 x g por 10 min. El precipitado fue descartado

y el sobrenadante (1 volumen) Fue llevado a 60 % de saturación

de S.A. por el añadido de 0,75 volúmenes de una solución saturg

da de la sal. E1 precipitado obtenido después de 1a centrifugación

fue disuelto en aproximadamente 1 ml de buffer B y fue dializado

por 3 hs contra la mismasolución buffer. La fracción dializada

Fue sembrada en una columna de Bio-Gel A 5 m (100-200 mesh) de

0,9 cm de diámetro por 80 cm de alto, equilibrada con buffer B.

Se recogieron fracciones de 1 ml a una velocidad de 0,5 m1 por

minuto.

II. 2.5 Enfggug isoeléctrico en capa de Sephadex.

Se utilizó el aparato marca LHBpara la rea­

lización de enfoque iaoeléctrico en capa delgada de gel granulg

do (LHB2117-501). El medio estabilizante del gradiente de pH está

constituido por un lecho de Sephadex 0-75 superfino preparado de

acuerdo a las instrucciones descriptas por el fabricante del apg

rato (186). El gel de Sephadex contenía anfolitos (rango de pH

de h,0 a 6,0) a una concentración final del 2 % (p/v). La muestra

(3 m1 de 5102) fue sembrada en el medio del gel de la manera des

Cripta en las instrucciones citadas. La corrida se realizó duran

te 16 hs a una potencia constante de 8 w, manteniendo el aparato

refrigerado a hÜC.El voltaje y la intensidad de corriente inicia

les fueron 500 V y 16 mArespectivamente; el voltaje y la corrían
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Al finalizar el electroenfoque, se aplicó una tira de papel ona;

man 3 MMsobre la superficie del gel, a lo largo de la direccion

de la corrida. Esto tuvo por objeto obtener una copia del patrón

de bandas proteicas enfocadas. El papel se dejó apoyado sobre el

gel durante 2 minutos, tiempo en el cual se posibilitó que parte

de las proteinas del gel difundieran al papel. Luegoel papel

fue secado en estufa a 80°C durante 1Dminutos, Fijado en una sE

lución de TEAal 1D % (p/V) y teñido en una solución de azul de

Coomassie R250 al 0,2 % (p/V) hecha en metanol AD% (V/v) y ac;

do acético 1D % (v/V). Luego el papel fue desteñido en la misma

solución sin colorante. Una vez hecho esto, el gel Fue secciona

do con la grilla de Fraccionamiento apropiada (lKB 9D ÜÜ0161).

Cada uno de los 30 compartimentos de 1a grilla fueron vaciadas

con la ayuda de una espátula y su contenido depositado en colum

nitas de plástico. Cada columna fue eluida con 1,5 m1 de HZÜmi

diéndose el pH, la actividad de ciclasa y la concentración de

proteinas en las fracciones obtenidas.

III. DETERMINACION DE LÜS PARAMETRÜS MDLECULARES E HIDRÜDINAMICÜS

DE LAS ADENILIL EICLASAS.

III. 1 Ultracentrifugación en gradientes de sacarosa.

Se prepararon gradientes de 5 a 20 % (p/V) de saca­

rosa, hechos en agua u óxido de deuterio (DZÜ) conteniendo TRIS­
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HDI 50mM, pH = 7,h, mercaptoetanol 1 mM, EDTA 0,5 mMy NaCl 0,15M.

Los gradientes se formaron en tubos de acetato de celulosa corres

pondientes al rotor Beckman SU 56 y Fueron sembrados con 0,3 ml

de una mezcla que contenía la preparación enzimática correspon­

diente y las siguientes proteinas marcadores: catalasa (hígado

bovino) 0,1 mg/ml; malato de hidrogenasa (corazón porcino) 0,01

mg/ml; lactato deshidrogenasa (músculo de conejo) 0,03 mg/ml y

citocromo C (corazón de caballo), 2 mg/ml. Las centrifugaciones

fueron realizadas a h5000 rpm durante 16 horas, a 200. Al fina­

lizar la corrida se colectaron fracciones de 0,2 ml, succionando

desde el Fondo del tubo con una cánula conectada a una bomba pe

rístáltíca, a una velocidad de 1 ml/min.

III. 2 Filtración en geles de agarosa (Bío-Gel).

En el caso de la enzima de testículo de rata, la fil

tración se realizó en una columna de Bio-Gel A 0,5 m de dimensig

nes analíticas (0,9 x 75 cm) equilibrada con buffer B. La muestra

sembrada fue una preparación de DEAEde testículo (1,0 ml, 3 mg

de proteína por ml). La columna se eluyó con el mismo buffer, a

una velocidad de 1,1 ml por minuto. La temperatura fue mantenida

en AOCy se recogieron Fracciones de 1,0 ml. Proteinas marcadores:

Fueron añadidas a la muestra las indicadas en la sección III. 1,

a las mismas concentraciones. Se consideró como volumen de exclg

sión de la columna al volumen de elución del dextrano azul. En

el caso de la enzima de Neurosgora crassa la preparación se fil­
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con el agregado de las proteinas marcadoras indicadas en la seg

ción III.1 y'de/S-galactosidasa de Escherichia coli a una con­

centración de 0,05 mg/ml. El volumen de exclusión Fue determina

do usando una suspensión de Rhizobium meliloti conteniendo 6 x

108 bacterias por ml, siguiendo la absorbancia a 660 nm.

IV. CALCULO DE LÜS PARAMETRÜS HIDRÜDINAMICÜS Y MDLECULARES:

IV. 1 Volumenespecifico parcial.

El método usado fue desarrollado por Clarke (187) y Meu

nier gt_gl (188) para determinar el volumenespecifico parcial

de complejos de proteinas y detergentes, mediante el análisis de

los coeficientes de sedimentación en gradientes de densidad he­

chos en HZÜo DZÜ.El principio del método ha sido descripto por

Edelstein y Schachman (189) y se basa en el cambio en el coefi­

ciente de sedimentación producido por el aumento de densidad de

la solución, por el uso del D Ü.2

De acuerdo con el trabajo de Martin y Ames(19D), la distancia

r. recorrida desde el origen por cualquier macromoléculasometi­

da a ultracentrifugación en un medio i (ii: H para H20 e i = D

para 020) es:

ri=ki SZÜ,U(1-vgi) [1]

donde kí es una constante en un medio de una dada densidad para

cualquier macromolécula con el mismovolumen especifico parcial,
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552Üm es el coeficiente de sedimentación de la macromelécula de

terminado en agua a 20°C, V es el volumen especifico parcial y

fi es la densidad del medio

Dado que la densidad gi aumenta linealmente a lo largo del gr_a_

diente de sacarosa, se hace una estimación promediada de ese pg

rámetro tomandosu valor a ri/2. Bajo estas condiciones, el

error en? .1 es menor que el [1,5 %. Entonces, dados dos gradien­

tes de sacarosa realizados en H Ü y en D Ü, resulta:2 2

rH kH(1-V?H) [2]
rD kD (1 - v ED)

siendo entonces:
r k - r k

H D D H

g = [3]

1L‘HkDÏD ’ ro ngH

Dividiendo al numerador y al denominador del segundo término de

la igualdad [3] por erH, resulta:

H

Por otro lado, la ecuaciónIZ] puede plantearse así:
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r k (1-VS’H)
= [5)

r k (1-VED)

y según la ecuación de Svedberg:

(1 —VgH) er‘LH [6]

(1-390) sDnD

donde SH y SD son los coeficientes de sedimentación aparentes de

terminados experimentalmente en H Ü y D D respectivamente, y [2 H2 2

y/ZD las viscocidades de las soluciones en HZÜy DZÜrespectiva­

mente, en la zona en que se ubica la macromolécula analizada.

De las ecuaciones [1+] ,1[5] y [6] es entonces:

SHrlH 1"W _
V: D D [7]

5 e
H H

———ÏD'S’H
SDflD

La ecuación [7] es la utilizada para calcular el V de las aden_i_

lil ciclasas. S SD,ÍZHylZD son datos obtenidos a partir de laH,

comparacion de la movilidad de la adenilil ciclasa con respecto

a la de los marcadores proteicos utilizados, en los gradientes

de sacarosa en HZDy DZDy cuyos valores numéricos serán presen­
tados en la sección "Resultados".

Las densidades JPDy SH fueron determinadas por gravimetria uti­

lizando una micropipeta de 5C],11.
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IV. 2 Radio de Stokes.

El valor del radio de Stokes (É) fue obtenido a partir

del perfil de elución de la actividad enzimática de las columnas

de Bio-Gel. El valor fue estimado de una curva del volumen de e13

ción normalizado (Ve/Vo) versus el radio de Stokes, construida

para las proteínas marcadores de parámetros moleculares conocidos.

IV. 3 Peso molecular.

El peso molecular de la adenilil ciclasa fue calculado

de acuerdo a la siguiente ecuación:

PM= El a S
' ' 20,U

1 ¿7920411

donde N es el número de Avogadro,ÏZ es la Víscocidad del aguazo,m

a 20°C (1,100.1Ü-Zg/cm.seg), a es el radio de Stokes, S es elzo,w
coeficiente de sedimentación, V es el volumenespecífico parcial

V y 20’“ es la densidad del agua a 20°C (0,988 cm3/g).

IV. h Cociente friccional.

El cociente friccional fue calculado usando los paráme­

tros moleculares previamente ootenidos (V, a, PM)de acuerdo a

la siguiente ecuación:
L.'¡>'N

f/fo = a(—-—) 1/3
3 PM V



IV. 5 Parámetros de las Eroteinas marcadoras.
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En la tabla 6 se resumen los parámetros moleCUlares de

las proteinas marcadoras usadas en las centrifugaciones en gra­

diEntes de sacarosa y en las Filtraciones en gel. La tabla Fue

confeccionada en base a los datos reunidos por Haga et al (191).

TABLA6:- Parámetros hidrodinámicos y moleculares de las proteinas
marcadorasutilizadas.

CDEFICIENTE DE VÜLUMEN RADIO PESÜ
ESPECIFICO DE

SEDIMENTACIDN PARCIAL STDHES MOLECULAR

520,m V a PM

PRÜTEINA (S) (ml/g) (nm)

/3 GALACTÜSIDASA 15,9 0,76 6,8h 520.000

CATALASA 11,3 0,73 5,21 2h7.ÜÜÜ

LACTATD
DESHIDRDGENASA 7,3 Ü,7h A,75 1h2.DDD

MALATD

DESHIDRÜGENASA h,3 D,7h 3,69 70.000

CITÜERDMDC 1,7 0,73 1,87 13.300

V. ELECTRDFDRESIS EN GELES DE PDLIACRILAMIDA.

V. 1 Sistema desnaturalizante con SDS(192)

Los geles planos se armaron en una celda marca Bio Rad

modelo 220. Dimensiones del gel separador: 8 cm de alto x 1,5 mm
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de espesor. Composición del gel separador: acrilamida, 10 % (p/V);

bisacrilamida, 0,27 % (p/V); SDS, 0,1 % (p/V); buffer TRIS-HCl

pH = 8,8, 0,375 M; TEMED,0,025 % (v/V) y persulfato de amonio

(PSA), 0,033 % (p/v).

Dimensiones del gel concentrador (poro grueso): 1,5 cm de alto por

1,5 mmde espesor; ancho de cada canal, 8mm. Composición del gel

concentrador: acrilamida, 5 % (p/v); bisacrilamida, 0,13 % (p/v);

SDS, 0,1 % (p/V); buffer TRIS-HEl pH 6,8; 0,125 M; TEMED,0,05 %

(v/V) y PSA, 0,1 % (p/v).

Antes de ser sometidas a la electroforesis, las muestras Fueron

dializadas por 16 hs, a AUC, contra buffer TRIS-HCl 10mM,pH = 7,5

conteniendo NaBl 0,5 My luego durante 6 hs contra la misma solu­

ción buffer sin NaCl. Las muestras fueron luego liofilizabas y cg

lentadas por 5 minutos a 10000 con una mezcla desnaturalizante de

la siguiente composición: SDS, 2 % (p/v);/3 mercaptoetanol, 5 %

(v/v); glicerol, 20 % (v/v); buffer TRIS-HCl pH = 6,8, 0,06 My

azul de bromofenol, 0,002 % (p/V). El volumen de la muestra apli­

cada en cada canal fue 0,05 ml conteniendo entre 10 y 100 Pg de

proteina. El buffer de corrida fue TRIS-glicina 50 mMpH = 8,0

conteniendo SDSal 0,1 % (p/v). La electroforesis se realizó a

una intensidad de corriente constante de 20 mA, durante 6 a 7 horas

manteniendo la temperatura en 15°C. Las proteínas para la calibra

ción de los pesos moleculares fueron: fosforilasa b (músculo de

conejo), albúmina (suero bovino), ovoalbúmina (clara de huevo),

anhidrasa carbónica (eritrocitos bovinos) e inhibidor de tripsina
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(soja). Los geles fueron fijados y teñidos con una solución acug

sa que contenía 25 % (v/V) de metanol, 8 % (v/v) de ácido acéti

co, y 0,2 % (p/v) de azul de Coomassie G o R 250; y desteñidos

con la mismasolución sin colorante.

U. 2 Sistema no desnaturalizante (193)

El tipo de celda utilizada y las dimensiones de los ge

les separador y espaciador fueron los mismosque para el siste­

ma desnaturalizante. Composicióndel gel separador: acrilamida,

7 % (p/V); bisacrilamída, 0,183 % (P/V); buffer TRIS-HCl pH=8,9

0,375M; TEMED,0,028 % (v/v) y persulfato de amonio, 0,07 %(p/v).

Composicióndel gel concentrador: acrilamida, 2,5% (p/V); bisacril

amída, 0,625 %; buffer TRIS-HCl pH 6,8, 0,617 M; TEMED,0,057 %

(V/V) y PSA, 0,05 % (p/V).

Las muestras dializadas y liofilizadas Fueron resuspendidas en

buffer de corrida conteniendo 20 % (v/v) de glicerol y 0,002 % de

azul de oromofenol. La composición del buffer de corrida Fue TRIS­

borato 50 mM,pH = 8,2, EDTA,0,05 % (p/V). La electroforesis se

llevó a cabo a 20 m A durante 6 horas.

Los geles Fueron teñidos y desteñidos con las mismas soluciones

descriptas para el sistema desnaturalizante.

UI. ENSAYÜ DE LA ACTIVIDAD DE ADENILIL CICLASA

Composición de la mezcla de incubación: solución buffer TRIS­

HCl 50mM, pH = 7,5; 3-isooutil-1 metil xantina 0,2 mM; AMPc1 mM
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Mn E12 2,5mM;l}g32P] ATP0,5 mM(con una actividad especifica

que varia entre 50 y 200 cpm por pmol); fosfocreatina 2 mM,crea

tina quinasa 0,2 mg/ml y fracción enzimática (50 a 200 Fg de pro

teína). El volumen total fue de 0,1 ml y las incubaciones fueron

realizadas a 37°C por 3 a 1Gminutos. La reacción fue detenida por

el agregado de 0,1 ml de una solución que contiene ATP ADmM)[3H]

AMPcíclico 12,5 mM(actividad específica 3.800 cpm por Fmol) y

por calentamiento de 3 min en un baño de agua hirviendo (19h).

El AMPcíclico formado fue purificado siguiendo el procedimien­

to de cromatografía secuencial en columnas de Domex50 y alumina

descripto por SalomonÉt_2l (195). La base del método consiste en

separar el AMPcíclico radioactivo de los otros fosfatos nucleo­

tidicos radioactivos o no (ATP, ADP, AMP,PPi, Pi) a través de

una resina intercambiadora de cationes (Douex 50); los H+ de la

resina se intercambian con los —NH2+de la adenina de los fosfa­

tos. E1 AMPcíclico es el único compuesto de fosfato parcialmen­

te retenido por la resina, pues su carga positiva (adenosina) no

es totalmente contrarrestada por la única carga negativa del gru
po fosfato. Luego del pasaje por la Douex 50, el AMPcíclico es

adicionalmente purificado en una columna de alúmina, que retiene
a todos los fosfatos aún contaminantes.

En esta columna el AMPcíclico no se retiene a pH neutro.

Los pasos de la purificación del AMPcse detallan a continuación:

Una vez detenida la reacción, se agregó 1 m1 de HZÜa la muestra
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y se sembró en una columna de resina Douex AG SÜ w-x b (ZOO-LDU

mesh) Forma H+ de h cm de largo por 0,5 cm de diámetro interno.

Después del pasaje de la muestra se lavó con 5 ml de HZÜen dos

etapas, una de 1 ml y otra de h ml, descartándose los eluidos.

Luego se pasaron 6 ml de H D, recogiéndose el eluido directameg2

te sobre una columna de alúmina neutra (3 cm x 0,5 cm) previa­

mente equilibrada con buffer Imídazol- HCl 0,1 M, pH: 7,5. Una

vez pasados los 6 ml por la columna de alúmina, y habiéndose des

echado el eluido correspondiente, se lavó esta columna con 1 m1

de buffer Imídazol-HCl y luego con h ml del mismo buffer, reco­

giéndose el eluido en frascos de centelleo liquido. La radioacti

vidad se midió según el método de Bray (196), añadiendo a los

Frascos 13,5 ml de la mezcla centelleadora (naftaleno -dioxano).

Las lecturas se hicieron en un contador de centelleo líquido mas

ca Packard modelo 57h con los siguientes parámetros: para 3H (el

AMPctritiado agregado al finalizar la incubación permite calcu­

lar el % de recuperación del AMPcdespués del pasaje por las c2

lumnas), 60 % de ganancia con ventana entre 50 y 300; y para 32P

5 % de ganancia, con ventana entre BÜÜe 00 . Las recuperaciones

usualmente oscilaron entre un SÜ y un BU%.

VII. DETERMINACION DE LÜS NIVELES INTRACELULARES DE AMP CICLICÜ

EN TUBULÜS SEMINIFERÜS.

VII. 1 Tratamiento de las muestras de tejido para el ensayo

de AMPcíclico.
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Trozos de testículos decapsulados Fueron ínCubados

a 37°C con agitación en Frascos de vidrio con 2 ml de Medio 199

(Eibco) ajustado a pH= 7,h, y conteniendo 3-isobutil-1-metil

xantina a una concentración de 0,1 mMmás las concentraciones ig

dicadas de L-T3. Antes de la incubación, los Frascos Fueron ga­

seados con una mezcla de 02-802 (95:5, V/V). A los tiempos ind;

cados, las muestras de tejido Fueron rápidamente transferidas a

tubos de vidrio de centríFugación (Sorvall; 13 mmde diámetro ig

terno por 1DGmmde largo), que contenían 1 ml de ácido triclora

cético Frío al 12 % y 25 pmoles de [3H] AMPcíclico (alrededor

de 5.000 cpm), Luego, las muestras Fueron brevemente sonicadas

para disgregar el tejido y posteriormente centriFugadas a 6.000

rpm durante 10 minutos. Los Fluidos sobrenadantes de esta centri

Fugación Fueron extraídos cinco veces con cinco volúmenes de éter

sulfúrico cada vez y después lioFilizados.

Paralelamente los precipitados de la centriFugación anterior Fue

ron disueltos en 2 ml de HÜNa1 N con el Fin de determinar su con

centración proteica.

Después de la lioFilización, el material Fue resuspendido en 2 ml

de buFFer acetato de sodio SÜmM,pH = 6,2. Alicuotas de Ü,h ml de

esta resuspensión Fueron diluidas en 5 ml de la mezcla centellea­

dora de Bray y se determinó la radioactividad presente en ellas.

Las recuperaciones Fueron de alrededor del 7D %.
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VII. 2 Ensayo del contenido del AMPcíclico en las muestras.

Se tomaronalícuotas del material líofilizado y resus

pendido y Fueron diluidas en 3 y 9 volúmenes de buffer acetato.

De estas diluciones se tomarOn alícuotas de 5 y 1DFl que Fueron

diluidas en la mismasolución buffer pero a una cuncentracíón de

0,1 M. Finalmente estas diluciones Fueron acetiladas de aCuerdo

al procedimiento descripto por Frandsen y Hrishna (197). Las mueg

tras acetiladas fueron entonces sometidas al radioinmunoensayo

siguiendo la metodología desarrollada por Steiner Ét_al (198, 199)

utilizando los reactivos provistos por NewEngland Nuclear. Bajo

estas condiciones, el ensayo detecta cantidades de AMPcque osci

lan entre 5 y 1DGfmoles.

Dada una de las diluciones indicadas de las muestras Fue analiza­

da por duplicado.

VIII. ENSAYODE UNIÜN ("Dindíng")DE 1251 TRIIÜDÜTIRÜNINA A RECEPTORES.

Composición de la mezcla de incubación: buffer fosfato de

sodio SÜmM,pH = 8,0; [1251] L-T3 5,L+ nM (alrededor de 1oo.ooo

cpm totales) y aproximadamente 0,1 mg de preparación proteica.

El volumen total Fue de 0,1 m1 y las incubaciones fueron reali­

zadas a 20°C por 15 minutos. Al fin de este período, cada muestra

fue sembrada inmediatamente en una columna de Sephadex G-25 fino

(1,2 ml de volumen“muerto) mantenida a ADCy que previamente había

sido equilibrada con buffer fosfato de sodio SÜmM,pH = 8. Las



columnas de Sephaoex G-25 se armaron en jeringas plásticas de 2,5ml

marca Rivero. Una vez pasada la muestra, cada columna fue eluida

en Frío con 1,5 ml de la misma solución buffer, y se determinó

la raoioactividao en el eluido en un contador de radiación gamma,

marca Beckman, modelo hÜÜÜ. La base del método de determinación

de la unión de L-T3 utilizando la Filtración en columnas de Sepha

oex 8-25, consiste en que la hormona radioactiva unida a macromg

léculas se excluye de la columna mientras que 1a hormona libre

al interaccionar con el soporte es retenida parcialmente (139).

En la figura 1B se observa un perfil de elución tipico en Sepha­

dex 6-25, de la [1251] L-T3 libre, y unida a proteina.

unida libre
o

"3“ 12 —' /.\9 O tk.
X / \.
E 8 — .‘o \
Q / o
e“ o \.-O-. \
5') 4 — ./ -\\’ o

CF:? 4.”. ‘O
'ï-J O l I J I .

O 5 10 15 20
FRACCIÓN

FIGURA 18
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Pur“ lu duturminnuión Hu ln unión inuupecífíca, cada muflutrm fue

purale]amente incubada con el agregado de triíodotironina no ra­

dioactiva a una concentración de 10-“ M. Los resultados se exprg

saron comomasa de triiodotironina unida especificamente, y ésto

se calculó comola diferencia entre la masa total unida (en auseg

cia de L-T3 1D’hM)y la masa inespecíficamente unida (en presencia

de L-T3 10-AM). Las constantes de unión fueron calculadas siguieg
do el método de Scatchard (200).

IX. PROCEDIMIENTOS ANALITICÜS.

IX. 1 Determinación de proteinas: Se realizó por el método

de Loury y colaboradores (201) usando albúmina sérica

bovina cristalina comopatrón. La cuantificación de proteinas en

las fracciones obtenidas de los enfoques isoeléctricos se hizo si

guiendo la absorbancia a 280 nm.

IX. 2 Determinación de DNA:Se realizó por el método de Bu;

ton (202) utilizando DNAde timo de ternero como pa­

trón.

IX. 3 Determinación de la posición de las proteínas marcado­

res en los gradientes de sacarosa y en las columnas de
Bio-Gel:

Bitocromo E: Fue medido por su absorción en la banda

de Soret (h1Dnm).

Malato deshidrogenasa: Se midió su actividad por el consumo de
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NADH,en presencia de oanacetato, siguiendo la desaparición de

su absorbancia a 3hÜ nm según lo descripto en el Manual de enzi

mas de Morthington (203).

Lactato deshidrogenasa: Se midió su actividad por el consumo de

NADHen presencia de piruvato, del mismo modo que para la malato

deshidrogenasa.

Eatalasa: La actividad Fue medida siguiendo la desaparición de

H202 por la conversión de ioduro a iodo, de acuerdo al método de

Terenzi Ét_ai (20h).

¿ágalactosidasaz La actividad fue medida usando Ü-nitrofenil-/5­

D-galactopiranósido comosustrato, siguiendo el método descripto

en el manual de Morthington (203).

IX. h Determinaciones varias: La coloración de los geles para

detectar la presencia de glicoproteínas (reacción de

PAS) fue realizada según el método de Fairbanks gt_g¿ (205).

La caracterización del sustrato y productos de las mezclas de ig

cuoación de la adenilil ciclasa se hizo por cromatografía en ca­

pa delgada (206) o cromatografía en papel (207).

La actividad de fosfodiesterasa de AMPcíclico (bajo km) Fue en

sayada según el método descripto por Terenzi et al (180).

X. REACTIVÜS UTILIZADOS.

La creatina quinasa y la lactato deshidrogenasa (ambas de múscu

1o de conejo) Fueron obtenidas de Boheringer. La toxina del cóle
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ra, la sacarosa y el sulfato de amonio fueron obtenidos de

Schwartz-Mann. Los siguientes reactivos Fueron provistos por Sig

ma: ATP, AMPcíclico, creatina fosfato, alúmina neutra, cito­

cromo E de corazón de caballo, malato deshidrogenasa de corazon

porcino, catalasa de hígado bovino, L-T3, L-Th, TRIAC, MIT, DIT,

dextrano azul, óxido de deuterio, albúmina sérica bovina crista­

lina, TRIS, GTP, GPP(NH)P, NAD, NADH, azul de Coomassie G y PMSF.

Los siguientes reactivos fueron provistos por Bio Rad: hidroxilapa

tita (Bio-Gel HTP), celulosa en polvo (Cellex A10), resina ABSUM-XL

(200-A00 mesh), Bio-Gel A 0,5 m (100-200 mesh), Bio-Gel A 5m (100­

200 mesh), acrilamida, N,N'-metilén-bisacrilamída, N, N, N',N' te­

trametil etilendiamina, dodecil sulfato de sodio, glicina y DEAE­

celulosa (Bellex D). El 0-nitrofenil-¡Q-D-galactósido fue obtenido

de Koch-Light. La 3-isobutil-1-metílxantina fue provista por Aldrich.

[12513 L-T3, [3H] AMPcíclico y el conjunto de reactivos para ra­

dioinmunoensayo de AMPcíclico fueron provistos por Neu England

Nuclear. El azul de Coomassie R 250 Fue obtenido de Fluka. El con

junto de proteínas de bajo peso molecular para calibración de geles

de poliacrilamida fue provisto por Pharmacia, y las placas de po­

lietilén-iminocelulosa y el Fosfato inorgánico 32P fueron provis­

tos por Baker y el Centro Radioquímico (Amersham) respectivamente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

I. PURIFICACIÜN Y DETERMINACION DE LÜS PARAMETRÜS MÜLECULARES DE

LA ADENILIL CICLASA DE TUBULÜS SEMINIFERÜS.

I. 1 Cromatografía en columna de DEAE-Celulosa.

El primer paso de purificación consistió en cromatografiar

un sobrenadante de 105.000 x g en una columna de DEAE-Celulosa.

Los detalles experimentales de este procedimiento fueron descrip­

tos en la sección de Materiales y Métodos. En la Figura 19 vemos

el perfil de elución del material sembrado en la columna. La act;

vidad enzimática eluyó comoun único pico a una concentración de

NaCl de 0,25 M. No se detectó actividad de ciclasa en las fraccig

nes correspondientes al lavado de la columna. En cuanto al perfil

de elución de la'proteina, Éste mostró un gran pico que se excluye

de la columna con el lavado en el que se encuentra la mayor parte

de la hemoglobina presente en el sobrenadante de 105.000 x g, y nu

merosos picos incluidos en la columna, que eluyen a partir de una

concentración de NaDl de 0,15 M.

La adenilil ciclasa eluyó de la columna de DEAEcon una

actividad especifica de 30 pmoles de AMPciclico/minuto/mg de pro

teina. Este valor es aproximadamente 5 veces mayor que el correspon

diente al sobrenadante de 105.000 x g.

Adicionalmente se estudió la actividad de fosfodiesterasa

de AMPcíclico en las distintas fracciones de la columna. Esta en­
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zima recién comienza a eluir a una concentración de NaCl cercana

a 0,3 M(resultados no mostrados).

I. 2 Precipitación con sulfato de amonio y cromatografía en Bio

Gel A 0,5 m.

La preparación de DEAE(combinación de las fracciones con

mayoractividad de ciclasa) fue sometida a precipitación fraccio­

nada con sulfato de amonio y el precipitado correspondiente al cor

te 30-60 % de saturación fue resuspendido, dializado y cromatogra

fiado a través de una columna de Bio Gel A 0,5 m. El perfil de esta

columna puede observarse en la Figura 20. La actividad de ciclasa

eluye en un pico simétrico con una constante de elución kEl (voip
men de elución/ volumen de exclusión) de alrededor de 1.8.

El mayor problema planteado en los pasos de purificación

hasta aquí enumerados fue la pérdida de actividad enzimática. No se

logró mejorar la recuperación de la actividad ni por el agregado

de glicerol (hasta un 30 % v/v), ni por un aumento en la concentra­

ción de ¡gnmrcaptoetanol en el buffer de elucíón. Debido a esta di

ficultad, los dos primeros pasos debieron ser realizados en menos

de 30 hs.

Con el objeto de encontrar un método que permitiera obtener

un grado mayor de purificación, la preparación de Bio Gel fue some

tida a diversos tipos de cromatografía de afinidad. Se ensayaron

columnas de azul-dextrano-Sepharosa, Cibacron-azul-Sepharosa, L-tri

iodotironina-Sepharosa y ADP-Sepharosa. En todos estos casos los
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resultados fueron infructuosos ya que la actividad de ciclasa no

quedaba retenida en las columnas sino que elufa con el lavado a

baja fuerza iónica junto al resto de las proteinas de la prepara

ción sembrada.

I. 3 Enfoqqgsisoeléctricos.

Con el fin de determinar el punto isoeléctrico de la ade­

nilil ciclasa, una alícuota de una preparación de Bio Gel fue some

tida a un enfoque isoeléctrico en columna con un rango de pH de

3,5 a 10,0 unidades. Este experimento preliminar mostró que la ac­

tividad de ciclasa enfocaba en un sólo pico a pH = 5,3 coincidente

con un pico de proteina que representada un 6 % de la proteína sem

brada en la columna. El 9h % restante de proteína enfocaba en el

extremo ácido del gradiente de pH. Este resultado permitió selec­

cionar al electroenfoque comoun buen método para la purificación

de la enzima. De este manera, se sometió a la preparación de Bio­

ggl a un enfoque isoeléctrico entre pH h,Ü y 6,0. Los resultados

de este experimento se detallan en la Figura 21. La actividad en­

zimática enfocó en un sólo pico, completamente resuelto del resto

de las proteinas localizadas en la zona ácida del gradiente. Sin

embargo, la electroforesis en gel de poliacrilamida con SDSdel pi

co de actividad de ese electroenfoque reveló la existencia de va­

rias bandas teñidas con azul de Coomassie, cuyas movilidades corres

pondian a pesos moleculares de alrededor de 100.000; 80.000; 69.000;

52.000 y A3.ÜÜÜ(figura 22).
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Figura 22:- Electra­fdresís
en gel da puliacril­
amida con SDS de la
fracción de máxima
actividad de adani­
lil cíclasa obteni­
da en un enfoque ísg
eléctrico entre pH =
h,Ü y 6,0. Se sembra
ron 1DG¡ig de proteïna. La concentración
de acrilamida en el
gel es 7,5 % (p/V).
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La actividad enzimática recuperada a1 final del electroeg

foque fue muy escasa (sólo un A % de la actividad sembrada).

En vista de los resultados obtenidos con el rango de pH:

h,Ü-6,Ü y teniendo en cuenta que se conocia con cierta precisión

el punto isoeléctrico de la enzima, se decidió abordar la purifi­

cación mediante un enfoque isoeléctrico en un rango más estrecho

de pH. (5,0-5,6). La solución de anfolitos para este experimento

fue preparada de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos.

La Figura 23 muestra el perfil de elución de la columna de electro

enfoque en dicho rango. La enzima sembrada corresponde a una prepa­

ración de Bío-Gel. La actividad enzimática presenta un pico princi

pal que enfoca a pH = 5,5 y un pico minoritario que enfoca, con la

mayor parte de la proteina, en el extremo ácido.

Al someter el pico de actividad enzimática a electroforesis en gel

de poliacrilamida con SDS, se observó la presencia de una sola bag

da polípeptídica, tanto en geles conteniendo 6,5 % (p/v) (Figura

gil como 10 % (p/v) (Figura 25) de acrilamida.

En ambos geles puede estimarse un peso molecular aparente de 69.000

para la banda polipeptidica. La Figura 26 muestra la curva de cali

bración del gel de poliacrilamida al 6,5 % (p/v) y un barrido den­

sitométrico a 53D nm del canal h del mismo gel, teñido con azul de

Coomassie R 250. Puede confirmarse la presencia de un único pico

de absorción mayoritario correspondiente a1 peso molecular indica

do. Por otra parte, un gel similar al de la Figura 25 fue sometido
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Figura 2h:—Electruforesis en gel de puliacrilamída con SDSde ali
Cuotas de varios pasos de purificación de la adenilíl
ciclasa de testículo.
1. proteína marcadora, 2.preparación de DEAE(1ÜÜ}@
de proteína), 3. preparación de Bia-Eg¿ (SDpg de pru­
teína) y h. pica de actividad enzimática del electraeg
Fune entre pH 5,0 y 5,6 (1Dpg de proteína). Phb = Fqg
prilasa b; BSA, seroalbúmína bovina; y ÜVA,avoalbúmi­
na. La concentración de acrilamida en el gel es 6,5 %
(p/v).



127

PhB

BSA

OVA

CA

57/ «w w

unn-nn. :::!!IIIIIIII­

Fiqura 25:- Id2m Figura 2A. La concentración de acrilamida en el
gel es 1D% Ïp/v). CA, anhidrasa carbónica y STI, in­
hibidor de tripsina de soja.
Otras abreviaturas, iguales a las de la figura 2h.
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a la reacción de PAS(oxidación con periodato y coloración con el

reactivo de Schiff). No se observó tinción alguna en la zona corres

pondiente a la banda de 69.000, lo cual indicaría la ausencia de

carbohidratos asociados a dicho polipeptido.

La actividad enzimática recuperada en el pico de electro­

enfoque en rango de pH estrecho Fue un ZÜ% de la actividad sembrg

da, o sea, cuatro veces mayor que la recuperada en los electroenfo­

ques en rangos de pH más amplios. La actividad especifica de adeni

lil ciclasa en la fracción pico del último paso de purificación fue

de alrededor de 12 nmol de AMPcíclico producido por minuto por mg

de proteína, lo cual representa una purificación de 1700 veces res

pecto del ÉLJQÉ.(ver tabla 7).

TABLA 7

Purificación de la adenilil ciclasa de túbulos seminiferos de rata.

PRÜTEINA ACTIVIDAD DE ADENILIL CICLASA
FRACCION TÜTAL TOTAL RECUPERACION ESPECIFICA PURIFICACIÜN

(mg) (pmoles/min) % (pmoles/mín/ (veces)
mgprot.)

S 105 1.900 15.800 1ÜÜ,Ü 7 1,0

Preparación de
a 315 10.000 63,3 3D A,3

Preparación de
Bio-Bela 1h 3.286 20,8 235 33,6

Enfoque a b
isoeléctrico Ü,Ü2 ZAÜ 1,5 12.000 1.71A,3

a - Las fracciones pico fueron marcadas con flechas en las figuras 19
20 y 23.

b - La concentración de proteína Fue estimada por barrido densitométri­
co a 53D nm de los geles de poliacrilamida teñidos con azul de Coo­
massie R 250, usando albúmina sérica bovina como patrón.
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Dada la actividad especifica extremadamentebaja encontra­

da en la fracción pico del último pasa de purificación, caben dos

posibilidades:

1) - A través del proceso de purificación y princi­

palmente en la etapa del enfoque isoeléctrico la enzima va perdieg

do actividad irreversiblemente. De esta manera, la banda polipepti

dica de 69.000 podria representar en gran proporción enzima inac­

tiva y en menor proporción, moléculas de ciclasa que conservan aún

su actividad catalitica.

2) - La banda de 69.000 observada en los geles corres

pondería a un contaminante presente en gran concentración en la frag

ción pico del enfoque isoeléctríco, siendo la banda correspondiente

a la ciclasa, una banda minoritaria casi no observable en dichos ge

les. Se realizaron diversos experimentos con el objeto de discernir

entre las dos posibilidades:

- En primer lugar, se caracterizaron los poductos de la reacción

de ciclasa catalizada por la Fracción pico del electroenfoque por

cromatografía en papel según lo descripto en Materiales y Métodos.

El AMPcíclico fue la única sustancia radioactiva producida, tanto

en presencia como en ausencia de sistema regenerante de ATP, o de

AMPcíclico y 3-isobutil-l-metil-xantina en la mezcla de reacción.

Además, la cantidad máxima de AMPcíclico producido por esta prepa­

ración enzimática no se vio modificada por la omisión del sistema

regenerante de ATP, AMPcíclico o inhibidores de la fosfodiesterasa
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en la mezcla de reacción. Estos resultados indicarían que la Frac­

ción pico del enfoque isoeléctrico carece de otras actividades en­

zimáticas distintas de la ciclasa, capaces de utilizar al ATPcomo

substrato (v.g. ATPasa), asi comode FosFodiesterasa de AMPcicli­

co.

—Se realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida en condi­

ciones no desnaturalizantes (ver Materiales y Métodos) de una ali­

cuota de la preparación de Bio- Gel. Una vez Finalizada la corrida,

el gel Fue cortado en 30 trozos de 0,25 cm y la proteina de cada

trozo Fue eluida con ouFFer TRIS SU mM, pH 7,h conteniendo DTT 1mM.

La Fracción eluida que tenia actividad de adenilil ciclasa Fue so­

metida a electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS(condicio­

nes desnaturalizantes) y se observó que presentaba una única banda

teñida con azul de Eoomassie R 250 con una movilidad correspondieg

te al peso molecular de 69.000. Este experimento demuestra que, si

guiendo un método analítico de puriFicación de principios diFeren­

tes de los del electroenFoque, la Fracción con actividad enzimáti­

ca también está asociada a un único polipéptido de peso molecular

69.000.

- Se combinaron las Fracciones con actividad enzimática de un en­

Foque isoeléctrico igual al descripto en la Figura 23, se dializó

y lioFilizó. El lioFilízado Fue resuspendido en un minimo volumen

y sometido a un nuevo enfoque isoeléctrico entre pH h,Ü y 6,0 en

las mismas condiciones que las descriptas para el experimento de



la Figura 22. Cada una de las Fracciones del pico con actividad

de adenilil ciclasa fue corrida en electroforesis en gel de poli

acrilamida con SDS. Los resultados pueden observarse en la Figu­

ra 27. Este experimento demuestra que la asociación entre la ac­

68K
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p/v) con SDS de cada una
de las Fracciones con
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tividad enzimática y el polipéptido de 69.000 se mantiene aón des

pués de un nuevo paso de purificación y, lo que es más importante,

que existe una correlación entre la cantidad de polipáptido'presen

te en el gel y la actividad enzimática de la muestra sembrada.

—Por último, cabe destacar que todos los geles Fueron teñidos du

rante 16 hs con azul de Coomassie R 250. Este colorante es el más

adecuado en los casos en que las proteinas estén presentes en el

gel a muybajas concentraciones (208) ya que permite detectar bag

das de hasta 0,5 Pg de proteína. En el caso de que la ciclasa Fue

ra un páptido no detectable por tinción en el gel de la Figura 25

distinto del páptido de 69.000, la enzima deberia estar presente

en la fracción pico del electroenfoque en una concentración menor

de 0,1 Pg de proteína/ml.

Las evidencias presentadas anteriormente, sumadas al estudio de los

parámetros hidrodinámicos y moleculares de la adenilil ciclasa que

se describen en la sección siguiente, permitirían optar por la pri

mera de las dos posibilidades planteadas en la página. Esto es

que la adenilil ciclasa soluble de testículo está constituida por

un polipéptido único de PM69.000.

I. h Parámetros moleCulares e hidrodinámicos de la adenilil ci­

clasa.

I. h.1 Filtración en gel.

La Figura 28 muestra el perfil de elución de una pre­
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caduras (O) y para la ciclasa (O). BD, azul dextrán; _
C, catalasa; L, lactato deshidrogenasa; M, malata deshi
drngenasa; y Cc, cítocromo c. —
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Earacion de DEAEde la adenilil ciclasa de testículo cromatografig

da en una columna analítica de Bio-Gel A. 0,5 m. Las Flechas indi­

can la posición de los picos de las proteinas marcadoras. La enzi­

ma eluyó según una constante kel= 1,8, correspondiente a un radio

de Stokes de h,Ü nm, similar al de.la malato deshidrogenasa usado

como marcador. Puede además observarse que existe un pequeño pico

de actividad enzimática coincidente con el volumen de exclusión de
la columna. Este pico podría representar agregados de las molécu­

las de ciclasa entre si o con otras proteínas presentes en la pre

paracion de DEAE.

I. h.2 Ultracentrifugggiones en gradientes de sacarosa.

Con el objeto de conocer el coeficiente de sedimeg

tación (520 U) y el volumenespecifico parcial de la enzima (V)
se realizaron centrifugaciones en gradientes de sacarosa hechos en

HZÜo en DZÜ. Los resultados son mostrados en la Figura 29. Tanto

en HZÜcomo en DZÜla ciclasa sedimento generando un pico simétri

co. El experimento mostrado en la Figura 29 corresponde a gradieg

tes sembrados con una preparación de DEAE.Los resultados obten;

dos sembrando una preparación enzimática más purificada (hidroxil

apatita, ver Materiales y Métodos) fueron cualitativamente simi­

lares. En la curva de calibración inserta en la Figura 29 se grafi

có la distancia recorrida por cada proteina marcadora desde el
borde superior del gradiente hasta la posición alcanzada al fina­

lizar la centrifugación (r) en función del coeficiente de sedimefl
tación (S).
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28.
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Dicha curva de calibración muestra que la adenilil ciclasa de túbu

los seminiferos presenta la mismaconstgpte de sedimentación en am­

bos solventes, h,3 S, coincidente con la de la malato deshidrogeng

sa. Este hecho indica que la ciclasa posee el mismovalor de volu­

men especifico parcial (V) que las proteinas usadas comomarcadoras,

es decir, 0,7h ml. 9-1. Este valor es característico de las protei

nas glohulares encontradas en fracciones solubles y carentes de sus

tancias lipidicas asociadas.

Conociendolos valores del radio de Stokes, el coeficiente de sed;

mentación y el volumenespecifico parcial de la enzima es factible

estimar su peso molecular relativo utilizando 1a fórmula planteada

en la sección IV.3 de Materiales y Métodos. El valor hallado es de

7A.ÜÜÜ.Además, se calculó un cociente friccíonal de 1,h1 para la

enzima, usando la fórmula IU. h de Materiales y Métodos. La Eagle

g resume los parámetros hidrodinamicos de esta adenilil ciclasa.

Los resultados corresponden a cinco experimentos diferentes reali

zados con distintas preparaciones enzimáticas.

TABLA B

Parámetros moleculares e hidrodinamicos de la adenilil ciclasa de
túbulos seminíferos de rata.

PARAMETRÜ VALÜR

+
520,lu (5) u,3 —0,10

a (nm) 3,95 Í 0,05

V (ml. 9'1) 0,7L.
PM 7L..000

r/r 1,L.
Ü
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I. 5 Discusión.

En la sección correspondiente a la caracterización de la

adenilil ciclasa de testículo se ha descripto un procedimiento

rápido para la obtención de una preparación de la enzima "solu­

ble" con un alto grado de pureza.

A pesar de que la adenilil ciclasa cumple un papel cri­

tico en la regulación de metabolismo, muy poco se ha avanzado en

su purificación desde su descubrimiento por Sutherland. Esta si­

tuación es motivada por varias razones:

1) - en casi todos los tejidos la ciclasa es una enzima de membra

na y su purificación requiere que los procedimientos de Fraccio­

namiento sean llevados a cabo en presencia de detergentes;

2) - la enzima probablemente constituye menos de un 0,005 % de la

proteina total de la membrana;

3) - la actividad enzimática es extremadamente lábil, con una vida

media de minutos a temperatura ambiente. La primera de las difi­

cultades no existe en el caso de las ciclasa de tEStÍCUlD ya que

tiene localización citosólíca, y uno de los objetivos perseguidos

al purificar esta enzima soluble es la obtención de anticuerpos que

a su vez posibiliten avanzar en la purificación de otras ciclasas.

La deficiencia principal del procedimiento de purificación aqui

descripto radica en el escaso rendimiento de la actividad enzimáti

ca (1,5 %). Si se acepta que en el último paso de purificación la

enzima pierde actividad irreversiblemente y que la proteina enzima
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tica (pero no su actividad) es recuperada cuantitativamente, se

podria alcanzar una purificación de 10.000 veces en lugar de la de

1.700 veces determinada en base a la actividad.

Existen muypocos trabajos en la literatura cientifica que descri

han intentos exitosos en la purificación de la adenilil ciclasa.

Quizás el único trabajo completo hasta el presente sea la purifi­

cación a homogeneidadde la ciclasa "soluble" del procariote_fiïg;

vihacterium liquefaciens llevado a cabo por Takaí gt_gl (219). Si

guiendo procedimientos convencionales comoprecipitación ácida, pre

cipitación con sulfato de amonio, y cromatografias en columnas de

hidroxilapatita, DEAE-Sephadexy Sephadex G 200, los autores logra

ron purificar la enzima ASÜÜveces, con un rendimiento del 1D %.

La enzima homogénea fue cristalizada y presentó un peso molecular

de 92.000, estando constituida por dos polipéptidos idénticos de

h6.ÜÜÜ. También determinaron la composición de aminoácidos de la

enzima purificada, comprobandola presencia de un alto porcentaje

de aminoácidos ácidos e hidrofóbicos, y la ausencia total de cis­

¿ÉÁEÉ.Es interesante recalcar que la enzima pura de B.liguefaciens

tiene una actividad especifica de 30 nmoles/min por mgde protei­

na, valor que se encuentra en el mismo orden de magnitud que el

que presenta la enzima purificada de testículo de rata (12 nmoles/

min por mg de proteina).

En lo que respecta a organismos eucariotes, sólo existe un trabajo

en la literatura que proclama haher purificado una actividad de ci
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clasa (la de cerebro bovino) a homogeneidad (220). Los autores,

Stellmagen y Baker, utilizaron cromatografía de afinidad en azul­

dextrano-Sepharosa, seguida de una cromatografía de intercambio ig

nico en DEAE-celulosa. Es sabido que las enzimas cuyo sitio de unión

a los nucleisidos fosfato presenta una estructura espacial del tipo

del Ehegue dinucleotidico (dinucleotide fold), poseen la propiedad
de unirse reversiblemente a la molécula del colorante azul Bibacron.

Este colorante es el grupo cromóforo del azul dextrano. Stelluagen

presentó una purificación de 250 veces con un rendimiento del 20 %

usando sólo los dos pasos mencionados. Estos resultados parecen pg

co convincentes si se los analiza a la luz de los siguientes hechos:

1) —con posterioridad al trabajo de stelluagen, el grupo de Haber
(221) presentó evidencias indicando que la resina azul-dextrano-Se­

pharosa no es capaz de unir a la adenilil ciclasa de corazón cani­

no solubilizada con detergentes.

2) —En nuestro laboratorio comprobamosque la ciclasa soluble de

testículo no tiene capacidad de unirse tanto a resinasde azul dex­

trano Sepharosa comode Eibacron azul-Sepharosa.

3) —Parece poco probable que con una purificación de sólo 250 ve­

ces se obtenga una ciclasa en estado homogéneo, sobre todo tenien­

do en cuenta que en la mayoria de los tejidos analizados la cicla­

sa constituye una proporción extremadamente baja de la proteína tg
tal de la célula.

h) —En el segundo paso de purificación del trabajo de Stelluagen
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y Baker, la enzima eluye de una columna de DEAE-celulosa equilibra

da a pH = B, a una concentración de NaCl de 0,9 M. Este hecho pa­

rece bastante inusual si se tiene en cuenta que las ciclasas de tag

tiCulo y Neurospora (esta tesis), comoasí también los de corazón

canino (221), hígado de rata (223) Fasciola hepatica (222) y 2333;­

bacterium liquefaciens (219) eluyen de columnas de DEAE-celulosa

equilibradas a pHneutro o ligeramente alcalíno, a concentraciones

de NaBl comprendidas entre 0,2 y 0,3 M.

5) - Por último Neer (217) determinó, mediante gradientes de saca­

rosa y Filtraciones en geles de preparaciones no purificadas, un

peso molecular ee 220.000 para la cíclasa de cerebro bovino (valor

que coincide con los determinados para las ciclasas de membranade

otros tejidos).

Sin embargo, Stelluagen y Baker encuentran que la cíclasa "pura"

del mismoórgano presenta una única banda polipeptidica en geles

de poliacrilamída con SDS, correspondiente a un peso molecular de

16.000. De acuerdo con este último dato, la molécula nativa debe­

ria estar Formada por la unión de por lo menos 13 polipéptidos idea

ticos de peso molecular 16.000, hecho sin duda sumamente llamativo.

Por otra parte, desde la publicación del trabajo de Stelluagen en

1976 hasta la fecha no se ha cofirmado la validez de estos resulta­

dos ni la utilización exitosa de la cromatografía en azul-dextrano­

Sepharosa en la purificación de otras cíclasas. Por el contrario,

los investigadores interesados en el tema prosiguieron ensayando

nuevos métodos de purificación. De esta manera Homcyet al (221)
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demostraron que la adenilil ciclasa de corazón canino se adsorbía

específicamente a una resina de ATP-Sepharosa, sólo después de na

ber resuelto esta actividad de otras proteínas hidrofóbicas. Esto
último se lograba por medio de cromatografía del tipo hidrofóbico

sobre resinas constituidas por grupos alquilo de cadena larga uni

dos aagarosapor uniones tipo éter. De este modo, la ciclasa de cg

razón de perro fue purificada unas SÜDÜveces, aunque no se llegó

a obtenerla en estado homogéneo. Los pasos utilizados Fueron extraE

ción de las membranascon detergente, cromatografía hídrofóbica en

dodecil-Sepharosa, filtración en gel, cromatografía de afinidad en

ATP-Sepharosa y cromatografía en columna de DEAE-celulosa. Los au­

tores obtuvieron una enzima con una actividad específica de 9B nmoles/

min por mg de proteína (nuevamente el mismo orden de magnitud que

el obtenido para la enzima pura de testículo en esta tesis)con un

rendimiento que osciló entre el 1 y el h %.

Comparacióndel tamaño y forma de la adenilil ciclasa de testículo

con las de otras ciclasas de eucariotes.

En la tabla 8 bis muestra los parámetros hidrodinámicos y moleculï

res de la actividad de adnilil ciclasa soluble y de membranaen dig

tintos tipos de células eucariotes.

Cabe destacar que de las enzimas mencionadas en la tabla 8 bis, sólo

la adenilil ciclasa de testículo ha sido purificada a homogeneidad

(columna A); en el resto de los casos, los parámetros moleculares

fueron calculados a partir de experimentos realizados con prepara­
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ciones crudas (columnas B, D, E, F, G, y H) o parcialmente purifi

cadas (columna C).

TABLA 8 bis

Propiedades hidrodinámicas de las adenilíl ciclasas solubles y de membranasde

distintos tipos de células eucariotes.
S 8 L U 8 L E S DE MEMBRANA SÜLUBILIZADAS 88N DETERGENTES

TEJIDO TESTICULÜ NEURDSPDRA TESTIBULÜ RIÑ8N CEREBRÜ HIGADO LINFDMA SAE

REFERENCIAHornblihtt Neer Hornblihtt Neer Neer Neer Stengel Gilman
(esta tesis) (111)(esta tesis) (111) (216) (217) (218) (68)

PM 7A.888 56.888 282.888 198.888 159.888 228.888 188.888 198.888

S (S) A,3 3,8 6,2 6,7 5,9 8,1 6,8 6,520,u

Radio de
Stokes(nm) 3,9 3,b 7,3 6,8 6,2 7,8 7,8 7,1

U (ml/g) 0,7u ND 0,7u 0,73 0,7A 0,79 0,02 8,76

F/FD 1,h 1,2 1,65 1,6 1,6 1,5 1,5 1,8

detergente
unido (g/g - - — n.s. n.s. 8,39 8,66 8,13

prot.)

A 8 8 D E F 8 H

ND= no determinado n.s. = no significativo

Los parámetros hidrodinámicos y moleculares encontrados para la ci­

clasa soluble de testículo en esta tesis (columna A) difieren de los

descriptos para la misma enzima por Neer en 1978 (Tabla 8 bis, colum

na B, ref.111).
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En efecto, esta autora encontró valores de radio de Stokes y coe­

ficiente de sedimentación menores que los aquí descriptos, lo

cual le permitió calcular un peso molecular de 56.000, valor que

es a su vez menor que el calculado en esta tesis (7h.ÜÜÜ).

Una de las posibles fuentes de discrepancia entre los valores ha­

llados podria radicar en el estado de pureza de las preparaciones

enzimáticas utilizadas en las determinaciones de los parámetros

hidrodinámicos. Mientras en los experimentos de esta tesis se han

usado distintas preparaciones enzimáticas con alto grado de pureza,

Neer sólo utilizó una "enzima cruda" (sobrenadante de 105.000 x g)

de testículo. Dtra diferencia experimental es que Neer usa Sepharg

sa 6 B en lugar de Bio-sel A 0,5 m para las filtraciones en gel, y

que 1a duración de las centrifugaciones en gradientes de sacarosa

(6 hs) es menor que la de los gradientes descriptos en esta tesis

(15-16 hs) con lo cual la enzima no alcanza la posición media del

gradiente, sedimentando en una zona de baja resolución para las prg

teínas marcadoras.

Por otra parte las evidencias presentadas en esta tesis muestran

una correlación satisfactoria entre el peso molecular de la enzi­

manativa, calculado a partir de los parametros hidrodínámicos,

(7A.UÜÜ)y la movilidad de la enzima pura desnaturalizada en eleE

troforesis en geles de poliacrilamida conteniendo dodecil sulfato

de sodio (69.000). Este hecho indicaría que la adenilil ciclasa so­

luble de testículo es una proteina monomérica. En definitiva puede

considerarse que metodológicamente el trabajo de Neer es defectuo­

SD.
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De todas maneras, los datos de la tabla abis ref1ejan un hecho sobra

saliente: la ciclasa soluble de testículo es una molécula más pe­

queña que las ciclasas unidas a membranade otros tejidos de eu­

cariotes, las cuales presentan pesos moleculares que oscilan alrg

dedor de 200.000. Este hecho puede dar lugar a cierto tipo de espe

culaciones. En primer lugar se podria suponer que la ciclasa de

testículo no está estructuralmente relacionada con las ciclasas de

mayor tamaño unidas a membranas, es decir que podrían ser produc­

tos de genes diferentes con la mismaactividad catalítica en pre­

sencia de Mn++.Alternativamente podría ocurrir que la molécula de

la subunidad C (catalitica) de las ciclasas de membrana, cuyo peso

molecular es 200.000, estuviera formada por más de un polipéptido,

uno delos cuales fuera portador de la actividad catalítica en pre

sencia de Mn++y tuviera un peso molecular de 70.000. De acuerdo

a este razonamiento, las células de la linea germinal sólo produ­

cirían el polipéptido de 70.000 y carecerian del o los otros poli

péptidos que conformarian 1a molécula de ciclasa completa. Ütra

posibilidad es que en las células germinales se produzca una ciclg

sa más pequeña que las de membrana por causa de alguno de los si­

guientes mecanismos:

1) - Transcripción incompleta del gen de la ciclasa.

2) —Transcripción completa, pero procesamiento diferente del RNA

mensajero.

3) —Síntesis de una molécula de ciclasa de 200.000 y procesamieg

to inmediato por proteólisis especifica para producir un poli
péptido con actividad enzimática de PM70.000.



En cualquiera de los tres casos se podría pensar que el fragmento

polipeptídico que le faltaría a la ciclasa soluble de testículo es

taría involucrado en procesos comola incorporación de la enzima

a la membranao el reconocimiento e interacción con otras protei

nas regulatorias del tipo del componenteregulatorio G/F. Respecto

de esto último cabe señalar que el grupo de Alfred Gilman ha obtg

nido evidencias de que la adenilil ciclasa soluble de testículo

EE interactúa productivamente con la proteína regulatoría G/F en

experimentos de reconstitución tendientes a detectar actividad eg

zimática en presencia de Mg++y la activación por F_ o por nucleÉ

sidos de guanosina (68).

Las posibilidades descriptas anteriormente eon especulativas dado

que aún no se conocen el número ni el peso molecular de los poli­

péptidos que componena las adenilil ciclasas de membrana(subuni

dad C). Esto de hecho impide encarar un estudio estructural compa

rativo con la enzima soluble de testículo.

Por último se podría inferir un rasgo comúna las ciclasas de Eg­

cariotes (tanto la soluble de testículo comolas de membranade

otros organos) que las diferencia de la ciclasa de Erocariotes

Brevibacterium v.g.): an las primeras parece ser esencial la exis

tencia de grupos SHreducidos para que se manifieste su actividad

(se inhiben por N-etil maleimida y se activan por DTTo {bnmrcaptg

etanol), mientras que en la enzima bacteriana no existiría tal

efecto por carecer de cisteína.
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II. INHIBICIÜN DE LA ACTIVIDAD DE ADENILIL CICLASA ASUCIADA A TUBU­

LÜS SEMINIFERDS PÜR L-T3.

II. 1 Efecto de la L-T3 sobre la actividad de ciclasa de dife­

Dadala escasa información eïistente sobre efectos in vi­

tro de las hormonastiroideas sobre la actividad de enzimas cla­

ves del metabolismo (ver Introducción), se decidió investigar

una posible respuesta a la L-T3 de los sistemas de adenilil ciclg
sa de diferentes órganos de la rata. Para ello, se ensayaron las

actividades de ciclasa basales y en presencia de una concentración

muy elevada de L-T3: 10-“ M. Los ensayos se realizaron ya sea con

Mg++o Mn++como catión divalente, utilizando las fracciones con

mayoractividad especifica obtenidas por centrifugaciones diferefl

ciales de homogenatosde cinco órganos diferentes.

Los resultados obtenidos se encuentran en la tabla 9. Las actividg

des de las ciclasas de higado, riñón, cerebro y miocardio no fue­

ron modificadas por la presencia de la referida concentración de

L-T3, independientemente del catión divalente usado. En cambio,
la ciclasa de 1a fracción soluble de testículo mostró una clara

respuesta inhibitoria a la triiodotironina. Unrasgo relevante de

la actividad de adenilil ciclasa soluble de testículo es su estriE

ta dependencia de Mn++, puesto que en presencia de Mg++sólo se de
+

tectó un 2,2% de la actividad medida con Mn+ . Además, la mayor

inhibición por la L-T3(9Ü%)también se observo en presencia de Mn++.
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TABLA 9

Efecto de la L-T3sobre la actividad de las adenilil ciclasas aso­
ciadas a diferentes tejidos.

HIGADÜ RIÑÜN CEREBRO MIÜCARDIÜ TESTICULÜ
EXPERIMENTÜ CATIÜN L-T

3 (pmoles/1Ümin por mg de proteina)

Mg++ — u,7b 0,6b 12,5b 1,ub 0,7C

Mg++ + u,5b — 11,ub 1,6b o,3°
1

Mn++ — 13,3b 1,2D u1,ob 3,3b 31,2C

Mn++ + 11,9D 1,2':I 33,4“ 2,7b 3,u°

Mn++ — 30,0d 13,3d 35,0e 39,0d ­
2

Mn++ + 31,0d 13,3d 110,0E 30,0d ­

a - La actividad de adenilil ciclasa Fue ensayada en presencia de
++ , _ ,

Mn++o Mg como se descrioio en Materiales y Metodos. Cuando se

indica, 1a mezcla de incubación Fue suplementada con L-T3 a unn con
centracíon final de 10-“ M.

B - El tejido fue trozado y homogeneizado en tres volúmenes de "buffer"

A usando un homogeneizador tipo Dounce. Luego la suspensión fue

centrifugada a 120 x g durante 1D minutos y el sobrenadante obteni­

do fue centrifugado a 105.000 x g por una hora. El sedimento de 1a

última centrifugación fue resuspendido en el mismo"buffer" y usado

como Fuente de enzima.
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E, g, E - La homogeneización Fue llevada a cabo de manera similar

a la de E con la excepción de que el "buffer" A contenía

sacarosa a una concentración de 0,25 M. El Fraccionamiento Fue reg

lizado por centrifugaciones sucesivas del homogenatoo de los co­

rrespondientes fluidos sobrenadantes a 120 x g por 10 minutos,

1.100 x g por 1D minutos, 7.700 x g por 1G minutos y 105.000 x g

por 60 minutos. Los sedimentos de 7.700 x g y 105.000 x g fueron

resuspendidos en "buffer" A y usados en E o g respectivamente.

El sobrenadante de la última centrifugacíón fue usado en E.

II. 2 Localización de la actividad de ciclasa inhioible por L-T3

en testículo.

Conel objeto de identificar la fracción celular de tes­

tículo cuya actividad de adenilil ciclasa es inhibida por la L-T3,
se realizo una centrifugación diferencial de un homogenatode tes­

tículos decapsulados hecho en sacarosa 0,25 M. En cada fracción se

determinó la actividad enzimática basal o con el agregado de L-13
a una concentración de 10-AM. Además se midió la concentración de

proteinas y DNA.Los resultados se indican en la tabla 1D. Puede

observarse que la mayor actividad especifica y casi el 90 % de la

actividad total se encontraron en la fracción cítosólica (sobrena­

dante de 105.000 x g), confirmando lo hallado por Braun y Dods (h).

El DNAsedimento a una velocidad más oaja (121 y 1085 x g) correspog

diente a las fracciones nucleares. La enzima asociada a la fracción
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citosólica Fue la única que exhibió una respuesta inhibitoria en

presencia de la hormona. Por otra parte la mismafracción citosÉ

12511m,
(99,7 %) indicando la probable existencia de una entidad receptg

lica presentó la mayor actividad de unión especifica de

ra de hormonatiroidea en el citosol de testículo.

TABLA 1D

Efecto de la L-T3 sobre la actividad de adenilil ciclasa asociada a diferentes
. . afracciones celulares de testiculos.

ADENILIL CIBLASA TÜTAL AEQÉETBEBLEEÉEEÉ?Ï0A

PRÜTEINA DNA '

FRACCION TÜTAL TÜTAL BASAL +L-T3 0A0AL + L-T3
(mg) (%) (mg) (%) (pmol/min) (%) (pmol/min) (pmol/min/mg prot.)

PPDÜde 120xg 30,1 39,3 1,0h 70,2 h,76 u,u u,76 0,12 0,12

9000 de 1100xg 6,7 6,9 0,15 11,3 1,90 1,7 1,90 0,20 0,20

PPDÜde 77ÜÜxg 6,7 6,9 0,06 h,5 2,60 2,h 2,60 0,39 0,39

PPDÜde 103800 13,u 13,0 0,00 6,0 3,00 2,0 2,90 0,23 0,22

SDBRENADANTE

DE 105000xg 32,0 33,1 0 0 96,56 00,7 23,00 3,00 0,71

a - Las condiciones del Fraccionamiento Fueron indicadas en la leyenda de la

tabla 9, bajo el item E. Los ensayos de actividad de ciclasa y de la

unión de L-T3 fueron descriptos en Materiales y Métodos.
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II. 3 Caracteristicas de la inhibición por L-T3.

II. 3.1 Einética.

La adenilil cíclasa soluble de túbulos seminife­

ros fue purificada mediante diversos procedimientos comunmenteuti

lizados en la separación de proteinas. La primer etapa de purifica

ción consistió en una cromatografía de intercambio iónico en colum

na de DEAEcelulosa del sobrenadante de 105.000 x g. Los detalles

de éste y de los restantes pasos de purificación fueron expuestos

en la sección I de los Resultados y en Materiales y Métodos. Sin

embargo, es importante recalcar aquí que en todos los procedimien­

tos de purificación ensayados la actividad de adenilil cíclasa con

servó su respuesta inhibitoria a la L-T3. Los experimentos cinéti­

cos que se describen a continuación Fueron llevados a cabo utilizan

do la preparación de DEAEcomo fuente de enzima.

La figura 30 muestra la actividad de adenilil cíclasa en función

del tiempo de incubación, en ausencia o en presencia de distintas

concentraciones de L-T3. La producción de AMPcíclico fue lineal

con el tiempo hasta los 20 minutos de incubación, tanto en condicig

nes de actividad basal comoen presencia de la hormona tiroidea.

El efecto inhibitorio de la hormonano sólo no requirió incubación

previa sino que se manifestó desde el comienzo de la reacción enzi­

mática indicando que la interacción entre la L-T3 y su sitio receE
tor es un Fenómenorelativamente rápido.

Por otra parte se estudió la influencia de la concentración de ATP
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y Mn++sobre la cinética de inhibición de la ciclasa por L-T3.

Los resultados fueron graficados de acuerdo a Lineweaver y Burk

(209) y se encuentran en la Figura 31. Se observaron las siguieg

tes caracteristicas del sistema:

a) —En presencia de una concentración Fija de Mn++muy superior

a la que forma el complejo Mn ATP2_, se encontró una depen­

dencia michaeliana (hiperbólica) de las velocidades iniciales res

pecto de la concentración total de ATP.

En estas condiciones puede establecerse una interacción de tipo

no-competitivo entre el ATPy la L-T3(Figura 31, izquierda). Es

decir, el efecto inhibitorio no fue revertido al aumentar la con­

centración de ATP, puesto que la presencia de la hormona disminuyó

la velocidad máximade reacción pero no modificó la afinidad de la

enzima por el ATP. El valor de Kmpara el ATP (1mMaprox.) no varió

en presencia de la hormona.

b) - Cuando se estudió la reacción fijando la concentración de ATP
. ++ . . . .y variando la de Mn , las veloc1dades iniciales se expresa­

+ +ron en función de la concentración de Mn+ libre (Mn+ total menos

Mn++ acomplejado por ATP). Comose indica en la Figura 31, derecha,

también se encontró una dependencia michaeliana respecto del catión

divalente, (Kmpara el Mn++no acomplejado: 3,0 mM)sea en presen­

cia o en ausencia de L-T3. El tipo de inhibición observada también

resultó de tipo no competitivo ya que el aumento de la concentración

del metal no revirtió el efecto inhibitorio de la hormona.Este úl­
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Figura 31:—Gráficos de inversas de las velocidades de reacción en
función de inversas de la concentración de sustrato
(Lineueaver y Burk) de la reacción de adenilil ciclasa,
catalizada pcr una preparación de DEAEy medida varian
dc la concentración de ATPtotal (izquierda) 0 Mn+ li
bre (derecha). Excepto en 10 que respecta a las ccncen
tracicnes de ATPy catión divalente, el ensaya fue reí
li7adc comose describió en Materiales y Métodos, en
ausencia (O) Quen presencia (O) de L-T3 a una concen­tración\de 1D M.
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timo hecho descartó la posibilidad de que la inhibición de la act;

vidad de adenilil ciclasa causada por la L-T3 se debiera a un se­

cuestro del Mn++por parte de la hormona. Este punto es importante

dado la conocida habilidad de las iodotironinas de actuar comoque

lante de cationes divalentes.

II. 3.2 Dependencia del EH.

En la Figura 32 se graficó la actividad de ciclg

sa de una preparación de DEAEen función de distintos pH en la mai

cla de ensayo, en ausencia de L-T o en presencia de dos concentra3

ciones de hormona diferentes (10-AMy 10-8M). La máxima actividad

basal de la enzima fue encontrada en el rango de pH comprendido en

tre 7 y 8. En ese mismo rango se manifestó la máxima respuesta ig
8

hibitoria a la L-T3 a una concentración de 10- M.

El efecto hormonal disminuyó por encima o por debajo de dicho ran

go de pH. La presencia de una concentración elevada de L-T3(1Ü_bM)

dio origen a una "curva de pH" aplanada, pero aún en este caso pue

de observarse que el mayorefecto inhibitorio aparece en el inter­

valo entre pH 7 y 8.

II. 3.3 Reversibilidad de la inhibición.

Dado que el BfECchormonal que se describe en

este trabajo es una inhibición, resulta de sumaimportancia poder

diferenciarlo de un proceso irreversible sobre la actividad Catalí

tica de la ciclasa. Los experimentos de cinética de la inhibición

(gráficos de Lineueaver y Burk) no permiten diferencias entre una
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en concentraciones oe '10 M (O) o 10- M (I . 3
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inhibición reversible gg competitiva y una inhibición irreversible.

En amboscasos la presencia del inhibidor reduce la disponibilidad

de moléculas de enzima para interactuar con el sustrato; y generar

luego producto. Si la unión de la hormonaa un sitio receptor (For

me éste parte o no de la proteina enzimática) provoca la inhibi­

ción de la enzima, es esperable que la disocíarse la hormona de su

sitio receptor, la enzima recupere su actividad original. hara com

probar ésto se incubó una preparación con actividad de ciclasa (sE
L;

brenadante de 105.000 x g) con L-T a una concentración de 10- M3

durante 3D minutos a 20°C. Al culminar la incubación se midió la

actividad de ciclasa en una alícuota y el resto se pasó por una cg

lumna de Sephadex G 25. En la columna queda retenida la hormona no

unida y se excluye la mayor proporción de las proteinas sembradas

incluyendo a la ciclasa y a la hormonaunida a su sitio receptor.

Luego del pasaje por la columna se midió actividad de ciclasa en

el eluido de exclusión. Paralelamente se realizó un experimento cofl

trol en idénticas condiciones pero sin el agregado de L-T Los r53.
sultados se indican en la tabla 11.

Al eliminar el exceso de hormona mediante el pasaje por la columna

de Sephadex G 25, la actividad enzimática no sólo se recuperó sino

que sobrepasó a la actividad especifica del control no sometido a

la filtración. En el control filtrado también se detectó un aumen­

to de la actividad especifica de la enzima respecto del control sin

Filtrar. Este aumento de aproximadamente un 50 % de la actividad eg
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zimática recuperada del Sephadex puede ser explicado o por la eli

mínación de un inhibidor endógeno presente en el E_JQ2, o por un

proceso de purificación de la enzima durante el pasaje por el gel.

La eliminación de la hormonalibre no explica per se la reversión

de la inhibición observada, ya que el complejo hormona-sitio re­

ceptor debería mantener inhibida a la ciclasa. Sin embargoparece

razonable suponer que en el percolado de exclusión de la columna

de Sephadex, el complejo L-T sitio receptor se encuentre en con­3

diciones de disociarse rápidamente a causa de la dilución, produ­

ciéndose la concomitante pérdida de la inhibición.

TABLA 11

Reversibilidad de la inhibición de la adenilil ciclasa de tübulos

seminíferos por L-T3. Las condiciones del experimento fueron des­
criptas en el texto.

ADENILIL CICLASA

pmoles AMPc/min/mg prot.
PASAJE X _h

SEPHADEX 825 CONTROL + L-T3 1D M

- 10,7 1,9

+ 16,3 15,7

II. 3.h Relación entre la actividad enzimática y la con­

centración de hormona.
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Bon el objeto de estudiar la respuesta de la ag

tivídad de adenilil ciclasa soluble a un amplio rango de concentra

ciones de L-T3, se realizaron experimentos con tres preparaciones
enzimáticas de distinto grado de purificación: "sobrenadante de

105.000 x g", "preparación de DEAE"y "preparación de hidroxilapa

tita". En los tres casos pudo observarse una inhibición de la acti

vidad de la ciclasa de un modo dependiente de la dosis de hormona

(Figura 33). En un experimento tipico, no hubo efecto de L-T3 a una

concentración de 10-11 M; en el rango comprendido entre 10-10 y

10-6 Mde la hormona la inhibición osciló entre un 15 y un 25 %

y FinalmEnte se evidenció una Fuerte inhibición de la enzima al ig

crementar las concentraciones de 1Ü_6 a 'llïl-L+M. Es evidente que las

curvas de dosis-respuesta de la Figura 33 son de tipo bifásico, pre

sentando un escaso pero reproducible efecto inhibitorio (15 al 25%)

en la zona de concentraciones de triiodotironina cercanas a las fi

siológicas. Por otro lado, la inhibición se hace marcada sólo a con

centraciones altas y no fisiológicas. Babe señalar aquí que la de­

nominación "concentración Fisiológica" corresponde a los niveles de

L-T3 en el plasma de ratas eutiroideas y que se encuentran en el
orden de 10-9 M (21D).

La solución correspondiente a la mayor de las concentraciones de

L-T3 ensayadas (1Ü-hM) contenía HÜNaa una concentración de 1mM.

En experimentos control, no mostrados, se comprobóque tal molari­

dad de NaÜHen la mezcla de incubación de la ciclasa no afecta por

si mismala actividad enzimática.
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II. 3.5 Influencia de compuestosestructuralmente relacio­

nados con la L-T sobre la actividad de la adeni­3

lil ciclasa.

El estudio de la influencia de algunos análogos

de 1a triiodotironina sobre la actividad de la ciclasa permite por

un lado conocer cuáles son los requerimientos estructurales mínimos

de la molécula de L-T3 para que se produzca la inhibición, y por

otro comparar la eficiencia inhibitoria sobre la ciclasa de cada

análogo con su potencia biológica en los fenómenos regulados por

hormonastiroideas descriptcs en la bibliografia. Sobre esta base

se realizaron los experimentos descriptos en este parágrafo.

En primer lugar se ensayo el efecto del NaI y de la 3, 3',5 triiodo­

D-tironina (D T3). El INa no afectó la actividad de la adenilil ci
clasa cuando fue ensayado en un amplio rango de concentraciones

—9

—1Ü-hM), mientras que la D-T3 mostró un efecto inhibitorio

de proporciones idénticas al encontrado con la L-T

(1D

3, como puede

verse en la Figura 3h.

Estos resultados nos indican que el efecto inhibitorio de la L-T3
no seria debido a la sola presencia de iodo en su molécula y por

otra parte que, al no haber diferencias entre la eficiencia de la

L-T3 y la de su isúmero óptico D-T3, no existiría especificidad

respecto de la configuración de la cadena de alanina de la triiodg
tironina.

En segundo término se estudió la respuesta de la actividad de la
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enzima a concentraciones crecientes de L-Th (tiroxina) y algunos

análogos de las hormonas tiroideas, todos de la forms L. De aCusr

do con la evidencia ilustrada en la Figura 35 se pueden obtener

las siguientes conclusiones:

La L-tíroxina y la isopropil-L-T2 parecen tener la mismaeficien­

cia inhibitoria que la L-triiodotironina, en el rango de concentra

ciones comprendido entre 10'a y 10-6 M. Sin embargo, a concentra

ciones más altas, la inhibición lograda por estos compuestos fue

menor que la alcanzada en presencia de L-T Por ejemplo, a una3.
concentración de 1D-“ M se obtuvo una inhibición del hÜ % de 1a

actividad enzimática con la L-Th, y del 52 % con la isop-L-T2,mieg

tras que la L-T3 produjo una disminución del BU% de la actividad
de la adenilil ciclasa.

El ácido triiodotiroacético (TRIAC)presentó poco poder inhibito­
Brio a bajas concentraciones (10- , 10-7M) comparado con la L-T3.

No obstante, a molaridades mayores de 10-7, 1a capacidad inhibitg

ria del TRIACresultó ser similar a la de la L-T3.
Las iodotirosinas, comoel MITy el DIT no produjeron inhibición

significativa de la actividad de ciclasa en el rango da’concentra­

ciones ensayadas. En la curva de dosis-respuesta del DIT, puede ob­

servarse un leve efecto inhibitorio a concentraciones muyaltas del

compuesto.

Tomadosen conjunto estos resultados nos indicarian que, para que

se produzca la inhibición a altas concentraciones, parece ser nece
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maria pero no suficiente la presencia de la estructura difenil eter

en el compuesto ensayado, ya que las iodotirosinas no son efectivas.

Por lo demás, la cadena alanina de la L-T3 no parece jugar un rol

importante en 1a inhibición puesto que el TRIAB,que es un acetato

substituido en o(por el mismogrupo difenileter con que se encueg

tra substituida la alanina en la L-T3, posee el mismopoder inhi­

bitorio que la L-T3. Comose dijo anteriormente, la isopropil L-T2
produce un efecto similar a] de la L-T sólo a bajas concentracio­3

nes. Late compuesto es el análogo más pntente de las hormonas tiroi

deas conocido hasta el presente ya que sus efectos in vivo (la ac­

tividad anti-bocio en rata por ejemplo) son a veces hasta un 50 %

más eficientes que las de la L-T3 (120). La causa de la alta efícieg

cia in vivo radicaria en la presencia de un substituyente lipofili

co (CH3—ÉH-CH3)en la posición 3'.

II. 3.6 Factores gue modifican la actividad de adenilil

ciclasa y su respuesta in vitro a la L-T3.

El objeto de Los siguientes experimentos Fue ex­

plorar la posibilidad de obtener preparaciones con actividad de ade

nili] ciclasa, pero insensibles a altas concentraciones de L-T3.
Para ello, se preincubó una preparación de DEAEcon una variedad de

reactivos que son capaces de afectar la estructura enzimática de

manera conocida. Los resultados se encuentran expuestos en la ¿abia

1g. Comopuede observarse, sustancias como 1a urea o la guanidina

nue desestabilizan uniones hidrógeno, disminuyeron la respuesta
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TABLA 12

Efecto de la preinCuDacíón de una "preparación de DEAE"de adenilil
. . . a0101050 con dlferentes react1v05.—

ACTIVIDAD % INHIBICIÜN

REACTIVO CONCENTRACION sin L_T3 cun L_T3 %

NADA 100,0E 17,9 02,1

A M 9,A 5,7 39,A

UREA 2 M A7,2 16,7 6A,6

1 M 69,3 26,9 61,2

3 M 0 D

GUANIDINA — 001 2 M 10,9 A,0 55,9

1 M 37,7 10,A 72,A

—3
5,00 x 10 M 0 0

1,50 x 10’3 M 0,5 0

N-etilmaleimida 0,50 x 10'3 M 15,9 0,96 93,9

0,15 x 10'3 M 53,5 0,70 03,7

0,05 x 10‘3 M 03,3 16,60 00,0

Bromuru de 0,15 x 10'3 M 0,0 0

Clan°gen° 0,05 x 10‘j M 2,9 0,6 79,3

(continuación . . . . . . . ..
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. . . . . ..Taola 12 continuación)

ACTIVIDAD % INHIBIBIÜN

REA0T1v0 CONCENTRACION sin L_T3 con L_T3 %

25,0 x 10'3 M 111,2 2A,9 77,0

10,0 x 10'3 M 110,2 19,7 03,0

DitiütrEit°1 2,5 x 10'3 M 02,7 25,0 09,0

0,5 x 10'3 M 10A,5 20,5 00,A

NaCl 2,5 M 00,0 7,0 09,7

5,00 x 10'3 M 120,0 33,9 73,1

0,50 x 10’3 M 117,2 20,0 70,2
Hidroxilamina _3

0,25 x 10 M 122,5 31,1 7A,0

0,05 x 10‘3 M 110,A 25,0 77,0

hGTA 0,50 x 10’3 M 103,0 19,9 00,7

TRITÜNx 100 0,2 % 90,5 95,5 3,0

a - La enzima fue preincuhada durante 1D minutos a 37°C en presencia
de las concentraciones indicadas de los reactivos, e inmediatamen
te Fue ensayada para actividad de cicigsa en ausencia o en presea
cia de L-T a una concentración de 1D M. El tiempo de incubación
Fue de 5 minutos. La concentración Final de los reactivos en el
ensayo corresponde a la mitad de la indicada en la tabla. Las res
tantes condiciones fueron dadas en Materiales y Métodos. _

g —EJ valor 100 de actividad porcentual corresponde a una actividad
especifica de ABpmoles/minuto por mg de proteína.
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inhibitoria a la L-T3. Sin embargoeste efecto ocurrió con una dig
minución concomitante y significativa de la actividad enzimática,

por lo cual no se puede atribuir a dichos agentes un papel desen­

sibilizante selectivo hacia la inhibición hormonal.

La N-etilmaleimida, que actúa bloqueando grupos sulfhídrilo (-SH)

libres, no modificó la respuesta a la L-T3, aunque provocó una

inactivación de la enzima de una manera dependiente de la dosis.

Esto último estaría de acuerdo con los hallazgos realizados en otros

sistemas de adenilil ciclasas (ver Introducción), sobre la presen­

cia en estas enzimas de grupos sulfhidrilo imprescindibles para que

se manifieste su actividad catalitica.

Por otro lado, el bromuro de cianógeno o la alta concentración sa­

lina también redujeron la actividad enzimática sin afectar notable

mente la inhibición por L-T3.
Tanto la hidroxilamina comoel ditiotreitol aumentaron levemente

la actividad enzimática pero no alteraron la inhibición por la nor

mona. El ditiotreitol actúa comoreductor de uniones disulfuro, ge

nerando grupos -SH, y su efecto estabilizante sobre la actividad

de la ciclasa soluble de testículo puede correlacionarse con la inag

tivación observada después de la preinCubación con N-etilmaleimida.

El EGTAes un quelante específico de iones Ca++. Ni la actividad

de adenilil ciclasa ni su respuesta a la L-triiodotironina sufrig

ron algún cambio apreciable a causa de la preincubación con EGTA.

Recientemente se ha descripto que el Ca++activa a la adenilil ci­
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. r. a . ++clasa citosolica de testiculo de rata, en presenc1a de Mn (11D).

En vista de que 1a L-T3 tiene capacidad de quelar cationes diva­
lentes, podria pensarse que el efecto inhibitorío sobre la cicla­

. ++sa fuera produc1do por un secuestro del Ca endógeno de la pre­

paración enzimática por parte de la hormona. Sin embargo, la auseg

cia de diferencias en la inhibición obtenida tanto sin comoEEE
EGTAdescartaria la posibilidad mencionada.

Por último, la única sustancia ensayada que produjo una verdade­

ra anulación de la inhibición de la ciclasa por la L-T3 fue el
detergente no iónico Triton X 100.

Comopuede verse en la tabla 12, el detergente no sólo anuló casi

por completo el efecto inhibitorio, sino que además no modificó

la actividad basal de la enzima.

Si bien hasta el momentono se ha definido las caracteristicas es

tructurales de la interacción entre la triiodo-L-tironina y un si

tio receptor asociado a la adenilil ciclasa, los resultados volca

dos en la tabla 12, nos permiten dilucidar algunas característi­

cas funcionales de dicha interacción:

1) —Las interacciones débiles, del tipo enlace de hidrógeno, Fueï

zas de Van der Maals o uniones electrostáticas no parecen ju­

gar un rol preponderante ya que ni 1a urea, ni la guanidina-HCl o

la alta Fuer¿a ióníca (NaCl 2,5M) lograron desensibilizar el efeg
to hormonal.

2) —Ni la metionina (experimento realizado con bromuro de cianó­

geno), ni aminoácidos con restos -SH o puentes disulfuro (ex
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perimentos con N-etilmaleimida y ditiotreitol) estarian involucra

dos en el reconocimiento de la L-T3 por parte de un sitio receptor.

3):- El Ca++no Cumpliria ningún papel en la interacción menciona

da.

A):- La desensipilización producida por el detergente podria ser

un indicio de una interacción de tipo hidrofóbico entre la

hormonatiroidea y su sitio receptor. El detergente actuaria se­

cuestrando la hormona, impidiendo por lo tanto que ésta interac­

túe con la enzima. En experimentos preliminares no mostrados aqui

se demostró que otro detergente no íónico, el BRIJ 58, tiene gran

capacidad de unir [1251] L-T3.

II. h Dismunucíónde los niveles intracelulargs de AMPcíclico

en testículo de rata por la L-T3.

Con el Fin de correlacionar el efecto de la L-T3 sobre
la actividad de la adenilil ciclasa en un sistema libre de células,

con un posible rol de la hormona a nivel del contenido de AMPcícli

co en el tejido completo, se abordó el estudio de la influencia de

la L-T3 sobre la acumulación de AMPciclico intracelular en testÍCU­
lo de rata.

[12511L-triiodotironina por trozosII. h.1 Captación de

de testículo de rata.

En primer lugar Fue necesario demostrar, que en

las condiciones elegidas para incubar los trozos de testiCulos de



capsulados el tejido era capaz de captar cantidades significativas

de hormonatiroidea. Para ello se incubaron los trozos de tejido

en presencia dequSIJL-T3 a dos concentraciones diferentes: 1Ü-hM
y 1Ü-BMcon actividades específicas de 1D y 100.000 cpm/pmol res­

pectivamente. Los resultados volcados en la Figura 36 indican que

tanto a alta comoa baja actividad específica existe una captación

considerable de la hormonamarcada por parte del tejido. Dicha cap

tación fue lineal hasta los 20 minutos de inCubacíón y se corres­

pondió con una disminución de la marca en el medio de cultivo rema

nente. La desaparición de la hormona marcada del medio también Fue

lineal hasta los 20 minutos.

Merece destacarse que pese a haber disminuido 10.000 veces la acti

vidad especifica de la [125I]L-T3 por la adición de hormona Fria

al medio de incubación, la captación de la hormona marcada por los

túbulos sólo disminuyó en un 25 %; lo cual estaria indicando una

gran avidez del tejido por concentrar L-T3 en su interior. Esto se
vería apoyado por el hecho de que a los 60' de incubación, más del

50 % de la radioactividad originalmente presente en el medio, per

maneció asociada al tejido. No obstante, este tipo de experimento

no nos permite asegurar que la captación se deba a una entrada de

la hormonatiroidea al interior de las células, ya que no se puede

descartar la ocupación de compartimientos intercelulares por parte

de la misma.
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Figura 36:—Captación de [1251] L-T por trozos de testÍCulo de rata.
Los testículos de ratas adultas fueron decapsulados y el
panículo de túbulos fue cortado en tres trozos con la
ayuda de un bisturí. Cada trozo fue incubado a 37°C epzs
un Frasco conteniendo 1 ml de medio 199 y 1Ü cpm de[ I]
L-T en las siguientes radíoactividades específicas:
100.000 cpm pmol (-0-O-) y 1D cpm/pmol (-4-A—). En A a
los tiempos indicados los trozos de testículo Fueron re­
tirados con una pinza y transferidos a tubos de centrífu
ga que contenían 2,5 ml de medio 199. Luego fueron cen­
trifugados en centrífuga clínica durante 1 minuto a 2000
rpm y se realizaron 3 lavados con porciones de 2,5 ml del
medio 199 fresco. Los tubos que contenían el tejido lava
do fueron sometidos directamente a la detección de radio
actividad en un contador tipoï..En É a los tiempos indi
cados se detectó la radioactividad en una alícuota del
medio de incubación.
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II. h.2 Influencia de la L-T3spbre los niveles de AMP

cíclico de trozos de testículo decapsulados. De­

pendencia del tiempo de incubación.

Cuandose incubaron trozos de testículos decapsu

lados en medio 199 conteniendo un inhibidor de la actividad de fos

Fodiesterasa de nucleótidos ciclicos y en ausencia de hormonatiro;

dea, se observó un incremento de los niveles de AMPcíclico con el

transcurso del tiempo (Figura 37). La concentración del nucleótido

aumentó de 7 a 9,2 pmoles por mg de proteina al cabo de 2 hs. de

incubación. La mismafigura nos muestra que a bajas concentraciones

de L-T3 (1Ü-BM) se suprimió la acumulación de AMPcíclico causada

por la metilxantina, observándose además una leve disminución con

el tiempo del contenido del nucleótido. A una concentración de L-T3

dos órdenes mayor que la anterior (10-6M) se encontró la misma res

puesta hasta los 60 minutos, pero una disminución un poco mayor a

las dos horas. Finalmente, una concentración de hormona muy alta

(10-AM) provocó una marcada caida del nivel de AMPcíclico que fue

evidente ya a partir de los 30 minutos de incubación.

II. h.3 Variación de los niveles de AMPcíclico en función

de la concentración de L-T3.

Se estudió la correlación entre los niveles intra

celulares de AMPcíclico y la concentración de L-T3, fijando el tiem

po de inCuoación en 2 hs. La Figura 3B presenta los resultados de
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Figura 37:- Variación de los niveles endógencs de AMPcíclico en
función del tiempo de incubación de trozos de testícg
lo decapsuladcs. Las incubacicnes fueron realizadas
en medio 199 (Gibco) a pH 7,L+conteniendo 1-metil-3
isobutil xantina a una concentración de [1,1 mM,en ag
sencia (.2 a en prese cia de L-T3 a ¿Es concentracio­
nes de 1D M (A); 10 M (A) c 1G M (O). A los
tiempos indicados las muestras fueron procesadas según
lu descripto en Materiales y Métodos.
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Figura 38:—Relación dosis-respuesta entre los niveles intracelu­lares de AMPcíclico en testículos decapsulados y la
concentración de hormona tiroidea (L-T3) en el mediode incubación.
Las condiciones experimentales Fueron similares a las
descriptas en la Figura 37.



dos experimentos representativos. En amboscasos se observa sensi

bilidad del sistema a una baja concentración de L-T3 (1Ü_BM)y una

disminución máxima que alcanza a un 50 % del contenido basal del

nucleótido cuando el tejido fue incubado con la más alta concen­

tración de hormona.

Estos resultados confirman el papel inhibitorio de la L-triíodo

tironina sobre la producción de AMPcíclico en el testículo. Com­

parando los resultados de las Figuras 33 y 3B resulta evidente que

la L-T3 no presenta la mismaeficiencia en inhibir la sintesis de
AMPcíclico en un extracto, que en provocar la caida de los nive­

les del nucleótido en el tejido entero. Esta diferencia podria de

berse a que, en el último caso, se estuviera detectando un prome­

dio entre el AMPcíclico que se produce via ciclasa y el que se

degrada via fosfodiesterasa. Este razonamiento es válido si se su

pone que la fosfodiesterasa no se encuentra totalmente inhibida,

pese a la presencia de una alta concentración de MIXen el medio

de incubación y ademas que esta enzima pueda también ser regulada

(inhibida) por la L-T3 (ver Introducción). Por otra parte puede pen

sarse que, pese a que se demostró una rápida captación de la norma

na radioactiva por el tejido, la concentración de L-T alcanzada3

a las 2 hs de incubación en el compartimento intracelular en que

se encuentra la adenílil ciclasa fuera realmente menor que la que

se puso originalmente en el medio de incubación.
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II. 5 Asociación de la actividad de adenilil ciclasa a una ac­

[125tividad de unión (binding) de I] L-T3.

Las evidencias presentadas en la sección precedente indi

can que la adenilil ciclasa citosólica de túbulos seminiferos es

inhibida de manera especifica por la triiodotironina. En base a

esto, pareció importante estudiar:

1) —la existencia de una actividad ligadora de la hormona en las

preparaciones enzimáticas, y

2) - la interacción existente entre 1a enzima y el sitio receptor

putativo.

Por otra parte el sistema descripto en esta tesis presenta caractg

rísticas diferentes al resto de los sistemas deadmilil ciclasas

sensibles a hormonas. Comose ha visto en la Introducción, en estos

últimos, la ciclasa y el receptor hormonal son dos proteinas inte­

grales de membrana, capaces de ser separados por métodos cromatogrÉ

Ficos a partir de extractos solubilizados con detergentes. En el

sistema aqui descripto, la ciclasa es una proteina citosólica y el

efecto hormonal se produce en fase soluble. Por lo tanto, existiríen

dos posibilidades teóricas, a saber:

1) —la hormona se liga directamente a la molécula enzimática pro­

vocando la inhibición de su actividad, o

2) ‘ la hormona se une a un componente presente en la fracción ci­

tosólica de testículo. El complejo de este componente(receptor)

con la hormonaproduciría el efecto inhibitorio sobre la ciclasa.



177

A continuación se describen los experimentos realizados para caraE

[125terizar la actividad de unión de I] L-T3encontrada en las pre
paraciones enzimáticas.

II. 5.1 Actividad de unión de L-T3 en función del tiempo
de incubación.

En la sección II. 2 de los resultados se indicó

la existencia de una actividad ligadora de [125I] L-T3 en la f‘rag

ción citosólica (S 105) obtenida luego de una centrifugación difg

rencial de un homogenatode testículo. Dicha actividad representa

un hh,7 % de la actividad ligadora de hormonaen el tejido total y

puede ser considerada comouna unión especifica ya que su valor es

disminuido hasta un BÜ% cuando se agrega a 1a mezcla de incubación

hormona no marcada en una concentración tres órdenes superior a la

de la hormona radioactiva. En la Figura 39 se observa una curva de

[1251] L-T3 a componentes macromoleculares preseaasociación de la

tes en un S 105 de testículo en función del tiempo. La actividad

de unión resultó ser lineal hasta los 3Dminutos de incubación, a

partir de los cuales la cantidad de hormonaunida disminuyó para

estabilizarse a los 60 minutos en un valor que resultó ser aproxi­

madamente un 50 % de la unión máxima. Estos mismos resultados fue­

ron observados al estudiar la curva de tiempo de unión a la misma

preparación realizada en condiciones del ensayo de adenilil cicla

sa, es decir, a 37°C y reemplazando el buffer fosfato por la mez­
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Figura 39:— Unión específica de [1251] L-T a componentes macromn­
lanulares de un S 105 de testíguln, en función del tigm
po de inaubacíón.
Las incubaciones se realizaran a 20°C en las condicio­
nes descriptas en Materiales y Métodos.
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cla de reacción para el ensayo de la enzima. A partir de estos re

sultados se decidió llevar a cabo los ensayos de unión a 20°C du­

rante 20 minutos en buffer fosfato a pH8 tal cual fue descripto

en Materiales y Métodos.

II. 5.2 Reversibilidíd de la unión de [1251] L-T3.

Una de las caracteristicas Fundamentales de 1a

asociación entre las hormonasy sus receptores específicos es que

la mismaes reversible. Tal reversibilidad puede ser demostrada si

se aislan los complejos hormona-receptor y se los inouba en un me­

dio carente de exceso de hormona. En ese caso, al transcurrir el

tiempo de incubación debe disminuir la cantidad de hormona unida.

Unexperimento de tales caracteristicas se encuentra graficado en

la Figura AD. Se incubó durante 20' a 20°C una mezcla conteniendo

buffer fosfato pH 8 50 mM,[1251] L-T3, 1.hÜÜ.ÜÜÜcpm en una concen

tración de 35 ng/ml y un ÉLJQÉde testículo en una concentración

final de proteínas de 7,3 mg/ml (volumen total, 2m1). Al finalizar

la incubación, la mezcla fue sembrada en una columna de Sephadex

G 25 (7 ml de volumen total, armada en una Jeringa descartable de

1D ml de capacidad) y una vez pasada 1a muestra se recogió el"vo­

lumen muerto" por elución con h ml de buffer fosfato SÜmMpH 8. El

sembrado y la elución de la columna se realizaron manteniendo la

temperatura en ADE.El eluido fue inmediatamente llevado a 20°C y
125

se midió la presencia de [ IJL-T3 unida en alicuotas de 0,5 ml
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Figura büz- Disociación espontánea de los complejos [1251] L-T ­
receptor en función del tiempo. La metodología exp pi
mental Fue descripta en El texto. t=Ü corresponde al
momento en que el eluidn de la columna de Sephadex fue
llevado a 20°C.
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tomadas a distintos tiempos, según el procedimiento descripto en

Materiales y Métodos.

La Figura hÜ muestra que aparentemente existirian dos velocidades

de disociación espontánea de los complejos hormona-receptor. Aprg

ximadamente el SÜ% de laI1ZSI] L-T3 se disocia de manera rápida

en los primeros 1Dminutos transcurridos desde el aislamiento del

complejo. A partir de este tiempo, la disociación se hace más leg

ta y a los 60 minutos, sólo se conserva un 30 % de la hormona un;

da. Este resultado confirma la naturaleza reversible de la inter­

acción entre la triiodotironina y la molécula receptora.

II. 5.3 Asociaciónentre las actividades de adenilil ci­

[1251] L-T3.

C125

clasa y de unión de

Las actividades de unión de I]L-T3 y de ade­

nilil ciclasa coexisten en el sobrenadante de 105.000 x g de un

homogeneizadode testículo. Con el fin de saber si estas dos ac­

tividades están determinadas por el mismoo por componentes dife­

rentes del É_JQÉ, esta preparación fue sometida a diferentes pro­

cedimientos de purificación. En primer lugar se hizo una cromato­

grafía en columna de DEAEcelulosa en las mismas condiciones que

las de la Figura 19. La figura Q1 (A) muestra el perfil de elución

de dicha columna. La actividad enzimática eluyó en un único pico
I \\ I]

a una concentracion de NaEl de 0,25 M. La actividad de bínding para

la L-T3 se encontró en un pico en el percolado y en otro pico par­
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cialmente coincidente con el de la actividad de ciclasa.

Las Fracciones de la columna de DEAEFueron combinadas y esta pre

paración diluida con 1 volumen de Buffer A (con el objeto de dismi

nuir la fuerza iónica) y sometida a cromatografía de adsorción en

columnade hidroxilapatita. Los perfiles de elución obtenidos en

sucesivas repeticiones de este procedimiento cromatográfico mostra

ron algunas diferencias de resolución, debidas principalmente a

la cantidad de proteina sembrada en las columnas. Esta dificultad

hizo descartar este método comopaso de purificación de la enzima.

La Figura A1 (B) muestra el perfil de una columna de hidroxilapati

ta cargada con B7 mg totales de proteína de una preparación de DEAE

La adenilil ciclasa eluyó en un único pico, a una concentración de

sulfato de amonio de 0,36 M, mientras que 1a actividad de“oinding”

de L-T3 aparece distribuida en dos picos. Uno de ellos antecede al

pico de proteina y el otro se superpone totalmente con el de 1a ade

nilil ciclasa.

Es importante puntualizar que es usual equilibrar y eluir las colum

nas de hidroxilapatita con soluciones del anión fosfato. En la cro­

matografía presentada aquí, la elución fue llevada a cabo por incre

mento de la concentración de sulfato de amonio debido a que este, a

diferencia del fosfato, no interfiere en el ensayo de actividad de

ciclasa.

La cromatografía de intercambio iónico (DEAE-celulosa) y la de ad­

sorción (hidroxilapatita) son dos métodos de separacion basados en

las diferencias electrostáticas entre las moléculasproteicas. Es
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por eso que pareció importante utilizar otro procedimiento separa

tivo basado en las diferencias de forma y tamaño. En la Figura #2

se observa un perfil de sedimentación de las actividades de adeni

lil ciclasa y de binding de [125I] L-T3 en un gradiente de sacarg

sa del 5 al 20 % (p/v). La ciclasa sedimentó en un único pico si­

métrico coincidente con la actividad ligadura de L-T . Esta última3

apareció también en un pico con menor coeficiente de sedimentación.

También se observó una coincidencia total de los picos de binding'

y actividad enzimática cuando una alÍCUota de una preparación de

hidroxilaEatita fue sometida a ultracentrifugación en gradiente de

SECEI‘DSE .

II. 5.h Constantes de disociación y capacidad de unión.

Para calcular las constantes de disociación del

complejo L-T3-sitio receptor, se incubaron, en las condiciones ya

descriptas, cantidades crecientes de hormonano radioactiva con cag

tidades constantes de hormonaradioactiva y de una preparación eg

zimática con actividad de unión. (preparación de DEAE).Los datos

se graficaron de acuerdo al método de Scatchard (200) y se presen­

tan en la Figura A3. Puede observarse la existencia de dos componen

tes de unión: uno de alta afinidad y baja capacidad, con una cons­

tante de disociación de 6,5 x 1Ü-BMy una capacidad de unión máxima

de 1ng de L-T3 por mg de proteina; y uno de baja afinidad y alta ca

pacidad con una constante de disociación de 3 x 1Ü-GMy una capaci­

dad máxima de 2h ng de L-T3 por mg de proteína.
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La existencia de dos afinidades diferentes entre la hormonay los

sitios receptores puede ser explicada de las siguientes maneras:

1) - Existirian dos poblaciones de moléculas receptoras con distig

tas afinidades por la hormona. La población de menor afinidad

se encontraría en mayor concentración que la de mayor afinidad.

2) - Existirian dos sitios en la mismamolécula receptora, con dig

tintas afinidades por la hormona.

3) - Existiría un sólo tipo de sitios, pero habria interacción entre

los mismospor medio de un efecto cooperativo negativo. Este

efecto es comúnmentevisualizado comouna disminución de la afini­

dad entre la hormona y el receptor a medida que aumenta la ocupación

de los sitios receptores. Esto es, la unión de una molécula de hor­

monadisminuirá la afinidad por una nueva molécula entrante. En la

discusión posterior se evaluarán estas tres posibilidades.

Independientemente de la causa de la existencia de dos afinidades

por la hormonaen las preparaciones ensayadas, se puede establecer

una correlación entre los dos componentes deubindind'y la curva de

actividad de 1a adenilil ciclasa en función de la concentración de

L-T3 en el medio de incubación (Figura 33).

El efecto inhibitorio (15 al 25%)a bajas concentraciones de hormg

na podria estar mediado por el componentede alta afinidad, mientras

que la mayor inhibición observada a altas concentraciones de hormona

podria estar mediada por el componente de baja afinidad.
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II. 5.5 Aislamiento de complejos enzimáticos conteniendo

[1251] L-T3 unida.

En el experimento de la Figura #2 se demostró la
o II

asociación de las actividades de binding de [125I] L-T3 y de adeni
lil ciclasa determinando las mismas en cada una de las Fracciones

obtenidas de una centrifugación en gradiente de sacarosa. Ütro ti­

po de evidencia de la existencia de dicha asociación puede ser ob­

tenida indirectamente por incubación de una preparación de DEAEcon

la hormonaradioactiva y posterior purificación de los complejos

macromolecularea asociados con la L-T3 mediante dos etapas sucesi­
vas: centrifugación en gradientes de sacarosa y filtración en gel,

usando columna de Sephadex G 25. La Figura bh presenta los resulta

dos de un experimento de tales caracteristicas. En ausencia de ex­

[12511 L-T3 pre

senta asociación estable con dos picos macromoleculares con cona­

ceso de hormona no radioactiva, se encontró que la

tantes de sedimentación de 1,7 S y h,7 S. Este último se superpone

parcialmente al pico de actividad enzimática. La presencia de un

pico de unión "liviano" no coincidente con la actividad de ciclasa

habia sido ya observado en el experimento de la Figura #2. Por otra

parte, la presencia de hormona"Fria" en alta concentración en la

mezcla de incubación previa a las dos purificaciones, eliminó por

completo los dos picos de\bindingi confirmando la especificidad de

la unión detectada.
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II. 5.6 Efecto de compuestos análogos a la L-T1 sobre la

unión de [1251] L-T3.

Para poder correlacionar el efectoinhibitfliü de

la L-T3 sobre la adenilíl ciclasa y la capacidad de bindingfide la

L-T3 en las preparaciones enzimáticas, resulta importante estudiar
la especificidad estructural de la union de 1a hormonaal receptor.

El estudio fue abordado determinando 1a capacidad de un ELLEEÉincE

Dado con una cantidad constante de[j251] L-T3 y cantidades crecieg

tes de L-T3 y L-Th, asi como otros análogos de estas hormonas. En

la tabla 13 se encuentran las 10,5 para los distintos compuestos eg

tudiados. La IÜ'5 se define como la concentración del compuesto que
inhibe en un 50% la capacidad de bindino de [?25I]L-T3. Los resul­
tados de la tabla 13 muestran que si bien no existe una coincidencia

TABLA 13

' h . . II .
Desplazamiento del oindlng de [ I] L-T3 a una preparación S 105

por el agregado de L-T3 no radioactiva, o distintos compuestos es­

tructuralmente relacionados con la hormona.

Concentración de ligando no radio
COMPUESTO activo que provoca una dísminuciEn

del1ag % de la capacidad de“oínding’
de t I] L-T3

L-T3 a x 1o‘8 M

bra 1 x 1o’7 M

TRIAC 2 x 1o’6 M

MIT 10'“ M
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numérica extrictamente de los valores de 10,5 y la concentración
de compuesto que produce un 50 % de inhibición de la actividad

de adenilil ciclasa (Figura 35), se da cierto grado de correla­

ción entre la capacidad inhibitoriatt cada compuestosobre la en­

zima y la correspondiente de desplazar a la L-T3 de los sitios de

unión. Compuestos como el MIT y el DIT, que prácticamente no inn;

ben a la ciclasa, tampoco desplazan la Úzsfll:4¿ unida. La tirox;
na,que tenia un efecto inhibitorio menospotente que la triiodoti

ronina, tiene también un IÜ 5 mayor que el de la L-T3.

que sólo presentaba un efecto de inhibición a altas concentracio­

El TRIAC,

nes, desplaza un SÜ% del binding"a una concentración del orden de

10'6 M.

II. 6 Discusión.

Los resultados descriptos en esta sección indican que la

adenilil ciclasa soluble de testículo es inhibida por la triiodo­

tironina. Parte de estos resultados han sido publicados (23D, 231,

232). La hormona se comporta como un inhibidor reversible no com­

petitivo de la actividad enzimática y el efecto inhibitorio es apg

rentemente especifico ya que no se observa en ciclasas de otros te

jidos. Respecto de este último hecho podría pensarse que la L-T3

es capaz de inhibir a las ciclasas dependientes de Mn++,ya que el

efecto también fue observado en la adenilil ciclasa de espermatozoi

des (sección III) y en la ciclasa de Neurospora crassa (no mostra­
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do). Sin embargo en estos dos casos sólo se observó inhibición a

altas concentraciones de la hormona (1Ü-LM). En el caso de la en­

zima de testículo, la respuesta inhibitoria cubre un rango amplio
9de concentraciones de L-T de 10- a 1Ü_hM.3,

Si bien la mayor inhibición se encuentra a concentraciones de L-T3

por encima de 10-6M, el efecto observado a concentraciones cerca­

nas a las fisiológicas (15-25%)es consistentemente reproducible.

Un hecho importante es que la inhibición fue estudiada in vitro y

por lo tanto no es posible atribuir alguna significación fisiológi

ca al efecto encontrado. Noobstante los siguientes elementos pue­

den ser tomados en consideración:

1) - Las concentraciones de L-T3 llamadas "fisiológicas" correspog
den a los niveles hormonales en plasma (tabla 5). Nada se sa­

be acerca de la real concentración de L-T3 en el testículo, y mucho
menos en las células de la linea germinal. Además, no se puede des­

cartar que exista una compartimentalización de la hormonadentro de

la célula, de manera tal que, por ejemplo, en el compartimento ce­

lular en que se encuentra la adenilil ciclasa, la L-T3pueda alcan­

zar concentraciones muysuperiores a las del plasma. Existen eviden

cias de que en ciertos órganos de ratas normales tales comopulmón,

higado y riñón las concentraciones de L-T son respectivamente 2, 63

y 1G veces mayores que las del plasma (22h).

2) —Ademásdel efecto inhibitorio in vitro, en experimentos reali­

zados sin destrucción celular (Figuras 37 y 38) se demostró que
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la L-T3 es capaz de disminuir los niveles endógenos de AMPcíclico

en testíCulo. Llama la atención la gran capacidad de acumular [1251]

L-T3 del medio de incubación que poseen los trozos de testículo. Si

se observa la Figura 36 A, se verá que la curva de captación reali­

zada a baja actividad específica de hormonaradioactiva (10cpm/pmol)

llega a una "meseta" a los 60 minutos con una incorporación al te­

jido de unas 700.000 cpm de[125Í]L-T3. Este valor equivale a 70 nano

moles, o lo que es lo mismo, ASPg. Teniendo en cuenta que cada tro

zo de testículo incubado tenía un peso húmedode alrededor de 1g,

la concentración de hormona captada llegaría a ASFg/g de peso húmg

do, valor que resulta cuatro órdenes de magnitud mayor que el encog

trado en higado de rata (0,005 Fg/g) (22h)­

El efecto inhibitorio sobre la ciclasa de testículo es también espe

cifico en términos de la estructura hormonal. Respecto de esto se

comprobó que los compuestos más potentes desde el punto de vista fa;

macológico (L-T3, ísopropil diíodotironina y tiroxina) presentaron
la eficiencia más alta en términos de su capacidad para inhibir 1a

actividad enzimática. En cambio estructuras poco activas farmacoló­

gicamente como 1a mono y di iodotirosina no produjeron mayor efecto

inhibitorio.

Una posibilidad que no se puede descartar es que las hormonas tiro;

deas presenten 1a propiedad de inhibir a ciertas enzimas que utili­

cen nucleótidos de adenina comosustratos o comocoFactores. Al res

pecto ya se ha mencionadoen la Introducción el efecto inhibitorio
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in vitro descripto para algunas deshidrogenasas dependientes de NAD

(1b6,1h7) y para la fosfodiesterasa de AMPcíclico (160). De todos

modos este efecto no debe ser generalizado ya que en los experimeg

tos aqui descriptos (tabla 9) se demuestra que existen enzimas que

usan ATPcomosustrato (v.g. adenilil ciclasas de riñón, hígado,

cerebro y corazón) que no son inhibidas por las hormonas tiroideas.

La inhibición de la cíclasa soluble de testículo por las hormonas

tiroideas podría ser consecuencia de una interacción directa entre

la hormonay la molécula enzimática o alternativamente podria ser

el resultado de un fenómeno más complejo que involucrara moléculas

receptoras. Los experimentos de unión de [1251]L-T3 demostraron que

en todos los pagos de purificación ensayagos existe superposición

Eptre la actividad enzimática y 1a actividad ligadora de hormona.

En loSperfiles cromatográficos y de sedimentación mostrados en las

Figuras A1, h2 y Ab es posible observar por otro lado picos con a2

tividad de unión de L-T3 que no poseen actividad de cíclasa, pero

en todos los casos la actividad de cíclasa está acompañadapor ac­

tividad ligadora de hormona. Esto último, sumado al hecho de que

el efecto inhibitorio es observado en preparaciones enzimáticas

obtenidas después de tres pasos de purificación (DEAE,hidroxilapa

tita, gradiente de sacarosa) y que tal efecto no es anulado por el

pretratamiento de la enzima con agentes disociantes de proteinas

(ver tabla 12), podria indicar que la L-T está interactuando de
3

manera directa con la molécula de cíclasa, o bien con una molécula



receptora fuertemente unida a la misma.

Resulta interesante comparar el efecto de la L-T3 sobre la ciclasa
soluble de testículo con la inhibición in Vitro de la ciclasa de

membranas de tiroides descripta por Friedman gt_g¿ (15h). Ambos

efectos ocurren a altas concentraciones de L-T aunque en el caso3,

de 1a ciclasa de tiroides 1a inhibición sólo llega a un 50 % a con

centraciones de hormona del orden de 1Ü_hM. Por otro lado, mientras

la inhibición de la ciclasa de testículo es de tipo no competitivo,

la observada en membranasde tiroides es de tipo competitivo. El

efecto sobre la ciclasa de tiroides no parece estar mediado por un

receptor de membranaya que la inhibición se conserva aún después

de solubilizar la enzima con detergente.

Por último, es importante destacar que de todas las hormonas cono­

cidas hasta el presente que modifican 1a actividad de lasadenilil

ciclasas sólo se demostróefecto inhibitorio para la insulina en

membranas de panículo adiposo de epididimo de rata (27) y en membrg

nas de Neurospora crassa (2h). De tener algún significado fisioló­

gico el efecto descripto en esta tesis, la L-T3se convertiría en
la segunda hormonaconocida con capacidad de inhibir la sintesis de

AMPcíclico.
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III. CDMPARACIÜN ENTRE ALGUNAS PROPIEDADES DE LAS ADENILIL EICLASAS

HULUBLES DL TUBULÜÜ SEMINIFERÜS Y DE MEMBRANA DE ESPERMATÜZÜI­

DES.

Comofue mencionado en el capítulo V de la Introducción, los

espermatozoides presentan una actividad de adenilil ciclasa depen­

diente de Mn++,insensible a fluoruro y no estimulable por gonado­

trofínas. Esta ciclasa está localizada fundamentalmenteen la FraE

ción correspondiente a la membranaplasmática (112, 11h, 115). Dado

que las células de la línea germinal poseen una actividad de adeni­

lil ciclasa soluble y que representan los estadios precursores en

el proceso de formación de espermatozoides, pareció importante es­

tudiar algunas caracteristicas de la ciclasa de espermatozoides y

compararlas con las ya estudiadas para la ciclasa soluble de linea

germinal.

Los espermatozoides fueron obtenidos de la siguiente manera: las por

ciones caudales de los epidídimos de cinco ratas fueron cortadas en

trozos y sumergidas en 50 ml de una solución conteniendo buffer TRIS­

HCl 1ÜmM pH = 7,h, NaCl 1hÜ mM, Mg SU Ü,5mM, CaCl 0,15 mMy albÉA 2

mina sérica bovina 0.1 % (p/v).

Los trozos fueron dejados a temperatura ambiente durante 15 minutos

(los espermatozoides se dispersan en el líquido por su propia moví­

lidad) y la suspensión fue luego filtrada por "seda china". E1 fil­

trado fue centrifugado a 27Dx g durante 5 minutos. El sobrenadan­

te se descartó y el sedimento fue "lavado" tres veces con la solución



197

mencionadamediante sucesivas resuspensiones y centrifugaciones.

El sedimento de la última centrífugación fue resuspendido en 1D

volúmenes de Buffer A y se homogeneizó en un desintegrador de te­

jidos. La observación microscópica de la preparación desintegrada

mostró colas sueltas, un 1D% de cabezas intactas y gran cantidad

de material granular amorfo. Este homogeneizadofue centrífugado

a 27D x g durante 1D minutos y el sobrenadante obtenido Fue centrl

Fugado a 105.000 x g durante 90 minutos. El sedimento de esta últi

ma centrifugación Fue utilizado comoFuente de enzima y será deno­

minado P 105.

III. 1 Efecto de la L-T3sobre la actividad de la adenilil ci­

clasa de espermatozoides.

En la sección II de los Resultados se ha descripto en

detalle el efecto inhibitorio que ejerce la L-T3sobre la actividad
de ciclasa soluble de testículo.

Aúncuando esta inhibición no tuviera implicancias fisiológicas, los

resultados descriptos Üdican que es específica para la enzima de

testículo y no se detecta en ciclasas de otros tejidos adultos de

la rata. Este hecho puede servir para caracterizar y distinguir s

la molécula de adenilil ciclasa soluble de testículo del resto de

los sistemas de ciclasas unidos a membranasde células de mamíferos.

Si la adenilil ciclasa de espermatozoides estuviera genéticamente

relacionada con la enzima soluble de testículo, la primers debería

ser sensible a la inhibición por L-T3 al igual que la segunda. Bon
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el objeto de explorar esta posibilidad, se estudió la actividad de

la adenilil ciclasa de espermatozoides en Función del tiempo, usan

do Mg++o Mn++como catión divalente y la presencia o ausencia de

L-triiodotironina a una concentración de 1Ü-hM.Los resultados se

encuentran en la Figura AS. La actividad enZimática en presencia

de Mg++es sólo un 2 % de la detectada en presencia de Mn++. Por

otra parte el fluoruro no ejerce ningún efecto sobre la actividad,

cualquiera sea el catión divalente utilizado. El agregado de L-T3

a una alta concentración (10-AM)produjo una inhibición de la act;

vidad de ciclasa del orden de 85 %, tanto en ausencia como en pre­

sencia de F_1DmM.Es interesante destacar que, al igual que la en­

zima soluble de testículo, la actividad de ciclasa de membranasde

espermatozoides es lineal hasta por lo menos 20 minutos de incuba­

ción a 37°C. La inhibición por la L-T3 ocurre desde el comienzo de

la reacción, indicando nuevamenteun tipo de interacción rápida entre

la enzima y la hormona. El porcentaje de inhibición de la enzima

de espermatozoides a una concentración de L-T de 10-AMes del mig3

mo orden que el observado para la enzima soluble de testículo a

la misma concentración de hormonas. Sin embargo, a concentraciones

de L-T3 menores que 10-6Mprácticamente no se observó efecto inhi­

bitorio sobre la enzima de espermatozoides (no mostrado). Este hecho

podría descartar una implicancia fisiológica de lashormonastiroi­

deas sobre la ciclasa de esperma, pero nos permite establecer la

existencia de una similitud funcional entre esta última y la ade­



199

. T n

100- —

É 75 — _
k

8 O
.s
E o\

¿"30
É 50- _
V

Y
V)'ï
Qa
“J 9

25— / ­í
g A__———"'—————————e//
A a- a

o ¿5 5,0 10,0 20,0

PflNUTOS

Figura h5:— Actividad de ciclasa de un P 105 de espermatozoides en
funcion del tiempo de íncubacion. ++
(0), ensayo realizado en presencia de Mn ; (¿9 ensayo
realizado en presencia de_ün con el agregado de L-T
a una concentración de 1D M; “3) ensayo realizado en
presencia de Mg . Los símbolos llenos corresponden a
incubaciones suplementadas con F a una concentración
de 1D mM.



200

nilil ciclasa soluble de testículo.

III. 2 Dependencia de la concentración de sustrato.

La Figura #6 muestra un gráfico de inversas de las ve

locidades de reacción en Funcion de las inversas de las concentra

ciones de ATPen la mezcla de incubación para las actividades de

adenilil ciclasa de un E_1Qá de testículo y un ELJQÉde esperma­

tozoides. En presencia de una concentracion Fija de Mn++,superior

a la que Forma el complejo Mn ATP2—,ambas enzimas preSEntan una

dependencia michaeliana de las velocidades iniciales respecto de

la concentración total de ATP. Debido a que no se conoce con pre­

cisión la concentración molar de las enzimas en las preparaciones

ensayadas, las velocidades máximasde ambas enzimas resultaron di

ferentes, pero la afinidad por el sustrato resultó ser idéntica

(ambas presentan una HmATP= 1 mM.). El valor de las constante de

Michaelis determinado para estas dos enzimas es mayor que el descrip

to en la literatura para las adenilil ciclasas de membranasensibles

a hormonas, el cual se encuentra en el orden de 0,01 mM(211). Esto

último, puede ser considerado comouna caracteristica diferencial

del comportamiento de ambas enzimas, respecto de otras adenilil ci
clasas de mamíferos.

III. 3 Solubilizaciún de la adenilil ciclasa de espermatozoides

por tratamiento con detergentes.

Según se ha comentado previamente, la diferencia funda­
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mental entre las adenilil ciclasas de células germinales y de espe;

matozoides radica en su localización intracelular. La primera se en

cuentra en el citossl, mientras que la segunda está asociada a 1a

membranaplasmática. Con el objeto de conocer el tipo de interacción

existente entre la adenilil ciclasa de espermatozoides y la membra­

na, se inCubaron (a AUCdurante 20 minutos) alícuotas de un E_1QÉ

con una solución de buffer A conteniendo distintas concentraciones

de NaCl o los detergentes no iónicos BRIJ 58 y Triton X-1ÜÜ. A1 fi

nalizar las incubaciones, las alicuotas fueron centrifugadas a

105.000 x g durante 60 minutos. Los sobrenadantes fueron separados

y los prscipitados fueron resuspendidos en buffer A, midiéndose 1a

actividad de ciclasa en ambos. Los resultados se encuentran en la

tabla 1h.

Comopuede apreciarse, el tratamiento con buffer A libera al sobre

nadante un 13 % de la actividad total de ciclasa. El aumento de la

fuerza iónica la solución de lavado de las membranas del ELJQÉno

produce mayor solubilización de la enzima (1D al 1h%). En cambio,

el tratamiento de las membranascon detergentes no iónicos produce

una real solubilización de la enzima, del orden del 50%para el

BRIJ 58 y el TRITÜNX 100 a concentraciones finales del 1 y 2 % (p/v)

respectivamente. Estos datos índicarían que la adenilil ciclasa de

espermatozoides no es una proteina de las llamadas periféricas o

"débilmente unidas" a la membrana, sino que presenta una unión del

tipo de las proteinas intrínsecas o integrales de membrana,ya que

solamente es solubilizada con agentes disruptores de las interaccio
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TABLA 1A

Bolubilización de la actividad de adenilil ciclasa de membranasde
espermatozoides. En la tabla figura 1a actividad de ciclasa en el
precipitado y en el sobrenadante de una centrifugación a 105.000 x g
de un P 105 tratado con NaCl, Brij 58 o Triton X 100. 0tros detalles
se encuentran en el texto.

ACTIVIDAD DE ADENILIL CICLASA
TRATAMIENTÜ pmoles totales/m1 % en el

precipitado sobrenadante sobrenadante

BUFFER A 6,95 1,0h 13

+ NaBl 0,1 M 6,07 1,ou 1h

+ NaCl 0,2 M 5,9h 0,78 11

+ Na01 1,0 M 8,19 1,30 13

+ NaCl 1,5 M 8,12 0,91 10

+ 8RIJ 58 0,1 % 5,8h 1,h5 20

+ BRIJ 58 1 % 3,88 u,11 51

+ Triton X100 2 % 3,57 3,93 52

nes hidrofóbicas (detergentes).

III. ALgtggpentrifoggción en gradientes de sacarosa.

Con el objeto de comparar los coeficientes de sedimen­

tación de las adenilil ciclasas de espermatozoides solubilizadas con

Triton X 100 y citosólica de células germinales, se realizaron cen­

trifugaciones en gradientes de sacarosa del 5 al 20 % (p/v) conte­
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niendo Triton X100 al 0,5 % (p/v) (Figura Q7, B y 0). Comocontrol,

se corrió un gradiente de la ciclasa soluble de testiculo sin deter

gente (Figura A7, A).

Aproximadamente un h0 % de la actividad de ciclasa de espermatozoi

des solubilizada con Triton sedimentó en un pico con un coeficieg

te de sedimentación de h,3 S, valor idéntico al obtenido para la

enzima soluble de testículo corrida en las mismascondiciones (Ei­

gura A7, B y 0). El 60 % restante de la actividad enzimática sed;

mentó en el Fondo del gradiente. Si se comparan las figuras A7 A y

B, sepuede observar que la presencia del detergente no iónico no

alteró el coeficiente de sedimentación de la enzima soluble de tes

tículo. Sin embargo, la presencia de Triton en el gradiente provg

có la aparición de parte de la actividad de la enzima soluble sem

brada, en el fondo del gradiente (Figura A7,B). El hecho de que

tanto la ciclasa citosólica comola de membranasolubilizada hayan

presentado actividad en el fondo de los gradientes, cuando éstos

contenían Triton X 100 puede ser interpretado en términos de una

formación de agregados macromoleculares entre la enzima y el deter

gente. Se descartó la posibilidad de que la actividad encontrada

en el Fondo del gradiente corresponda a una forma enzimática de

alto coeficiente de sedimentación ya que, de ser asi, dicha Forma

debería tener un coeficiente mayor de 11 S, lo cual significaría

un tamaño excesivamente grande, no descripto para ninguna adenilil

ciclasa de membranas(los 520,“ para las ciclasas de membranasso­
lubilizadas con detergentes oscilan entre 6,0 y 7,5 S). En base a
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las consideraciones anteriores, podemosconcluir que las ciclasas

de espermatozoides y citosblica de linea germinal presentan el mig

mocoeficiente de sedimentación. Por otra parte, la ciclasa cito­

sólica de testículo sería una molécula con poca capacidad de unir

detergente ya que su coeficiente de sedimentación no varía por la

presencia del mismoen el gradiente. Este hecho es interpretado c2

mo una escasa hidrofobicidad en la molécula y está de acuerdo con

el volumen especifico parcial obtenido de 0,7h ml/g (ver sección

I.h.2) que es característico de proteinasglobulares solubles.

III. h Discusión.

Los experimentos descriptos en esta sección proporcig

nan información adicional sobre las similitudes ya conocidas entre

las actividades de adenilil ciclasa soluble de testículo y de mem­

branas de espermatozoides. Las dos actividades son dependientes de

Mn++e insensibles a fluoruro, nucleótidos de guanosina y toxina

del cólera. En esta tesis, se ha demostrado que ambas enzimas son

sensibles a la inhibición por L-T3 (Figura #5), que presentan la

misma km para el ATP (Figura AS) y que probablemente poseen el mig

mo tamaño (Figura A7). Además se pudo comprobar que la ciclasa de

espermatozoides es una proteina intrínseca de membranasya que sólo

es solubilizada por la acción de detergentes.

En el trabajo de Braun y Dods de 1975 (h) se lanzó por primera vez

la idea de que la ciclasa de la línea germinal podia representar
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tozoídes. Las similitudes encontradas entre ambasenzimas podrian

reforzar esta hipótesis. Sobre todo teniendo en cuenta la similitud

en el tamaño de las dos ciclasas. Cabe destacar en este sentido que

la enzima de espermatozoides presenta un coeficiente de sedimenta­

ción de h,3 S que, además de ser idéntico al de la ciclasa soluble

de testículo, es sensiblemente menorque los hallados para las ci­

clasas tipicas de membrana,que oscilan entre 6,0 y 8,0 S (ver ta­

bla 8 Bis). Estos hechos confirmarian que pese a ser una ciclasa

de membrana, la enzima de espermatozoides presenta más similitudes

con la ciclasa soluble de la linea germinal que con las ciclasas de

membranade otros tejidos. El proceso de incorporación de proteinas

a las membranaso el pasaje de proteínas a través de las mismas pa­

ra ubicarse en distintos compartimentos celulares recibe el nombre

de translocación. El mecanismopor el cual ocurre esta translocación

ha sido objeto de numerosos estudios en los últimos años (para una

revisión ver 225). Existen básicamente dos modelos de translocación:

co-traduccional y Eost-traduccional. En el primer caso la proteína

va penetrando en la membranaa medida que es sintetizada por el ri­

bosoma. Las proteinas que se sintetizan mediante este mecanismoge­

neralmente presentan en su extremo N-terminal una secuencia de ami­

noácidos de composición predominantemente hidrofóbica llamada HÉR­

tido señal. De este manera, el péptido naciente es dirigido por di

cha secuencia hidrofóbica hacia el interior de la membrana,de tal

modoque las proteinas que se translocan co-traduccionalmente son
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sintetizadas en polisomas unidos a membrana(226). En el segundo

caso, la proteina se sintetiza en forma completa antes de ser trans

locada. Esta síntesis ocurre en los ribosomas libres y determina

la existencia de una forma soluble transitoria de una proteina cuyo

destino final está en la membranao en algún compartimento u or­

ganela para llegar al cual debe atravesar una membrana(227). Esta

forma soluble transitoriatendríauna secuencia hidrofóbica, no ex­

puesta, ocluida en el interior de la molécula. Según la hipótesis

del "gatillado" de Mickner (227), al tomar contacto con la membrg

na (quizás con alguna molécula receptora especifica) la forma so­

luble sufriría un cambio conformacional que expondría la secuencia

hidrofóbica permitiendo asi la translocación.

Si bien hasta el presente no existen datos experimentales al res­

pecto, se podria especular que la adenilil cíclasa de membranasde

espermatozoides fue translocada por un mecanismode tipo post-tra­

duccional siendo su precursor soluble la cíclasa soluble de las cg

lulas de la linea germinal de testículo.
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IU. PURIFICACIÜN PARCIAL Y PROPIEDADES DE LA ADENILIL BICLASA SÜLU­

BLE DE NEURDSPDRA CRASSA.

Comoya fue comentado en la Introducción (capitulo VII), Flawiá

y Torres describieron en una serie de publicaciones, la existencia

de una actividad de adenilil ciclasa asociada a membranasde 1a mu­

tante "slime" de Neurospora crassa. Esta enzima es dependiente de

Mn++e insensible al fluoruro, la toxina del cólera y los nucleóti

dos de guanosina. Tales propiedades fueron posteriormente demostrg

das en ciclasas de eucariotes inferiores, a saber: MucorRouxii

(212), Blastooladiella emersoni (213), Saccharomycescerevisiae (21A)

y Trypanosomacruzi (215). La cepa "slime" fue utilizada por los

autores mencionados en virtud de que al carecer de pared celular,

las células pueden ser rotas con mayor facilidad y de esta manera

obtener membranasplasmáticas con alto grado de pureza y buen reg

dimiento. Lascepas miceliales de N.crassa también poseen una acti­

vidad de adanilil ciclasa. Sin embargo, las caracteristicas de esta

actividad enzimática no han sido estudiadas en detalle. Se conocen

Fundamentalmente dos propiedades:

1) —la actividad enzimática es estrictamente dependiente de Mn++,y

2) - esa actividad está ausente en las cepas de fenotipo "crisp"

portadoras de la mutación cr-1 (ver Introducción).

Experimentos preliminares mostraron que cierta proporción de la ac­

tividad de ciclasa de un homogeneizadode la cepa salvaje de N.crassa

(StL.7b) permanecía en el sobrenadante de una centrifugación a
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1U‘.UÜÜx g durante 60 minutos. Este hecho podría indicar la exis­

tencia de una forma soluble de adenilil ciclasa en el hongo. Esta

forma soluble tendría, por lo tanto,propiegages similares a las_

de la adenilil ciclasas citosólica de testículo en cuanto a su lo

calización y requerimientos de catión divalente, y diferentes de

los conocidos para los sistemas de ciclasas de membranassensibles

a hormonas. Por lo tanto, se podría aceptar especulativamente que

los sistemas de adenilil ciclasas dependientes de Mn++son carac­

terísticos de los organismoseucariotes primitivos y de las célu­

las germinales del testículo de mamíferos, y que un rasgo peculiar

de estos sistemas es la presencia de actividad catalítica en frag

ciones solubles. Deser cierta tal afirmación, cobra importancia

el estudio de los parámetros moleculares de la forma soluble de la

adenilil ciclasa de Neurospora y su comparación con los encontrados

para la ciclasa citosólica de testículo.

IV. 1 Identificación de una forma soluble de la adenilil cicla­

sa en las cepas miceliales de N.crassa.

El primer enfoque experimental estuvo destinado a estable

cer fehacientemente la existencia de una forma soluble de ciclasa

en Neurospora. Para ello serealizó un fraccionamiento de un homoge­

neizado de micelio de la cepa StL 7h, mediante centrifugación dife­

rencial. Los micelios fueron homogeneizadossegún se describió en

Materiales y Métodos. El extracto fue centrifugado a 1.100 x g du­

rante 1Üminutos y el sobrenadante obtenido fue sometido a centri­

fugación a 12.000 x g por 1Dminutos. El sobrenadante de esta últi­
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ma centrifugación fue centrifugado a 105.000 x g por 120 minutos.

Los resultados de este experimento se encuentren en la tabla 15.

TABLA 15

Distribución de la actividad de adenilil ciclasa después de una cen
trifugacíón diferencial de un micelio de la cepa StL-7h. Los sedi­

mentos de cada centrifugación Fueron homogeneizados en Buffer A.

ACTIVIDAD DE ADENILIL EICLASA

FRACCION VÜLUMEN PRÜTEINA TOTAL ESPECIFICA

(ml) (mg) (pmoles/min) (pmoles/min/mg Prot)

Homogenato 35 507 1907 3,7

1.1ÜÜxg(sedimento) 15 ZÜÜ 11AÜ 5,7

12.ÜÜÜxg(sedimento) h 28 356 12,7

1ÜS.ÜÜÜxg(sedimento) 1D 91 2060 22,7

105.ÜÜÜxg sobrena- 23 163 1AÜ3 8 6
dante ’

De los datos incluidos en la tabla 15 puede concluirse lo siguiente:

1) - La suma de las actividades totales de las fracciones de centri

fugación es muchomayor que la actividad total del homogenato

inicial. Este hecho indicaria la presencia de un inhibidor (es) de

la ciclasa en el homogenato. Probablemente este inhibidor sedimente

a baja velocidad y se encuentre en las fracciones de 1.100 x g y/o
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12.000 x g.

2) —La fracción con mayor actividad (total y especifica) es el ag

dimento de 105.000 x g (microsomas y membranas plasmáticas).

Sin embargo encontramos una cantidad considerable de enzima en el

sedimento de 1.100 x g. Esta fracción corresponde a núcleos, cé­

lulas no rotas y pared celular. La presencia de actividad en esta

Fracción podria deberse a una ruptura incompleta del micelío, o a

la adhesión a la pared celular de trozos de membranaplasmática.

3) —Un hÜ % de la actividad de ciclasa presente en el sobrenadan­

te de 12.000 x g, permanece en la Fracción soluble después de

la centrifugación a 105.000 x g por 60 minutos.

Por otro lado es importante destacar que al someter dicha fracción

soluble a una nueva centrifugación a 105.000 x g durante 180 minu­

tos, el 9B % de la actividad permaneció en el sobrenadante.

Bon el fin de determinar si la existencia de una forma soluble de

adenilil ciclasa era una propiedad exclusiva de la cepa salvaje StL

7h de N.crassa o si era una caracteristica comúnde las cepas mice­

liales, se realizaron centrifugaciones diferenciales de micelios de

las cepas salvajes FGSC927, 2218, 1757 y 681. Los porcentajes de

la actividad enzimática encontrada en el sobrenadante de 105.000 x g

respecto de la presente en el sobrenadante de 12.000 x g por cada

cepa se encuentran en la tabla 16.

En todas las cepas, la enzima se mantuvo en la fracción soluble des

pués de una recentrifugación a la misma velocidad durante 180 minu­

tos.
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TABLA 16

Porcentaje de la actividad de adenilil ciclasa que permanece en un
sobrenadante de 105.000 x g respecto de la presente en un sobrena­
dante de 12.000 x g en distintas cepas miceliales de N.crassa. Las
condiciones del fraccionamiento fueron descriptas en el texto y en
Materiales y Métodos.

ADENILIL CICLASA
CEPA

% DE ACTIVIDAD EN EL s 105

StL 7a 32,0

chc 987 26,5

chc 2213 20,2

chc 1757 23,7

chc 691 2A,8

La presencia de una forma soluble de adenilil ciclaaa en NeurosEora

crassa puede ser interpretada de diferentes maneras. Una de ellas es

que las formas sedimentable y soluble representen dos enzimas dife­

rentes, codificadas por distintos genes. Esta posibilidad quedaria

descartada por la siguiente evidencia: la actividad de ciclasa de

la cepa FGSC#88 es despreciable tanto en las fracciones del sedi­

mento como del sobrenadante de una centrifugación a 105.000 x g.

Cabe recordar que en esta cepa, portadora de la mutación cr-1, y

que presenta fenotipo crisp, los niveles miceliales de AMPcíclico

son diez veces más bajos que los de las cepas que llevan el gen cr-1

salvaje. Al estar ambasactividades, soluble y sedimentable, afec­
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Lanas por la presencia de una mutación en un único locus (cr-1) se

puede concluir que son dos formas de la misma molécula enzimática

con diferente localización celular.

Otra posibilidad es que la forma soluble de adenilil ciolasa sea

consecuencia de un proceso de proteólisis a partir de la forma uni

da a membrana.Para analizar esta hipótesis se realizó el siguien­

te experimento. Los micelios de dos cepas salvajes (StL 7h y FGSC

1757) fueron homogeneizados en buffer A conteniendo o no los inhi

bidores de proteasas PMSF(Fenil metil sulfonil fluoruro) a una

concentración final de 5 mMo Trasilol a una concentración de 1.000

U/ml. En 1a tabla 17 (experimento 1) se expresaron los valores por­

centuales de actividades presentüien las fracciones P 105 y S 105

de la centrifugación de un sobrenadante de 12.000 x g de cada homo

geneizado.

Puede apreciarse que tanto el Trasilol comoel PMSF,a las altas

concentraciones utilizadas, reducen a la mitad la actividad de ci­

clasa recuperable en el sobrenadante de 105.000 x g de la cepa StL

7h. El efecto también se observa en la cepa FGSE1757, pero el gra­

do de reducción es menor. Estos resultados indicarian que la apari­

ción de actividad de adenilil ciolasa en la fracción soluble podria

ser debido, al menosen parte, a un proceso de proteúlisis. Tal pro

teólisis podria afectar directamente a la proteina enzimática o a

otra proteina de membranaa la cual estuviera unida la cíclasa.

Por otra parte existe la posibilidad de que la adenilil ciolasa de

Neurospora ses una proteina de las llamadas periféricas de membrana.
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TABLA 17

Efecto de los inhibidores de proteasas sobre la distribución de la

actividad de adenilil cíclasa en micelios salvajes.

ACTIVIDAD DE ADENILIL CICLASA
A 8 C

EXP_ SEPA FRACCION SIN INHIBIDÜR a TRASILÜL(1ÜÜDU/m1; PMSF (5mM) a
TÜTAL ESPECIFICA TÜTAL ESPECIFICA TÜTAL ESPECIFICA

(96) (96)

StL 7h P 185 87,5 A1,5 83,8 8A,8 85,1 5A,9

S 185 32,5 8,5 18,2 A,1 1A,9 A,7

1

FCSC 1757 P 185 78,1 A3,7 81,1 58,8 85,3 A3,A

S 185 23,9 5,8 18,9 3,1 1A,7 2,8

StL 7A P 185 18,1 28,2 28,1 38,8 29,A AA,3

S 185 83,9 18A,8 71,9 98,8 78,8 98,3
2

FSSC 1757 P 185 35,A 22,8 38,9 A1,7 A7,1 82,8

S 185 8A,8 77,5 89,1 118,8 52,9 5A,7

P 185 89,2 23,8
3 StL 7A

S 185 38,8 21,8

(a) pmoles de AMPcíclico producido por minuto por mg de proteina.

Eerrimento 1:- Actividades enzimáticas en fracciones obtenidas por
centrifugacion a 105.000 x g por 60 minutos de un sobrenadante de
12.000 x g preparado a partir de micelios homogeneizados en buffer A,
conteniendo o no inhibidores de proteasas. Los sedimentos (P 105) Fog
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ron resuspendidos en la misma solución buffer usada en la homoge­
neización.
Experimento 2:- Alicuotas de los P 105 resuspendidas del experi­
mento 1 fueron ajustadas a una concentración final de NaCl de 0,5 M
y recentrífugadas a 105.000 x g durante 60 minutos. Los sobrenadag
tes fueron separados y los sedimentos fueron resuspendidos en bu­
ffer A conteniendo NaCl a una concentración de 0,5 My el inhibidor
de proteasas correspondiente.
Ex erimento 3:— Una alícuota del P 105 resuspendido del experimen­
to 2 fue nuevamente centrifugada a 105.000 x g por 60 minutos. Des­
pués de esto, el sobrenadante fue separado y el precipitado fue re­
suspendido en buffer A conteniendo NaCl a una concentración de 0,5 M.

Esto es, que estuviera débilmente unida a la membranay que parte

de la actividad enzimática se liberara al sobrenadante durante los

procesos de homogeneización y centrifugación diferencial. De ser

así, la actividad de ciclasa deberia ser extraïkapor tratamiento

de las fracciones sedimentables con soluciones salinas de alta fue;

za iónica. El experimento 2 de la tabla 17 muestra que el tratamieg

to de las fracciones sedimentadas y resuspendidas (P 105) del expe­

rimento 1 con una solución de buffer A conteniendo Na01 a una con­

centracion de 0,5 Mprovoca una solubilización del Bb % de la act;

vidad para la cepa StL 7h y de un 65 % para la cepa FGSC1757 (exp.

2 columna A). Ademásse observa que la presencia de los inhibidores

de proteasas no reduce mayormentela extracción por alta fuerza ig

nica (exp. 2, columnas B y C).

Valga como ejemplo lo que ocurre con la cepa StL 7h. Mientras, como

ya se mencionó, los inhibidores de proteasas reducían en un 50 % la

cantidad de enzima recuperable en el sobrenadante de un homogeneíze
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do realizado a baja fuerza iónica, los mismosinhibidores solo re

ducen en un 15 % la cantidad de enzima extractable con soluciones

salinas de alta fuerza iónica.

En base a los resultados de la tabla 17 se decidió realizar el si

guiente experimento: en lugar de solubilizar la actividad de cicla

sa por tratamiento de un P 105 con soluciones conteniendo NaEl en

presencia o ausencia de inhibidores de proteasas, se realizaron

homogeneizaciones de micelios de Neurospora directamente en solu­

ciones buffer conteniendo NaCl 0,5 M, en ausencia o con el agrega­

do de un inhibidor de proteasas (PMSFo trasilol). Luego se practi

co una centrifugación diferencial y se midió actividad de adenilil

ciclasa en las fracciones obtenidas. Los resultados pueden verse

en la tabla 18.

Los valores de la tabla 1B nos muestran que cuando las homogeneizg

ciones son realizadas en buffer de alta fuerza iónica, un 50 % de

la actividad de ciclasa presente en un sobrenadante de 1ÜÜÜx g es

recuperada en el sobrenadante de 105.000 x g. Además, este porcen­

taje no es prácticamente alterado por la adición de inhibidores de

proteasas al buffer de homogeneización.

Hasta aqui podemosconcluir que, independientemente de la existencia

de un proceso de proteólisis, la enzima en estudio EE se comporta

como una proteina integral de membrana, aino más bien como una pro

teina débilmente unida a la fracción sedimentable. Esta afirmación

puede ser corroborada si ae analizan loa resultados del experimento
3 de la tabla 17.
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TABLA 18

Distribución de la actividad de adenilil ciclasa en las fracciones

de una centrifugación diferenciala de homogeneizsdosde micelios de

Neurosgora StL 7h realizados en buffer de alta fuerza iónica, con o

sin el agregado de inhibidores de proteasas.

INHIBIDÜR ACTIVIDAD DE ADENILIL CICLASA

PRüggASAS FRACCIONES TOTAL %(pmoles/min)

CRUDÜ 6953

P 1Ü.ÜÜÜ 609 8
NÜ

P 105.000 3225 A3

5 1ÜS.ÜÜÜ 3675 A9

CRUDÜ 10860

P 10.000 82A 7
PMSF

(5mM) P 1D5.ÜÜÜ 5552 A7

S 1Ü5.ÜÜÜ 53A3 A6

CRUDÜ 10132

P 1Ü.ÜÜÜ 2500 21
TRASILÜL

(1ÜÜ U/ml) P 105.000 A356 37

5 105.000 A77Ü A2

a Tres porciones de 15 g (peso húmedo) de micelio fueron homogenei­
zadas cada una en 20 m1 de buffer A conteniendo NaBl 0,5 M, NaCl
0,5 M + PMSF 5 mMy NaCl 0,5 M + Trasilol 1DG U/ml respectivamen­
te. Los homogeneizsdos fueron sometidos a una centriFugación difg
rencial a 1000, 10.000 y 105.000 x g. El sobrenadsnte de 1000 x g
fue considerado fracción "cruda". Los precipitados fueron resuspen
didos en las soluciones buffer de homogeneizacióncorrespondientes.
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Ellos muestran que "lavando" con solución buffer conteniendo NaCl,

la fracción correspondiente al P 105 del experimento 2, aún es pg

sible solubilizar un 3D% adicional de enzima. Si se observan los

resultados de la columna A para la cepa StL 7h siguiendo consecuti

vamente los 3 experimentos se puede razonar que si se parten de un

1DGpor ciento de actividad enzimática presentes en un sobrenadan­

te de 12.000 x g y se hacen consecutivamente, una centrifugación a

105.000 x g y dos "lavados" de la fracción sedimentable con solucig

nes de NaCl, se llegará a tener sólo 7,5 por ciento de actividad

en la última fracción sedimentsble, habiendo pasado a la fracción

soluble el 92,5 por ciento restante.

IV. 2 Propiedades cinéticas de la forma soluble de le adenílil
ciclasa de N.crassa.

La actividad de la ciclasa soluble de N.crassa fue desprg

ciable cuando los ensayos fueron realizados en presencia de Mg++en

lugar de Mn++.Por otra parte, no hubo efecto de activación cuando

las mezclas de reacción fueron suplementadas con fluoruro, GTPo

GMPP(NH)P. Tampocose detectó activación al preincubar o ensayar

las preparaciones enzimáticas en presencia de toxina del cólera (pre

tratada o no con ditiotreitol) ya sea en presencia o ausencia de NAD.

La actividad enzimática mostró su óptimo en el rango de pH compren

dido entre 6,2 y 7,h unidades (resultados no mostrados).
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Una manera de comprobar que la actividad de adenilil ci­

clasa asociada a la fracción soluble corresponde a una enzima autén

ticamente soluble y que no se trata de una enzima unida a pequeñas

vesículas membranosasno sedimentables, consiste en someter la ac­

tividad enzimática mencionada a un proceso de purificación median­

te métodos utilizados comúnmentepara proteinas solubles. De sous;

do con esto, la actividad de adenilil ciclasa de un É_1gá de la cg

pa StL 7h fue sometida a una cromatografía de intercambio iónico

en columna de DEAE-celuloaa. La Figura ABmuestra el perfil de e12

ción de la columna. Se ve que la actividad de ciclasa eluye en un

único pico bastante estrecho a una concentración de NaCl de aprox;

madamente 0,27 M. Las dos fracciones con mayor actividad enzimáti­

ca Fueron combinadas. La preparación resultante fue precipitada con

sulfato de amonio, dializads y filtrada a través de una columna de

Bio Gel A 5m (experimentos preliminares habian mostrado que la ac­

tividad de ciclasa se excluia de columna de Bio Gel A D,5m y 1,5m).

Ademásde comprobar la autenticidad del carácter soluble de la enzi

ma, la filtración en gel tuvo por objetivo obtener el valor del ra­

dio de Stokes de la ciclasa. Es por eso que se incluyeron proteinas

marcadores en la preparación sembrada. El perfil de elución de esta

columna está graficado en la Figura #9. La ciclasa eluye en un uni

co pico que precede a la fl)galactosidssa, con una kE de 1,63. Este1

valor corresponde a un radio de Stokes de 7,3 nm (Figura #9, inser­
to).
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Después de los dos pasos anteriores la enzima se purificó unas #6

veces (ver tabla 19). El pasaje por DEAE-celulosaparece eliminar

un inhibidor existente en el sobrenadante de 105.000 x g, ya que

el rendimiento de esa etapa es de un 223 % respecto del ÉLJQÉ. El

rendimiento del pico de actividad del Bio Gel A 5m es un 78%res­

pecto del S 105 y sólo un 35 % respecto del pico de actividad de

la DEAEcelulosa.

TABLA 19

Purificación parcial de la adenilil ciclasa soluble de Neurospora

crassal cepa StL 7h.

ACTIVIDAD DE ADENILIL CICLASA

FRACCION PRÜTEINA TOTAL RENDIMIENTO ESPECIFICA PURIFICACIÜN
(mg TÜTALES)(pmoles/min) % (pmoles/min/ VECES

mg prot)

S 105 188,b 1860 100 9,87 1

DEAE-celulosa 20,0 A160 223 208,00 21

Bio-Gel A 5m 3,2 1L.55 7B ¿+51,86 ¿.6

Con el objeto de conocer el coeficiente de sedimentación y el volu­

menespecifico parcial de la enzima, se realizaron ultracentrifuga­

ciones en gradientes de sacarosa hechos en HZÜo 020. La Figura 50
muestra el perfil de sedimentación de la actividad de ciclasa de una

preparación de DEAEen ambos tipos de gradientes.
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de hidrcgenasa (L). En el gráfico insertado se encuegtra la relación entre los coeficientes de sedimentación
(S) y la posición en los gradientes de la ciclasa «3)
y las proteinas marcadcras (O). Las condiciones expe­
rimentales fueran descriptas en Materiales y Métcdcs.
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Las constantes de sedimentación fueron las mismas en ambos gradieg

tes, presentando un valor de 6,25 S (inserto de la Figura 50). Este

hecho indica que la oiolasa y las proteínas marcadoras tienen eseg

cialmente el mismovolumen especifico parcial, 0,7h ml.g-1, que es

característico de las proteinas globulares solubles. En base a los

datos obtenidos se pudo calcular un peso molecular de 202.000. En

la tabla 20 se encuentran los parámetros hidrodinémioos y moleculg

res de la adenilil oiclasa soluble de NeurosEora. Los valores de

EStDSparámetrnBson similares a los de las ciolasas de tejidos de

mamíferos solubilizadas con detergentes (ver Discusión).

TABLA 20

Parámetros hidrodinámioos y moleculares de la adenilil oiclasa so­

luble de NeurosEora orassa.

PARAMETRÜ VALÜR

520,“ (S) 6,25

a (nm) 7,3

V (ml.g—1) ont.

PM 202.000

f/fo 1,65

pI h,65
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Por otro lado se determinó el punto isoeléctrico de la enzima me­

diante un electroenfoque en capa delgada realizado entre pH h,Ü y

6,0. La preparación enzimática sembrada fue un sobrenadante de

105.000 x g. La Figura 51 presenta el perfil de elución de dicho

electroenfoque. Se obtuvo un único pico de actividad enzimática a

pH = h,65, que no coincide con la banda de tinción mayoritaria con

azul de Eoomassie.

IV. A Discusión.

Las evidencias que proporcionan los experimentos descrip

tos en esta sección indican que es posible extraer una actividad de

adenilil ciclasa soluble del micelío de Neurospora crassa. Noes

posible establecer si esta forma soluble existe in vivo, o si se

trata de una solubilización parcial de la ciclasa unida a membra­

na durante el proceso de homogeneización del micelío. El hecho de

que la mutación cr-1 afecte tanto a la actividad de ciclasa soluble

comoa la sedimentable permite concluir que esaa dos actividades

representan formas de la misma enzima.

Los resultados de la tabla 17 indican que la adenilil ciclasa asa

ciada a membranas de las cepas miceliales se comporta como una pro

teina débilmente unida, ya que es posible solubilizarla con solucig
nes salinas. Esto la diferencia de las ciclasas de membranade cé­

lulas de mamíferos que sólo son solubilizadas por la acción de de­

tergentes. La existencia de formas de adenilil ciclasa solubles o
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débilmente unidas a membranano hs sido estudiada detalladamente

en los eucariotes inferiores. Franco ds Silveirs gt_gl no detec­

taron actividad enzimática en el sobrenadante de 105.000 x g de

Trvpanosoma cruzi (215). Lopes GomesEj_gl (213) por otro lado mcg

traron que si bien el 73 %de la actividad de ciclasa de Blastocla­

diella smersoni se encuentra en el sedimento de 105.000 x g, hay

un 18 % de actividad de ciclasa en el sobrensdsnte post microsomal.

La ciclasa sedimentable fue solubilizada con Triton X-1ÜÜal 1%pero

no se probó la acción de soluciones salinas. En Saccharomyces cere­

visiae existe un 16 % de la actividad de ciclasa en el sobrenadsnte

de 105.000 x g. La actividad sedimentsble fue solubilizads por Ver;

mo y Londesborough (21h) por medio de tratamiento con una mezcla de

Lubrol al 0,1 % y HCl s una concentración de 0,3 M. Sin embargo los

mismos autores demostraron que ss posible solubilizar un hÜ % de la

actividad presente en el sedimento de 105.000 x g por tratamiento

con soluciones conteniendo HCl a uns concentración de 0,3 Mo saca­

rosa 1 M. Ademásla adenilil ciclasa del protozoo Tetrshvmena Eyri­

formis también fue solubilizada por extracción con soluciones de

sacarosa (228). Estos datos estarían de acuerdo con la evidencia og

tenida en Neurospors crassa.

Es posible hacer algunas generalizaciones en cuanto a las carscterig

ticas y localización intracelular de las adenilil ciclssss a lo la;
go de la escala evolutiva:

SegúnIde (229) la adenilil ciclasa de bacterias puede ser clasifi­
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cadas tentativamente en dos grupos: uno dependiente de piruvato u

otros cetoácidos para manifestar su actividad y el otro indepen­

diente de los mismos. Un punto interesante es que la mayoria de

las adenilil ciclasas dependientes de piruvato están asociadas a

la Fracción soluble mientras que las que no son activadas por di­

cho compuesto se encuentran en la fraccion particulada. A1primer

grupo pertenecen las bacterias Gram-positivas o Gram-variables como

Brevibacterium, Micrococcus y Arthrobagtgr mientras que en el segun

do grupo se encuentran tanto Gramnegativas comopositivas y los

ejemplos más estudiados son Escherichia coli, Nocardia, Alkaligenes,

Corynebacterium y Eruinia. En cuanto a los requerimientos de catión

divalente en ambos grupos las ciclasas pueden funcionar con Mg++o
++

Mn , pero en E.coli y Brevibagterium liguefaciens el Mn++es inhi­

bitorio a concentraciones mayores de 5mMen tanto que en Nocardia
+ , _ ++es mucho mas efectivo que el Mg en todo ran­erythropolis el Mn+

go de concentraciones.

En los eucariotes inferiores o Protistas (hongos, protozoos y algas)

se podria generalizar que las adenilil ciclasas son estrictamente

dependientes de Mn++y están asociadas a las membranaspor interac­

ciones débiles caracteristicas de las proteinas periféricas.

Noexisten por otro lado datos suficientes para poder establecer las

propiedades generales de las ciclasas de los metazoarios (exceptuan­

do mamiferos) y de las plantas.

En mamíferos, comoya se ha discutido anteriormente las ciclasas
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son dependientes de Mg++, unidas fuertemente a la membrana plasma

tica y regulables por hormonas, con la excepción de la ciclasa s2

luble de células de la línea germinal de testículo cuyas caracte­

rísticas han sido discutidas extensivamente en esta tesis.

Resulta interesante puntualizar que la forma soluble de la adenilil

ciclasa de Neurospora crassa presenta los mismosparámetros hidro»

dinámicos y peso molecular (alrededor de 200.000) que las ciclasas

unidas a membranade mamíferos (ver tabla 8 bis).

Esto es, aún siendo soluble, la enzima de Neurospora es una molécu­

la más asimétrica (f/fo = 1,65) y de mayor tamaño que la ciclasa s2

luble de testículo (f/fo = 1,h). Ademásambas enzimas presentan pon

tos isoeléctricos diferentes: 5,30 para testículo y h,6 para Neuros­

Bora.

De acuerdo con estos datos, la ciclasa soluble de Neurospora es el

primer caso descripto de un componentecatalítico de adenilil ciclg

sa de peso molecular grande,susceptible de ser purificado sin el uso

de detergentes. El tamaño, 1a forma y las propiedades cinéticas y

Funcionales de la ciclasa de Neurosporapermitirían identifícarla

con la subunidad catalítica E descripta por Gilman (68) en células

de mamíferos. Esto indicaría que la enzima responsable de la sínte­

sis de AMPcíclico en Neurospora es un tipo de "proto" ciclasa en

la cual está ausente el componenteregulatorio G/F. Hasta el presea

te, este tipo de ciclasa ha sido además descripto en mutantes de

líneas celulares comoel linfoma S A9 (ver Introducción, sección II.7)
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donde la proteina G/F está ausente.

La existencia de un organismo vivo (no una linea celular mutante)

comoNeurospora, que solamente posea el componente catalitíco E

de la ciclasa permitiría concluir que a lo largo de la evolucion

de los eucariotes apareció primeramentela actividad catalitica

para la sintesis de AMPcíclico, siendo 1a actividad regulatoria

una adquisición más reciente. Resumiendo, los sistemas de adenilil

ciclasa dependientes de Mn++en los organismos eucariotes inferig

res estarían representados por un tipo de Erotociclasa no sujeta

a los mecanismos de control conocidos que regulan a los sistemas

de mamíferos donde la enzima seria una holociclasa.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

1 - Se Eurificó a homogeneidadla actividad de adenilil cicla­

sa soluble de testículo de rata de acuerda al siguiente pro­

cedimiento:

[HOMOGENArororï]
3

LSOBRENADANÏE 105.000x g]
3

[DEAE- CELULOSAJ
3

(¿04mm? 30-60 ‘74
3

E10 GEL A 0,5 m1
1

lam/wz 60zj
3

ENFOQUE ¡soELEcne/co EN

RANGO EST/PECHO(pH 5,0-5,6)
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2 - La enzima pura presenta una única banda polipeptídica an eleg

troForesia en geles de poliacrilamida con SDS, correspondien­

te a un peso molecular de 69.000. La purificación lograda fue

de 1700 veces con un rendimiento del 1,5 %. La enzima presenta

un punto isoeléctrico de 5,3 unidades.

3 - Se calcularon los parámetros hidrodinámicos y moleculares de

la enzima por medio de filtraciones en gel y ultracentrifuga­

ciones en gradientes de sacarosa hechos en HZÜo DZÜ. Los re­

sultados indicaron que la enzima posee un coeficiente de sedi

mentaciún de b,3 S, un radio de Stokes de 3,95 nm, un volumen

especifico parcial de 0,7A ml/g y un peso molecular relativo

de 7h.ÜÜÜ. Este último dato concuerda con el peso molecular de

la enzima pura en geles de poliacrilamida con SDS, lo cual ig

dica que la ciclasa soluble de testículo es una proteína mong

mérica. Ademásse calculó el cociente friccional (f/fo) de la

enzima, cuyo valor de 1,h indica que se trata de una proteina

ligeramente asimétrica.

A - Se estudió el efecto de la triiodotironina sobre la actividad

de ciclasa de distintos tejidos, observándose que la actividad

enzimática asociada a la fracción soluble de testículo es inhi­

bida selectivamente por la presencia de la hormonaen la mez­

cla de incubación. Las actividades de ciclasa de higado, riñón,
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cerebro y corazón no son afectadas por la presencia de la L-T3.

El efecto inhibitorio es reversible y no requiere preíncubación

de la enzima con la hormona.

La enzima presenta una curva V vs S de tipo michaeliano (hiper

bólica) y la inhibición causada por la L-T es de tipo no com­3

Eetitivo tanto con respecto a1 ATPcomo con respecto al Mn++.

El efecto inhibitorio no es producido por la capacidad de la

L-T3 de quelar Mn++u otros cationes divalentes.

5 —Se estudió 1a relación entre 1a actividad enzimática y la con­
1Ü 6

centración de hormona: entre 10- y 10- Mla inhibición osci

la entre un 15 y un 25 % y a concentraciones mayores de 10-6 M

se observa una fuerte inhibición llegandose a un 9D % a una con

centración de L-T3 de 10-AM.Se investigó la influencia de com­

puestos análogos a la L-T3 sobre la actividad de la enzima. En

tanto el NaI no afecta la actividad de la ciclasa, la D-T3org

duce un efecto idéntico al de la L-T3.

La T y la isopropil T2 presentan la mismaeficiencia inhibitgq

ria que la L-T3 en rangos de concentraciones bajas, mientras
que a concentraciones altas inhiben pero en menor medida. Las

iodotirosinas (MIT y DIT) no produjeron mayor efecto sobre la

ciclasa.
,
o - El efecto inhibitorio no fue abolido por el tratamiento con di

ferentes drogas (urea, guanidina, N-etil-maleimida, bromuro de
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cianógeno, ditiotreitol, hidroxilamina, EGTAy NaCl) ensaya­

das a distintas concentraciones.

El Triton X-1ÜÜno modificó la actividad basal de la cíclasa

soluble de testículo, pero anuló por completo el efecto inn;

bitorio, posiblemente a causa de su capacidad de unir L-T3 por
medio de interacciones hidrofóbicas.

Por otra parte se demostró que la L;T3 es capaz de inhibir la

acumulación de AMPcíclico intracelular cuando es añadida al

medio de un cultivo de trozos de testículo de rata decapsula­

dos. Esta inhibición presenta una curva de dosis respuesta que

si bien no es idéntica se puede correlacionar con la curva de

actividad de adenilil cíclasa en función de la concentración

de L-T3.

Se detectó la existencia de una actividad ligadora (bindináï

de [1251] L-T3 en el S 105 de testículo. La unión de la hormg

na a su presunto sitio receptor es específica, saturable, re­

versible y temperatura y tiempo dependiente.

Al someter la preparación enzimática de testículo a diversos

métodos de purificación se encontró que existe una asociación

Física entre ¿És actividades de cíclasa y de unión ("binding")
'1 , . . l .

de L 251 !L—T3.Tal asociacion permitiría explicar el efecto
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inhibitorio que ejerce la L-T sobre la enzima, efecto que se3

observa en preparaciones enzimáticas de todos los grados de

purificación alcanzados.

Se calcularon las constantes de disociación y capacidad de unión

de [1251] L-T3 a una preparación enzimática parcialmente puri­
ficada.

Existen dos componentes de unión: uno de alta afinidad (kd = 6,5

x 10-8M) y baja capacidad (1ng de L-T3/mg prot.) y otro de ba-'

ja afinidad (kd = 3 x 1Ü-EM)y alta capacidad de unión (2h ng

de L-T3/mgprot.). La existencia de dos sitios con afinidades

diferentes por la hormonapodria estar correlacionada con el ti

po de curva de dosis-respuesta bifásica de la inhibición de la

adenilil ciclasa por la L-T3.

Se estudiaron algunas propiedades de la adenilil ciclasa asocia

da a membranas de espermatozoides de rata. La actividad enzimÉ

tica es dependiente de Mn++,insensible al fluoruro, nucleóti

dos de guanosina y gonadotrofinas.

Además,dicha actividad enzimática es inhibida por la L-triiodg

tironina a altas concentraciones (1Ü_QM).La enzima presenta un

km para el ATPde 1mMy al ser solubilizada por tratamiento de

las membranascon Triton X-1ÜÜpresenta un coeficiente de sedi

mentación de h,3 S. Todas estas caracteristicas son similares
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s las descriptas para la adenilil ciclasa asociada a la frac­

ción soluble de testículo de rata, y diferentes de las propig

dades conocidas para las adenilil ciclasas de membranade otros

tejidos de mamíferos.

Se determinó la existencia de una_forma "soluble" de adenilil

ciclasa en cepas micelíales del hongo Neurospora crassa. En

Fraccionamientos subcelulares de homogeneizadosrealizados en

soluciones de baja fuerza iónica, se obtiene de un 20 a un 30 %

de la actividad de ciclasa en el sobrenadante post-microsomal.

Si las homogeneizaciones se llevan a cabo en soluciones de alta

Fuerza iónica, un 50 % de la actividad enzimática permanece en

el sobrenadante. Además,es posible extraer en forma soluble

hasta un 9D% de la actividad de ciclasa mediante lavados suce­

sivos del precipitado de 105.000 x g con soluciones salinas de

alta fuerza iónica.

La adenilil ciclasa "soluble" de N.crassa presenta propiedades

similares a las ya descriptas para la enzima asociada a membra­

nas (dependencia de Mn++,insensíbilidad a F_, etc.). Esta ac­

tividad no es detectable en la cepa mutante cr-1 (carente de a5

tividad de adenilil ciclasa) lo cual podria indicar que las ci­

clasas de membranas y soluble del hongo representan dos Formas

de la mismaenzima con diferente localización.
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1h - La enzima fue parcialmente purificada (#6 veces) a través de

cromatografía en columna de DEAE-celulosa y Bio Gel A 5m. Se

calcularon los parámetros hidrodinámicos y moleculares de la

enzima: coeficiente de sedimentación, 6,25 S; radio de Stokes,

7,3 nm; volumen específico parcial, Ü,7h ml/g; peso molecular,

202.000; cociente friccional, 1,65 y punto isoeléctrico, h,65.

Estos datos indican que la ciclasa soluble de Naurospora posee

un tamaño similar al descripto para el componentecatalitico

Q de los sistemas de adenilil ciclasas regulables por hormonas

de tejidos de mamíferos.

j
/
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