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INTRODULCION

I. CONSIDERACIONES GENERALES

El término hormona fue propuesto originalmente por el
fisiblogo inglés E. H. Starling en 1905, y se definif como "cual
quier sustancia producida normalmente por las células de alguna
parte del organismo y transportada por el torrente sanguinec a
partes distantes, a las gque afecta para beneficio de dicho orga
nismo como conjunto". A esta definicifn clésice habria que agre
gar: "las hormonas intervienen en la regulacibn y coordinacibn
de las actividades celulares, siendo eficaces en concentraciones
muy bajas". Estos conceptos pueden parecer vagos y generales, vy
muy lejanos de agquellos gue hoy nos explican el mecanismo de ac-
cibn de las hormonas a nivel molecular. Sin embargo, ellos encie
rran ya la "idea molecular" de gque la hormone es una sefial del

medio extracelular que de alguna manera debe ser transducida ba-

jo la forma de un mensaje intraceluler. Por otra parte, el hecho

de afirmar que las hormonas son eficaces a bajas concentraciones

implics la necesidad de un sistema de amplificacifn por el cual

la sefial extracelular produzca un cambio metabflico, generador a
su vez de un cambio macroscbpico detectable por los ojos del fi-
siblogo.

Se puede decir que la Endocrinoclogfa Molecular se ocu
pa de dilucidar las relaciones entre la sefial externa, el mensa-

Jero interno y el sistema de amplificacibn. El1 nacimiento de esta



disciplina se ubica en 1957 cuando Sutherland y Rall (1,2) descu
brieron un compuesto termo-estable cuya formacibn era catalizada
por fracciones perticuladas de hf{gado incubadas con ATP, iones

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

activacibn de la fosforilasa hep&tica, resultb ser el 3', 5' Ade

nosina monofosfato ciclico, llamado cominmente AMP ciclico.

En el esgquema propuesto por Sutherland, el AMP cicli-

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

mientras que la hormona representa a la sefial externa o primer

mensajero. La presencia del primer mensajero modificar{a la con-

Figura 1:- Estructura de la
molécula de AMP
ciclico.

centracibn interna del sequndo mensajerc. La mayorfa de las hor-
monas, y en especlal las polipeptidicas por su gran tamafio, serfan
incapaces de atravesar la barrera constituida por la membrana plas
mitica. ¢Cbmo logra entonces la sefial externa modificar la canti-
dad de una sustancia gque se encuentra en el interior de la célu-

1a? Es lfigico suponer, y asi{ ocurrif, que en el transcurso de la



Evolucibn se hayan seleccionado en la superficie celular molécu-

las capaces de reconocer especificamente a las diferentes hormo-

nas por complementaridad estérica,

tema interno encargado de producir

y de tomar contacto con el sis

y/o0 degradar al AMP ciclico.

Dichas moléculas son los llamados receptores hormonales. En la fi

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

EXTERIOR

10 = 10°%M

H ) /R

AC

MP

CITOPLASMA

ATP

-8 -5 -4 -3
10-10 M 10 =10 M

AMPc ~--===-» METABOLITO
N
m&iﬂx
5°AMP

Figura 2:- Modelo de los dos mensajeros.

H = haormona; R = receptor; MP
AC = adenilii ciclasa; PDE
MX = metilxantinas.

En este esquema, cuando
glucagbhn) aumenta su concentracibn
interactlla con el receptor ubicado
membrana plasmética.

El receptor ligado a la

membrana plasmatica;
fosfodiesterasa de AMPciclico;

una hormona (por ejemplo el

10

extracelular de 10" a 10_8 M,

en la superficie externa de la

hormona es entonces capaz de



interaccionar con la enzima responsable de sintetizar al AMP ci-

clico a partir del ATP, llamada adenilil ciclasa, y gque se encuen

tra en la cara interna de la membrana celular. De esta manera,
el AMP cficlico aumenta su concentracibn de 10-8 a 10-5 M vy pro-
voca un cambio metabflico (el modo de accifin del AMP ciclico se
verd mis adelante) con alteracifin de la concentracifin de metabo-
litos. Por ejemplo en el caso de la glucosa 6 fosfato, ésta pue-
de aumentar su concentracifin de 1D-ha 10_3 M, lo que implica una
amplificacibn de la sefial del orden de diez millones de veces.

E1 AMP ciclico sintetizado puede a su vez ser degradado por la en

zima fosfodiesterasa de nuclebtidos cfclicos, con produccibn de

5' AMP, siendo esta reaccifin inhibida por las metilxantinas.

El esquema descripto en la figura 2 ha demostrado ser
universal para todas aquellas hormonas que actlan via AMP cfcli-
co (cabe recordar que existen hormonas como las esteroideas, por
ejemplo, cuyo mecanismo de accibn no involucra al AMP ciclico).

£l objeto central de este trabajo de tesis es la ca-
racterizacion y purificacién de dos actividades de adenilil cicla
sa dependientes de Mot Y encontradas en las fracciones citpsdli-

cas de testiculo de rata y del hongo Neurospora crassa.




I1. PROPIEDADES GENERALES DE LAS ADENILIL CICLASAS

La adenilil ciclasa [ATP pyrophosphate-lyase (cyclizing)

E.C. h.6.1.1J es la enzima responsable de la sfntesis del AMP ci

clico seglin la reaccibn

Me2+
ATP » AMPciclico + PPi

Los sustratos de esta reaccifin pueden ser los comple-
Jjos Mg ATPZ— o Mn ATPZ_ actuando los cationes divalentes Mnt* o]
Mg++ como activaedores de la misma. En el caso de algunas ciclasas
como la de Neurospora (3) y le de testficulo (ver resultados) la
dependencia de Mn** es casi absoluta. Si bien la concentracifn
intraceluler de Mn*® serfe diez veces menor que la de Mg++, la
afinidad del ATP por el primero es mayor gue por el segundo, lo

que podria explicar que le enzime pueda actuar in vivo con ambos

cationes.

II. 1 Localizacibn

En todas las células eucariotes estudiedas las adeni-
1il ciclesas son enzimas unidas a membrana, gue se encuentran en
la cara interna de la membrana plasméitica. Hasts el momento la
excepcibn a esta regla la constituye la ciclasa de los tbulos
seminiferos que tienme locelizacifn citoplésmica (4,5). Dejando de
lado esta excepcibn, se puede considerar a la adenilil ciclasa co
mo un buen marcador de membrana plasmitica. Esto fue demostrado

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



adenilil ciclasa de "fantasmas" de eritrocitos sedimenta con una
fraccibn de 600 x g, gque no tiene localizacibn predominantemente
mitocondrial y gue puede ser separada de contaminantes nucleares
por centrifugacibn a través de soluciones de glicerol al 20%. La
demostracibn definitiva y final de la asociecifin de la enzima a
la membrana celular fue hecha por Rodbell y colaboradores (7) gue
establecieron la presencia de la ciclasa sensible a glucagbn en
preparaciones muy puras de membranas plasmiticas de hepatocitos
obtenidas segdn el procedimiento de Neville (8).

Existen trabajos en los que se demuestra actividad de
adenilil ciclasa en otras organelas subcelulares como ser micro-
somas (9), nicleos (10,11) y retfculo sarcoplasmbtico (12). Sin
embargo, en ninguno de estos casos existirfan evidencias convin-
centes gue indiguen gue las bajas actividades detectadas no corres
pondan a contaminaciones de las fracciones con membranas plasmé-
ticas (13).

Para estudiar las caracter{sticas moleculares de las
adenilil ciclasas unidas a membrana mediante los métodos de la
quimica de las protefnas, es necesario remover a la enzima de su
entorno fosfolipidico. Numerosos trabajos describieron el uso de
detergentes para solubilizar a la adenilil ciclasa. Levey (14)
utilizb el lLubrol PX en la preparacibfn de una adenilil ciclasa so
luble de miocardio y determin6 su peso molecular aperente

(200.000 Dalton) por filtracifn en gel Sephadex. Esta filtracibn



es precedida por una crometografia en DEAE - celulosa, necesaria
para la eliminacifén de la mayor parte del detergente. Storm y

Ryan (15) han logrado obtener une ciclasa solubilizada de membra
nas de higado con Tritén X-305 (un detergente més hidroflbico que
el Trit6n X-100) gue preserva su capacidad de respuesta al gluca
ghn y a la adrenalina. Experimentos realizados en nuestro labora
torio (Dr. Torres, comunicacibn personal) con una variedad de de
tergentes ibnicos y no ib6nicos llevaron a la seleccifin del BRIJ-
58 para la solubilizacibfn de la adenilil ciclasa de Neurosgura

crassa.

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

Reactivos que interaccionan con grupos sulfhidrilo co
mo el p-cloro-mercuribenzoato (PCMB) y la N-etil-maleimida (NEM)
son capaces de inactivara la ajenilil ciclasa de higedo. Mientras
el efecto de NEM es irreversible, el de PCMB puede ser parcial-
mente revertido (50%) por reactivos como e! ditiotreitol (DTT) o
el mercaptoetanol (MSH) (13). Por otra parte, el tratamiento de
membranas durante 5 minutos con mercaptoetanol a una concentra-
ci6n de 10 mM provoca una pérdida del 50% de las actividad de ci-
clasa (13) sugiriendo que ademés de un grupo -5SH (sensible a PCMB)

parece critica la presencia de puentes -5-5- (sensibles al MGH).

II. 3 Efecto del ibn fluarurao.




Con excepcifn de las ciclesas dependientes de Mn++, to

das las ciclasas eucarifiticas descriptas son estimuladas por el
i6n fluoruro. Se conoce muy poco acerca del modo de accién del
fluoruro, pero se sabe que su capacidad de activar la sintesis
de AMPc in vitro a partir de ATP no es debido al conocido efecto
inhibitorio del F~ sobre la ATPasa (ATP phosphohydrolase E.C. 3.
6.1.3.). Existen numerosas diferencias entre el proceso a través
del cuel el F activa a la ciclasa y la activacifin hormonal de
la misme : 1) la activacifin por F no depende de la presencia de
la adenilil ciclesa en la membrana ya que ciclasas solubilizadas
por detergentes que han perdido su cepacided de respuesta a hor-
monas, conservan su sensibilidad al F~ (14-16); 2) la concentra-
cifn de F~ que proporciona la mitad de la estimulacibn méxima va
ria con la temperatura (17) mientras gue la de las hormonas no;
3) las curvas del efecto versus la concentracifn de F~ son sigmoi
deas mientras gue las de las haormonas no.

El efecto del F~ fue primeramente descripto por Suther
land et al.,(18) y se vif que requiere la presencia de un catibn
divalente para manifestarse y que es poco reversible. Ademés de
su efecto estimulatorio directo sobre la adenilil ciclasa, el F_
es capaz de inhibir a las ciclasas estimuladas por hormonas. Esto
lo comprobaron Harwood y Rodbell (19) quienes encontraron que el

F  inhibe la accibn estimulatoria de la adrenalina o el ACTH a



temperaturas por debajo de 300C. Por otro lado, Manganiella y Vaugham
(20-22), trabajando con la adenilil ciclasa de células del panicu
lo adiposo epididimal de rata, demostraron que la actividad esti-
muladora del F~ a una concentracibn de 5,3 mM puede ser totalmen-
te anulada por pirofosfato 1,5 mM, mientras gue el PPi no afecta

a la inhibicibn por F~ 5,3 mM de la estimulacibn de la ciclasa por
isoproterenol. Esto indicaria gque los efectos estimulatorio direc
to e inhibitorio de la estimulacifn hormonal son eventos indepen
dientes causados por el F~. Los mismos esutores también demostra-
ron que era posible inhibir con F~ 5,33 mM en la mezcla de incu-
bacibn, a la adenilil ciclasa activada en una preincubacibn con

F~ @ una concentracifn de 5 mM. Este (ltimo experimento confirma
la independencia de los efectos.

ODurante mucho tiempo se pensf que el fluoruro estimula
ba al méximo a la aenilil ciclasa y por lo tanto la activided es
timulada por F podia ser considerada como un buen {ndice de la
concentracifn en enzima. Sin embargo, Rodbell y colaboradores (23)
mostraron gque el GMP-P(NH)P, un anflogo del GTP con el enlace entre
los fosfatos @ vy ¥ no hidrolizable, era capaz de aumentar la acti

vidad de adenilil ciclasa a niveles muy por encima de los alcanza

dos con F .

II1. & Regulacifn por hormonas.
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Numerosas hormonas modifican la actividad de adenilil
ciclasa en varios tejidos: la mayorfa de ellas ejercen un efecto
activador mientras gue la insulina (24-27) ejerce un efecto inhi
bidor.

El hecho de gue hormonas muy diferentes tengaen como
fin incrementar los niveles intracelulares de AMP ciclico, lo
cual a su vez altera el metabolismo celular, pareceris un efecto
no especifico sino fuera por la existencia de receptores hormona
les que discriminan entre las hormonas circulantes y aseguran el
acoplamiento con la adenilil ciclasa.

En la Tabla 1 se describen las principales hormonas
gque modifican la actividad de la adenilil ciclass, el tejido en
el que actian y la respuesta biol6gica gque producen.

Sutherland y sus colaboradores sugirieron originalmen
te cuatro criterios gue debfan cumplirse para asegurar que un
determinado efecto hormonal es mediado por el AMP ciclico. Estos
son:

1) - La hormona debe estimular a la adenilil ciclaese en extrac-
tos libres de células.

2) - Niveles fisiolfgicos de la hormona deben producir un incre
mento en los niveles de AMP ciclice que ocurra antes de, o
concamitantemente con la respuesta fisiolfigica.

3) - Las metil xantinas (teofiline, cafeina, aminofilina) deben

potenciar el efecto de la hormona. Esto se debe a que las
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metil xantinas son potentes inhibidores de la fosfodieste-
rasa de AMP cficlico (3': 5'-Cyclic. AMP 5' nuclefitido hydro
lase £.C. 3.1.4.17).
L) - E1 agregado de AMP cficlico exfigeno o de sus anflogos debe
imitar el efecto de la hormona.
Fain y Butcher (47) proponen agregar un quinto criterio a los de
Sutherland:
5) - La toxine del cblera debe imitar el efecto de la hormona
después de un perfodo de "latencia" de 1-2 hs. (ver II.6).
Los sistemas de activacibn de la adenilil ciclasa por las dife-
rentes hormonas poseen las siguientes caracteristicas: a) cada
hormona estimula a la adenilil ciclasa en un rango de concentra
ciones que es propio; b) la estimulacibn mhxime lograda varia
segln el tipo de hormona del que se trate; c) antagonistas espe
ci{ficos solamente bloguean los efectos de los agonistas corres-
pondientes y no de otras hormonas; d) las hormonas actiian desde
el lado externo de la membrana (esto fue demostrado por Sato vy
colaboradores (48) para la ACTH y por Cuatrecasas (49) para la
insulina, quienes comproberon la existencia de respuestas a pre
paraciones hormonales unidas covalentemente a matrices insolu-
bles); e) las caracteristicas discriminatoriss de los recepto-
res y la activacifin de la adenilil ciclasa no requieren de la
integridad celular ya que se observan en sistemas libres de cé-

lulas (50); f) la interaccibn de laes hormonas con sus receptores



HORMONA

ADRENALINA

NORADRENALINA

GLUCAGON

CORTICOTROFINA (ACTH)

TIROTROFINA (TSH)

HORMONA PARATIROIDEA

HORMONA LUTEINIZANTE
(LH)
VASOPRESINA

PROSTAGLANDINAS

MELANOTROFINA

INSULINA

TABLA 1

TEJIDO U ORGANO

HIGADO

MUSCULO ESQUELETICO
MIOCARDIO

GLANDULA SALIVAL
TEJIDO ADIPOSO

SISTEMA NERVIOSO
GLANDULA PINEAL

HIGADO
TEJIDO ADIPOSO

ADRENALES
TEJIDO ADIPOSO

TIRDIDES

CORTEZA RENAL

HUESOS

CUERPO LUTED

MEDULA RENAL

HIPOFISIS (4L2)
TIROIDES (43)
BAZO (4b4)

MUSCULO ESQUELETICO

PIEL DE ANFIBIOS

Neurospora crassa (24)

TEJIDO ADIPOSO

(25-27)

12

RESPUESTA

GLUCOGENOLISIS (28)
GLUCOGENOLISIS (28)
EFECTO INOTROPICO (29)
SECRECION DE AMILASA (30)
LIPOLISIS (31)

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

GLUCDGENOLISIS (28)
LIPOLISIS (34)

PRODUCCION DE ESTEROIDES (35)
LIPOLISIS (34)

HIDROLISIS DE TIROGLOBULINA (36)
IODACION (37)
OXIDACION DE GLUCDSA (38)

FOSFATURIA (39)
REABSORCION DE CALCID (39)

SINTESIS DE ESTERCIDES (40)

REABSDRCION DE AGUA (41)

MELANIZACION (46)
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vista a través de la activacibn de le edenilil ciclasa es total
y rhpidamente reversible. Esto fue demostrado originalmente en
el sistema de la ciclasa hepbtica estimulada por glucegbn, estu
diando los efectos de la eliminacibn de la hormona por lavado,
0 de la dilucibn de la hormona o de la accibn de antagonistas
competitivos, sobre la respuesta enzimbtica (51).

Los puntos a); b) y c) son consecuencia de la extre-
ma especificided de los receptores para las caracter{sticas topo
quimicas de las hormonas. Tal hecho se evidencia claramente en
las células grasas gue poseen no menos de cinco tipos diferentes
de receptores, cada uno de ellos con capacidaed de activar a la
adenilil ciclasa (52).

II. 5 Regulacibén por GTP

£l papel de los nuclebtidos de guanosina en el control
de la adenilil ciclasa ha sido parcialmente dilucidado por cuatro
lineas de trabajo:

1) - E1 grupo de Rodbell y Birnbaumer (53) demostrf gue en mem-
branas de higado la activacibén por glucagbn de la adenilil
ciclasa requiere GTP o su anflogo, el GMP-P (NH)P. Este com
puesto presenta la unifn de su fosfato terminal resistente
al atague por hidrolasas (54). Por otra parte estos nucleé
tidos aumentan la disociacibn del complejo receptor-hormo-
na tanto en el caso del glucaghn (55) como en el de los

agonistaseadrenérgicus. Rodbell y colaboradores mostraron



2) -

3) -
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en 1977 que membranas plasmiticas de higado "pre-marcadas"
con [1251J glucagbn y luego solubilizadas con Lubrol PX da
ban origen a dos componentes sepsrables: por un lado la ade
nilil ciclasa cuya actividad podria ser estimulable por
GMP-P (NH)P y por otro lado glucagbn unido a proteina cuya
velocidad de disociacibn podrfia ser aumentada por GTP y
GMP-P (NH)P de una manera similar a la vista en membranas
intactas (56,57).

Pfeuffer por su parte, partib de extractos de eritrocitos
de paloma solubilizados con detergentes. Mediante el uso de
columnas de cromatografia de afinidad en matrices contenien
do GTP unido covalentemente, logrb sepaerar 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 (ltima, agregada a le primera
restituye la actividad enzimftica estimulable por el nucleb
tido de guanosina (58).

Gilman y colaboradores por otro lado trabajaron con varian
tes (mutantes) de cflulas de linfoma S49 carentes de activi
dad de adenilil ciclasa dependiente de Mg++ (células AC™).
Cuando agregarorn extractos preparacdos con detergentes de
membranas de AC~ a membranas de células AC’ cuya ciclasa
habfia sido inactivada por calentamiento, la actividad en

presencia de Mg++ se restituyb. De ello surge que para que
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opere la actividad ciclizante en presencia de dicho catibfn
se requiere un factor 14bil al celor existente tanto en Cg
lulas ACT como en las AC™ (59,60).

4) - E1 cuarto tipo de evidencia fue provisto por Cassel y Selin
ger (61) guienes reconocieron la existencia en membranas de
eritrocitos de pavo de una actividad hidrolftica del GTP
(GTPasa) estimulable por catecolaminas e inhibible por ente

rotoxina del cblers.

La conclusibn de estos trebajos es que la adenilil ci
clasa tiene {ntimamente asociada una actividad GTP4sica. Se supo
ne que el estado activo de la ciclasa es el complejo ciclasa -
GTP y q@e la hidrblisis del nucleftido por la GTPasa disminuye
la actividad de la enzima por formacifin de un complejo inactivo
con el GDP. E1 GMP-P (NH)P, al no ser hidrolizable, mantendr
al sistema permanentemente en su estado activo. La figura 3 ilus
tra el modelo propuesto por Cassel y Selinger.

Seglin este esquema la enterotoxina del cblera no ac-
tivaria a la ciclasa directamente sino por inhibicibn de la GTP
asa. E1 complejo hormona-receptor, a su vez, acelerarfia el re-

cambio del GDP por el GTP.

II. 6 Activacibn por la toxina del cblera

El cblera es una enfermedad fatal provocada por una

enterotoxina formada por Vibrio cholerae. La enterotoxina causa

un dram&tico aumento de la secrecibn del flufdo intestinal y los
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enfermos mueren por deshidratacibn. La molécula de la enterotoxi
na esth4 formads por dos subunidades proteicas de 54.000 Dalton
(proteina I) y 32.000 Dalton (protefinme II) de peso molecular, vy
esta Gltima a su vez por dos subunidades ligadas por uniones di-

sulfuroc de 7.000 y 25.000 Dalton de pesc molecular respectivamen

te.

[ENZ. -GMPANP]
ENZ.~GTP] toxina del

[H‘ R] * : 7'}0 . 2 cblera

GMPANP [ENZ.- GDP]

GTP GDP
ENZIMA

Fiyura 3:- Modelo propuesto por Cassel y Selinger para explicar
la activacidn de la adenilil ciclasa por GTP y GMP-P(N)P
+ = estimulacidn - = inhibicién

La secuencia de eventaos involucrados en la accibn de esta toxina
se inicia con la interaccibn de la misma con su receptor en la

membrana plasmética. Dicho receptor, el mnnosialo-ganglibsido

GM1 esté presente en la membrana plasmitica de casi todas las cé
lulas de mamiferos (62) y la interaccifn con la toxina se haria

a nivel de la protefma I. Luego de ello, la proteina II se sepa
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ra del complejo ganglibsido - protefna I y paralelamente ocurre
una reduccibn de los puentes disulfuro gque conectan las subuni-
dades de PM 7000 y 25000. La subunided de 25000 a su vez es guien
definitivamente activa a la ciclasa (63-66).

Ya se ha visto en el modelo de Cassel y Selinger (figura 3) que
la activaci®r por enterotoxina del cbBlers scurre por inhibicibn
de la GTPasa.

Recientemente se demostrf que la subunidad activa de la toxina

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

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

cibn (llamada cominmente ADPribosilacifn) (67).

nap* 4+  ACEPTOR —— ACEPTOR - RIBOSIL ADP + NICOTINAMIDA

Se supone que en el caso de la enterotoxina del cblera, el acep-
tor seria la GTPasa asociada a la adenilil ciclasa, la cual que-

darf{a inhihida mientras que la ciclasa quedarfa activada por el

GTP de manera permanente.

I1. 7 Componentes protéicos del sistema de adenilil ciclasa sen-

sible a haormonas.

Estudios realizados en los Gltimos tres afios, y reuni-
dos recientemente en una revisién por Ross y Gilman (68) demostra
ron que la adenilil ciclasa sensible a hormonas est& compuesta

al menos por tres proteinas: una proteina catalitica (C) que es
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relativamente inactiva y no presenta propiedades regulatorias;
una proteina ligadora de guanil-nucleftidos (G/F) que media la
accibn estimuladora de los nucleftidos de guanosina y del fluo-
ruro; y uno o mas receptores hormonales (R). Excepto en lo que
respecta a algunos receptores hormonales, las proteinas C y G/F
alin no han sido purificadas a homogeneidad. Sin embargo, se co-
nocen varias propiedades de estos componentes que han sido suma
rizadas en la Tabla 2.
TABLA 2

Propiedades de los componentes protéicos del sistema de adenilil
ciclasa sensible a hormonas.

RECEPTOR HORMONAL (R)

-~ Contiene el sitio de unidn a la hormona en la cara extracelular.
- Uno o més diferentes tipos de receptores por célula.

PROTEINA CATALITICA (C)

- La actividad detectable con Mg-ATP es menos de un 10 % de la
actividad con Mn-ATP.

- Diche actividad no es estimulada por hormonas, fluoruro o nucled
tidos de guanosina.

- Peso molecular aproximado de 190.000.

- Estd ausente en células de ciertos clones del hepatoma HTC.

- Es sensible al calentamiento suave y a bajas concentraciones de
reactivos de sulfhidrilos (NEM).

PROTEINA REGULATORIA LIGADORA DE GUANIL NUCLEOTIDOS (G/F)

- Confiere a C la capacidad para utilizar Mg-ATP como sustrato.



- Permite la regulacién por fluoruro y por nucledtidos de guano-
sina de 1la actividad de C.

- Une nucledtidos de guanosina y fluoruro.

- Probable portadora de actividad GTPé&sica.

- Estd asociada intimamente a un péptido de 42.000 Dalton de peso
molecular que es sustrato de la ADP ribosilacibn catalizada por
la toxina del coblera.

- Esté ausente en células del linfoma S49 variante AC .

- Es mas estable al celor y a los reactivos de sulfhidrilos que

la proteina C.

Las propiedades de los componentes G/F y C han sido es
tablecidas mediante la resolucibn 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
men las caracteristicas de los sistemas de adenilil ciclasa en los

distintos tipos celulares estudiados.
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TABLA 3

Propiedades y composici6n proteica de los sistemas de adenilil
ciclasa en distintos tipos celulares. '

ACTIVIDAD DE ACTIVACION POR | COMPONENTE
TIPO CELULAR | CICLASA EN PRESEN| _ PRESENTE
CIA DE: F™,GTP o
Mg-ATP  Mn-ATP |col. tox. Hormena|R  G/F T
NORMAL
(higado, 51 51 51 sI |SsI SI SI

eritrocito)

LINFOMA S4S

variante AC- NO SI NO NO SI NO SI
HEPATOMA NO NO ND N |SI SI  NO
HTC

LINFOMA S49

variante UNC SI 51 SI NO SI SI 51
TESTICULO

linea germinal NO SI NO ? ? NO 51

Linfoma S49, variante AC (o cyc )

La variante AC™ del linfoma S49 fue aislada por Bourne
et al (69). Dado que las células de dicho linfoma mueren al elevar
se la concentracidn intracelular de AMP ciclico, se pudieron selec
cionar variantes deficientes en adenilil ciclasa exponiendo el cul

tivo a agentes capaces de activar la ciclasa in viva, como la toxi
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na del cblera o agnnistas(9 adrenérgicos del tipo del isoprotere
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 como la sensibilidad a la activacién
por F, GTP y toxina del cblera dependen de la presencia del com-
ponente G/F cuya actividad esté ausente en estas células. La ac-
tividad dependiente de Mg++ y las consiguientes activaciones pue-
den ser reestablecidas si se suplementa a las membranas de la va-
riante AC" con extractos de membranas de células normales (vg hi-
gado, eritrocitos) solubilizadas con detergentes. Estos extractos
aportarian el componente G/F al sistema de reconstitucibn mien-
tras que las membranas AC aportarian el componente C. Gilman vy
colaboradores demostraron que eliminando la actividad de ciclasa
endbgena de los extractos mencionados, por calentamiento a 300C
no se anulaba la capacidad reconstituyente de los mismos frente a
las membranas AC . Este experimento indicé que el componente G/F
era mis resistente al calentamiento gue el C. Dado gque G/F y C son
sensibles a la accidn de proteasas, reactivos de sulfhidrilos y a

la temperatura se concluyd gque ambos factores son proteinas.

Hepatoma HTC

Estas células son fenotipicamente muy similares a las
de la variante AC , pero a diferencia de éstas (ltimas, carecen de
actividad d icl . ++ ++ .

ivida e ciclasa medida tanto con Mg como con Mn . Sin em-

bargo, extractos de membranas del hepatoma HTC solubilizadas con
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detergentes son capaces de reconstitulr el sistema dependiente

de Mg++ cuando son afadidos a membranas AC . Esto indicaria gque
las membranas del hepatoma poseen el compnnente G/F normal, pero
el C inactivo. El1 hepatoma HTC es la (nica linea celular de mami
feros verdaderamente carente de actividad de adenilil ciclasa ya
que tiene lgsinnado el sitio catalitico de lé enzima. Por otra
parte, el Gnico organismo eucariote carente de actividad de cicla
sa conocido hasta el momento es la mutante cr-1 (fenotipo "crisp")

del hongo Neurospora crassa (70).

Linfoma S49, variante UNC

Cuando se seleccionan células del linfoma S49 en medio
conteniendo agonistas ﬂ)adrenérgicos se producen, ademés de clones
AC™, clones de un segundo fenotipo resistente. Estas células re-
tienen actividad de ciclasa en sus membranas, la cual es estimu-
lada por F~ o GMPP(N)P en presencia de Mg++ y por toxina del céle
ra. No obstante estas células han perdido la capacidad de respon
der a los agonistaS/9 adrenérgicos y también a las prostaglandinas
E1 i E2' Dado que las células variantes conservan sus receptores

adrenérgicos intactos (demostrado por ensayos de "“binding"),
la lesién parece estar localizada en algin componente gue produce

un desacoplamiento (UNC del inglés uncoupling) de la enzima y el

receptor. La capacidad de responder a hormonas es reestablecida
al suplementar las membranas UNC con extractos de células normales,
pero no con extractos de células AC  (carentes de G/F) (71). Por

otra parte, cuando las membranas UNC son marcadas con [32P] NAD vy
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toxina del c6lera, se observa que la proteina de 45.000 Dalton ca
racteristica de G/F (ver tabla 2) cambia su punto isoeléctrico

a un valor més acidico que el de la misma proteina en células nor
males. Estos datos indicarian que la lesién UNC representa una
modificacién tal de la proteina G/F que no le permite actuar como
factor de acoplamiento entre R y C, pero que aln conserva la ca-

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

Testiculo, linea germinal

En el capitulo V y en los resultados de esta tesis estéan
descriptas las caracteristicas de la adenilil ciclasa de células

germinales de testiculo.

I1.8 Acoplamiento entre el receptor hormonal y la adenilil cicla-

Sa.

Numerosas especulaciones se han hecho sobre la relacibn entre los
receptores y los efectores (v.g. adenilil ciclasa) ubicados en

la cera interna de la membrana plasmbtica. En el pasado se supu
so que los receptores mismos tenfan funciones especificas y sepa
radas (por ejemplo ion6foros para los receptores de ecetil-coli
na). Una segunda posibilidad, en favor de la cual no existe nip
guna evidencia, seria que el complejo hormona-receptor actlia en

zimAticamente sobre la adenilil ciclasa y/o a través de la pro-
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duccibn de substancias guimicas (mediadores). La tercer posibi-
lidad, actualmente la més aceptada visualiza interacciones direc
tas entre la estructura receptora y la efectora.

Dentro del concepto de interaccibn directa se pueden considerar
tres esquemas:

1) - E1 receptor y la adenilil ciclasa son dos porciones de una
misma entidad molecular gque atraviesa la membrana plasmética de
lado a lado, ofreciendo el extremo receptor hacia el exterior de
la célula y el extremo enzimftico hacia el interior. Esta hipbte
sis ha sido descartada por las numerosas evidencias gue muestra
la separacibn fisica de receptores y adenilil-ciclasa a partir
de membranas plasmiticas solubilizadas con detergentes(72-74).
2) - Los receptores rodean al complejo enzim&tico. Se comportan
como unidades regulatorias acopladas permanentemente a la molécu
la de ciclasa, y la manera por la cual interaccionan las subuni
dades puede ser entendida por analogfa 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
hormonas diferentes parecen actuar sobre la adenilil ciclasa (glu
cagbhn, ACTH, secretina, LH, catecolaminas, prostaglandinas, VIP
e insulina) (72) y cada una de ellas actla mediante el "binding"
a su propiu receptor. 51 cada receptor debe estar ligado como una

subunidad regulatoria a la misma enzima y, si cada unu de éstos
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componentes tieme un peso molecular que varfa entre 100.000 y
200.000 Dalton, resultarfa diffcil que tales moléculas puedan
agruparse fisicamente en un Gnico complejo en la membrana, mante
niendo ademfs la exposicifin hacia el exterior celular de cada com
ponente receptor. Por otra parte semejantes complejos macromole-
culares deberfan ser "visibles" al microscopioc electrbnico en
cortes convencionales o por la técnica de "congelacién, fractu-
ra y grabado', hecho no descripto hasta el presente.

3) - La hipbtesis del receptor mbvil desarrollada por Cuatrecasas

(72) est& basada en los conceptos de la naturaleza dinfimica y flui

da de las membranas celulares, expuestos por Singer y Nicolson

(75).
En esta formulacibn ilustrada en la figura 4 los receptores son
entidades moleculares independientes de la adenilil-ciclasa.

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

$?? ?? IR 7Y ?? ciclasa fnactiva
+<5 XY IALY IS VR YA RY

‘ + [HorMONA] @ @

5???? ???? ???? C'.C/GS.G f‘.'s.tl'mu/ada (&
+$$$$ L$$$$ J)J;J;é o inhibida (&)

AMPCc TP AMPc
Figura 4:- Hip6tesis de! receptor mbvil para el mecanismo de mo
dulacidn de la actividad de adenilil ciclasa por hn}

monas.
® = hormona activante; @ = hormona inhibitoria;
E = exterior celular; I = interior.
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dicha enzima adquiriendo adem&s la capacidad de perturbarlea mo
dificendo su actividad catalftica. E1 "encuentro" entre el recep
tor y la ciclasa se produce gracises al movimiento lateral gue
poseen les proteinas integrales en la matr{z fluida formada por
la bicapa lipidica.

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

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

H + R .___1__; H=-R k., = k,/k
~— 1 17 -1
k—1
Ko
H-R + AC ——— H-R-AC ko = k,/k
~——e 2 2" -2
K 2
kg
H +R-AC —— H-R-AC k3 = k3/k_3
K_3
Ky
R+ AC —_— R-AC kh = kh/k L
e -
K_y
La secuencia de reacciones seria:
I, II I11 Iv
H+R < H-R -7% H—R—AC ——1—’ R—'AC —_— R + AC

AC H

Uno de los hechos experimentales gque podria explicar
se con la hipbtesis de Cuatrecasas es el de la accifin del GTP.

Como vimos, el GTP cumple dos roles aparentemente contradictorios
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en la regulacifn de le ciclasa de higado por glucagbn: por un
lado aumenta la activecibn por la hormona y por otro incrementa
la velocidad de disociacibn del complejo hormona-receptor. Se-
gln este modelo, el GTP acelerarie el paso III con disociacibn
de la hormona y estabilizarfia al complejo R-AC que serfa activo
aln en ausencia de hormone (sistema nemfnico).

Muchos sistemas hormona receptor presentan experimen

talmente dos constantes de disociacibn correspondientes a dos
componentes: uno de alta afinidad y baja capacidad de unibn y
otro de baja afinidad y alta capecidad de unibn. Para explicar
este hecho se han propuesto numerosas teorfas que van desde la
existencia de dos poblaciones de receptores con afinidades di-
ferentes, hasta la postulacifn de una (nica poblacibn de recep
tores donde el cambio de una afinidad a otra se produce por un
efecto cooperativo negativo (76). El1 modelo de Cuatrecasas pre
dice matem&ticamente la existencia de dos componentes de "bind
ing": Por los equilibrios dados en las ecuaciones I a IV es

k3 = r:%;::EL_. Por otro lado, dado que por definicibn la afi-
nidad def complejo HR por la ciclasa es mayor que la afinidad
del receptor descargado por la enzima, es k2> kh_y N CONSecuen
cia, para respetar la igualdad deberf ser k1'< k3. De ello sur
gen los dos componentes: el de alta afinidad y presente en poca

cantidad seria el complejo R-AC mientras gque el de baja afini-

dad y presente en meyor cantidad serfia el receptor s6lo (R).
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La comprobacibn mis espectacular del modelo del re-
ceptor mbvil provino de los trabajos realizados por Michael
Schramm y sus colaboradores (77-79). Estos autores ensayaraon
la hipbtesis de gue el receptor P adrenérgico es una unidad in
dependiente gue 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 anu

lada por tratamiento con N-etilmaleimida o por calor (poseen re
ceptoreslgadrenérgicos), y célules de la eritroleucemia de Friend
(células F) gque tienen una adenilil ciclasa normal pero carecen
de receptor de tipu(b. Los eritrocitos en los que la ciclasa hahia
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 (agnnishap). La activacifn
por isoproterenol aparecif pocos minutos después de la fusibn vy
alin en presencia de inhibidores de la sintesis de proteinas, con
lo cual se demostrf gue el acoplamiento se produjo entre elemen
tos preexistentes.

Repitiendo el mismo esquema experimental el grupo de
Schramm logrb transferir de células F con su ciclasa inactivada,
receptores de prostaglandina E, (PGE1) a células de tumor adre-

nal de ratbn (Y-1) gue poseen ciclasa pero carecen de los recep

tores mencionados.



I11. EL PAPEL BIOLOGICO DEL AMP CICLICO EN EL CONTROL DEL META-

BOLISMO EN EUCARIOTES.

En los capitulos anteriores se describieron los as-
pectos fundamentales gque conciernen & la sintesis biolbgica del
AMP ciclico. En este capftulo se verf de qué manera este nucleb
tido interviene en el control del metabolismo celular.

El primer efecto biolbgico atribuido al AMP ciclico

fue la activacibn en higado de la fosforilasa de glucbgeno

(1,4 -o|-D-Glucan: orthophosphate o ~glucosyltrensferase, E.C. 2.
4L.1.1), responsable de la degradaci6fn de dicho polisachrido con
formaci6n de glucosa 1- P . En el higado y en el misculo, la fos

forilasa existe bajo dos formas: fosforilasa a (activa) y fosfo-

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

ca una fosforilacibn de la molécula de fosforilasa b a partir

de ATP, reaccifin catalizada por una enzima llamada fosforilasa

b guinasa (ATP: phosphorilase b phosphotransferase, E.C. 2.7.1.
38). Esta Gltima enzima, a su vez, existe en dos formas: una ac
tiva fosforilada y uma inactiva defosforilada. La conversifn de
la forme inactiva a la activa ocurre por la accifn de una protei-
na_guinasa (ATP: protein phosphotrensferase, E.C. 2.7.4.37) cu
ya actividad se manifiesta en presencia de AMP cf{clico. Las pro-

teina guinasas (PQ) fueron descubiertas y aisladas por el grupo

de Edwing Krebs (168,169)y pueden ser consideradas como los ver

daderos receptores intracelulares del AMP ciclico. Su accifin

catalftica radica en la transferencia del grupo fosfato terminal
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del ATP a los residuos serina o treonina de las cadenas poli-

pept{dicas, en presencia del Mg++.

La fosforilaesa b quinasa - guinasa (PQ), ademés de

fosforilar a la fosforilasa b quinasa, es capaz de hacerlo a

otras proteinas como la casef{na, histonas, protamina y gluc6ge—

no sintetasa (UDPglucose: glycogen & —0(— glucosyl transferase,
E.C. 2.4.1.11) (170).Tal escasa especificidad para el sustrato
es una caracteristice comin de este tipo de enzimas.

La manera en que el AMP cfclico regula la actividad
de las proteina guinasas fue descubierta independientemente en
los laboratorios de Lipman (80) y Garren (81). Trabajando con
una protefna guinasa de reticulocitos de conejo y utilizando la
histona como sustrato, Lipman y colaboradores detectaron gue en
presencia de AMP cficlico la enzima se disociaba en dos componen
tes mAs livianos gue la forma nativa: uno con actividad catali
tica pero sin capacidad de unir AMP ciclico, y otro sin activi
dad catalitica pero que une AMP cfclico. Las conclusiones fina
les fueron que las proteinas guinasas estan formadas por 2 en-
tidades proteicas: una regulatoria (R) gue fija AMP ciclico y
otra catalitica (C). Hoy se sabe que la enzima est& constitui-
da por dos subunidades catalf{ticas de 38.000 Dalton de peso mo
lecular cada una, y un dimero regulatorio formado por dos monf

meros de 55.000 Dalton de PM cada uno. En la figura 5 se descri
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he de qué modo el AMP ciclico activa a las proteina guinasas.

SC SMR &)

+.26) == +2'SCE
SCZMR

holoenzima enzima
inactiva activa

Figura 5:- Esquema gue representa la activacion de proteinas qui
nasas por el AMP ciclico. En presencia de dicho nucled
tido la enzima nativa inactiva se disocia en dos sub-
unidades cataliticas activas y un dimero regulatorio
unido a dos moléculas de AMP ciclico.

SC = subunidad catalitica; MR = mondmeroc regulatorio;
& = AMPc

Existen dos tipos de proteina quinasas dependientes de AMP cf-
clico, denominadaes I y II.
En el tipo II la interaccibn entre las subunidades cataliticas
y regulatorias seria més fuerte que en el tipo I vy requeriria
para disociarse ademés del AMP ciclico una concentracibn sali-
na alta.

Recientemente Corbin y colaboradores (82) demostra-
ron que le protefna gquinasa de tipo I es una protefna de loca-

lizacibn citosblica mientras que la de tipo II esta ligada a
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membranas. Lo notable es gue la unibn a membrana se haria a tra
vés de las subunidades requlatorias, de manera de gue al inter
accionar con el AMP ciclico se liberarfan al citoplasma subuni
dades catal{ticas activas, en tanto el complejo R-AMP ciclico
permaneceria unido a la membrana.

Si la fosforilacibn de protefnas por las proteina-
guinasas fuera un proceso irreversible, los efectos hormonales
serfan permanentes alin cuasndoc desapareciera la causa que aumen
ta los niveles intracelulares del AMP cf{clico. La reversibili-
dad del proceso esté dada por la defosforilaci6n de las protef
nas fosforiladas. Esta reaccibn es catalizada por un grupo es-

pecial de fosfohidrolasas llamadas fosfoproteina fosfatasas

(Phosphoprotein phosphohydrolase, E.C. 3.1.3.16). Las fosfopro
teina fosfatasas poseerian también dos formas: una activa defos
forilada y otra inactiva fosforilada. La fosforilacibn inacti-
vante de una fosfoproteina fosfatasa esté a cargo de una prctei
na quinasa dependiente de AMP ciclico. De esta manera, un aumen
to en la concentracibn de AMP c{clico determina una activecifin
de las proteina-quinasas y una inactivacibfn de las fosfoprotef
na fosfatasas.

Este tipo de regulacifn simulténea puede visualizar
se muy bien en el ya conocido sistema de amplificacibn "en cas

cada" del metabolismo del glucbgeno, que se muestra en la figu-



ra 6. Se tomar8 a esta ruta metabflica como paradigma del meca

nismo de sccifn del AMP ciclico en los eucariotes.
ADRENALINA O GLUCAGON

AP - Me —Y— 5 AMPC PQ INACTIVA
PQ  ACTIVA
A
ATP FbQ ( INACTIVA) ,Pi FOSFATASA Iwnmmnl ATD
(INACTIVA) g
Mg 7/ ( Mg
ADP rbQ = @ (ACTIVA) FOSFATASA /7 NINUIBINOR- @) ADP
(ACTIVA)
ATP Fb (INACTIVA) Pi
M#
g
ADP Fb =(@XACT.) 1,0
uDP GLUCOGENO Pi
unpPG GLUCOGENO GLUCOSA -1 ®
(n - 1)
ATP GS  (ACTIVA) (1) Pi
S
Mg
ADD Gs - @ (INACT.) () H,0

Figura 6:- Control del metabolismo del gluctgeno por AMP ciclico.
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En la figura 6 se ve gque la accibn glucogenolftica
del AMP cfclico esté garantizada por cuatro puntos de control:

la activecibn de la fosforilasa de glucﬁgeno, la inactivacién

de la fosfatasa capaz de inactiver a la fosforilasa de glucbge-

no, la inactivacibn de la glucfgeno sintetasa y la inactivacibn

de la fosfatasa capaz de activar a la glucfHgeno sintetasa.

El AMP cfclico cumple un rol similar en la lipblisis.
La lipasa (Triacylglycerol acyl-hydrolase, E.C. 3.1.1.3) gue hidro
liza triglicéridos a glicernl y Acidos grasos existe en dos for
mas: una activa fosforilada y otra inactiva no fosforilada (83).
En este caso también la fosfori}aciﬁn es catalizada por una pro
tef{na quinasa dependiente de AMP ciclico.
En cuanto al metabolismo proteico, recientes trabajos de Severo
Ochoa y colaboradores (84) asignan al AMP ciclico un rol regula
dor en la sintesis de protefimas en lisados de reticulocitos: el
nucleftido activarf{a a una protefna quinasa gque fosforila a un
inhibidor de la accifin del factor de iniciacibn de la traduccifin,
e IF-2.

Dicho inhibidor serfia a su vez una protefna guinasa
independiente de AMP ciclico.

Estos y otros efectos biolfigicos mediados por pratef

na guinasas dependientes de AMP cfclico se encuentran en la ta-

bla 4.



TABLA 4: Sitios de accibn de las proteina quinasas dependien-

tes de AMP ciclico y los eventos biolfgicos relaciona

dos.

LA PROTEINA QUINASA
DEPENDIENTE DE AMPc EVENTO PROOUCIOO
FOSFORILA A:

GLUCOGEND SINTETASA INHIBICION DE LA SINTESIS DE

GLUCOGENO
FOSFORILASA b QUINASA ACTIVACION DE LA DEGRADACION

DE GLUCOGEND

LIPASA ACTIVACION DE LA DEGRADACION
DE GRASAS NEUTRAS

QUINASA DEL FACTOR eIF-2 INHIBICION DE LA SINTESIS DE
PROTEINAS

TROPONINA CONTRACCION MUSCULAR

COMPONENTES DE MEMBRANA A DE POLARIZACION

TRANSPORTE DE PRECURSORES
PERMEABILIDAD AL AGUA

Las concentraciones intracelulares de AMP ciclico son
cercanas a 10—6 M, suponiendo una distribucibn uniforme del nu-

clebtido en el medio acuaso de la célula.
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Sin embargo, la concentracifn de AMP ciclico requeri
da para lograr el 50% de la mixima actividad catal{tica de la
proteina guinasa purificada es sproximadamente de 10—8 M. En estas
condiciones el nivel basal intracelular de AMP ciclico serfia
més gue suficiente para mantener a la quinasa en un estado com
pletamente activado. Los experimentos nos dicen que estoc no es
asi; la actividad basal de protefna quinasa in vivo es baja y
hay una buena correlacibn entre los aumentos intracelulares del
nucleftido y el incremento de la actividad enzim&tica (85).

Una explicacibn posible para esta paradoja es gue el AMP cicli-
co y la proteina gquinasa se encuentren separados en compartimen
tos citoplasméticos diferentes. Steiner y su grupo (86) demostra
ron con la ayuda de la inmunofluorescencia, una distribucibn dis
creta del AMP ciclico y del GMP cficlico en células de la gléndu
la tiroides, hecho que apoyaria la explicacifn de la comparti-
mentalizacibn.

Por otro lado, existen otros factores que pueden mo-
dificar la interaccibn de la proteina quinasa con el AMP cicli-
co. El primero es el efecto del Mg ATPZ_ sobre la recombinacibn
de las subunidades separadas de la prcteina guinasa. Cuando se
incuban subunidades catalfticas con el complejo subunidad regu-
latoria - AMP ciclico y con Mg ATPZ-, se reconstituye la protei

na gquinasa nativa (R2 82) y se libera AMP cfclico. Esto no ocu-
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rre en ausencia de Mg aTPZ",

Es decir que en presencia de Mg ATPZ_, aumenta el gra
do de disociacibn entre el AMP ciclico y la protefna quinasa. La
constante de disociacién para el complejo (AMF’c)z—R2 es de 6 x
10-9 M en ausencia de Mg ATPz-; mientras que en presencia de una
concentracifn "fisiolbgica" de Mg ATPZ— (tmM), la constante se
incrementa a 2 x 10_7 M, valor cercano al de los niveles alcan-
zados intracelularmente por el nuclebtido cfclico luego de la
estimulacibn hormonal.

Otro factor que provoca un aumento de la constante de
disociacifn del AMP ciclico con la proteina quinasa es el nime-
ro de moléculas de enzima (PK) por célula.

Por ejemplo, en presencia de Mg ATPZ- y casefna, cuan

do la protef{na quinasa se encuentra a una concentracifin de 10_8 M,

la constante de disociacifin para el AMP cfclico es de 2 x 10_7 M;

;
en cambio, cuando la concentracibn de enzima se eleva a 2 x 10—7 M,
la constante de disociacifin se incrementa a 1,5 x 10—6 M. Este
mecanismo podrie operar in vivo ya que la concentracibn de pro-
tefna quinasa en la célula es del orden ce 2 a 3 x 1077 M, casi
idéntica a la de su activador.

Por Gltimo, existe una proteina termoestable que es

capaz de suprimir toda actividad de proteina guinasa a niveles

de nucle6tida ciclico inferiores a 3 x 107/ M (13, 47).
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Como se ve, tanto el sustrato de las protefna quina
sas, como la concentracifin de la enzima y la existencia de un
factor termoestable modulan las relaciones entre el AMP ciclico
y las subunidades regulatorias de manera de asegurar una corre
lacifn entre el rango dentro del cual varfan los niveles intra
celulares del AMP ciclico y la sensibilidad de las proteina

quinasas.



IV. EL AMP CICLICO Y LA MUNCION TESTICULAR.

El papel del AMP cfclico en la fisiclogia del testicu
lo es de suma importancia ya que dicho nuclebtido ciclico esté
relacionado con los dos procesne fundamentales que ocurren en
esta gléndula: la secrecifin de hormonas sexuales masculinas (an
dr6genos)y la produccifn de espermatozoides. Desde hace muchos
afios se sabe que la regulacibn de estos dos procesos es llevada
a cabo por las hormonas gonadotr6ficas hipofisaries: la FSH y
la LH, esta (ltima relacionada estructuralmente con la hCG (go-
nadotrofina corifnica humana).

En 1a figura 7 puede observarse el esquema de un
corte histolbgico de testiculo con la ubicacifn de los distin-
tos tipos celulares.

La biosintesis de los esterpides androgénicos esté

localizada en las células intersticiales de Leydig, mientras que

la espermatogénesis ocurre en el epitelio germinel de los tébu
los seminiferos.

Los trabajos pioneros del grupo de Mancinl sobre ia
distribucién celular de las gonadotrofinas dentro del testfculo

por métodos inmunohistoquimicos mostraron que la FSH estaba con-



finadas a las cflulas tubulares de Sertoli, y la LH estaba loca

lizada en las células de Leydig y peritubulares (87).
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Figura 7:- Corte histolégico de testiculo humano X 170 tomado de

Bloom, W. y Fawcett, D.W. (1966) "A Textbook of Histology"
W.B8.5aunders Company, Philadelphia.

CELULAS INTERSTI-
CIALES DE LEYDIG
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A partir de esta observacifn numerosos trahajos han demostrado
la existencia de receptores para LH y hCG en la membrana plas-
mAtica de las células de Leydig y para FSH en las células de Ser
toli. Los receptores para LH/hCG han sidn estudiados y caracte
rizados exhaustivamente por Catt, Dufau y colaborasdores ( 88).
En general la interaccibn gonadotrofina-receptor se caracteri-
za por una alta constante de asociacibn ( 1 pmol/g). Dufau et
8l ( 89) solubilizaron los receptores para LH de fracciones par
ticuladas de testiculo usando detergentes no ibnicaos. En estas
condiciones los receptores se comportan como moléculas asimétri
cas con un radio de Stokes de 64 E, un coeficiente de sedimenta
cibn de 6,5 S y un pesc molecular de 200.000 Dalton. E1 comple-
jo hormona-receptor por su parte tiene un coeficiente de sedi-
mentacifn 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.
Adem&s se ha conseguido recientemente un alto grado de purifica
cibn de los mismos por cromatografia de afinidad usando agarosa
acoplada a hCG. E1 mismo grupo estudib la relacibn existente
entre la ocupacibn de los receptores por la hCG y la activacifin

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



se establecif que las concentraciones de hCG necesarias para sa
turar a sus receptores especificos son muy superiores a las ne
cesarias para alcanzar la méxima produccifn de esteroides. Por
otra parte se descubrif que LH o hCG estimulan la produccifn de
AMP c{clico en las células de Leydig (90, 91). Estos datos in
mediatamente hicieron suponer un control de la esteroideogénesis,
mediado por AMP cfclico, donde, al igual gue ocurre con otras
hormonas polipeptidicas, la LH/hCG se unirf{a a su receptor es-
pecifico y activarfa a la adenilil ciclasa, aumentando los nive
les intracelulares de AMP ciclico. La adicién de AMP ciclico o

de su derivado dibutirilado al medio de incubacidn de las célu-
las intersticiales estimula la produccidn de andrfigenos (S0, 92).
Podestd et al (93, 94) caracterizaron a la proteina quinasa depen
diente de AMP ciclico presente en las células de Leydig; esta en
zima presenta dos formas moleculares con constantes de sedimenta-
cibén de 6,5 S y 3,8 S. Durante la incubacién de células intersti-
ciales con hormonas gonadotréficas, la actividad de proteina qui
nasa total se estimula en una forma proporcional a la concentra-
cién de hormona, llevando a la formacidn de una Unica subunidad
catalitica de 2,9 S. La conversién de las dos holoenzimas en la
subunidad catelitica ocurre a concentraciones fisiolfgicas de go-

nadotrofina (m'11 M).



Por otro lado es importante destacar que no se cond
ce con exactitud cufl es el sustrato natural de la protefna qui
nasa de las células de Leydig, ni qué etapa de la biosintesis
de andrBgenos es suceptible de ser regulada por fosforilaciones
y desfosforilaciones. No aobstante, une aproximacifn interesan-
te al problema fue desarrollada por Cigorraga et al (95). El
tratamiento de células intersticiales con altas dosis de hCG
produce una pérdida de los receptores accesibles 8 la hormona y
una consecuente desaparicién de la respuests a la hormona, tan
to en lo referente a la produccibn de AMP cficlico como en la
esteroideogénesis ( 96). Este conocido fenbmeno lleva el nombre

de desensibilizacifn o taguifilaxia y ha sido descripto en los

sistemas de receptores de insulina, somatotrofina, LH, TRH y ca
tecolaminas. Los estudios realizados por Cigorraga et _al demos
traron que inhibidores selectivos de la sintesis de esteroides
permiten un anflisis cuantitativo de los precursores durante la
estimulacibn hormonal in vitro de las células de Leydig, y com
probaron que la mayor aslteracibn de la via esteroideogénica en
las células desensibilizadas est& localizada a nivel de la des-
molasa, la enzima responsable de la conversifin de 170(—hidroxl
progesterona a andrfgenos. Seguramente los prbximos pasos en la
investigacibn del papel del AMP cficlico en las células inters-

ticiales estarén dirigidos a establecer alguna correlacibn entre



la actividad de la desmolasa y la actividad fosforilante de la

protef{na quinasa.

Los andrfgenos producidos en las células intersticia
les pasan a la circulacifn para ejercer su efecto promotor del
crecimiento y mantenimiento de los tejidos genitales y acceso-
rios, controlando fundamentalmente la espermatogénesis, y, en
definitiva, permitiendo la perpetuacibn de la especie. El meca
nismo de accibn de las hormonas esteroideas en general y de los
andrégenos en particular constituye un vasto capftulo de la En
docrinologfa Molecular, que no serf tratado en detalle aquf.
S6lo se enunciarfn los pasos principales del modo de accifin de
la testosterona ( 97):

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

2) Unibn de la DHT a un receptor citosblico especifico de coe-
ficiente de sedimentaci6n 9,5 S. En presencia de sales, di-
cho receptor es capaz de disociarse dando una subunidad de
3,8 S.

3) E1 complejo receptor-DHT es transferido al nlicleo celular me
diante un mecanismo dependiente de temperatura. Ni el recep
tor libre ni la DHT sola pueden penetrar en el nlcleo.

4) La ciproterona, un inhibidor competitivo de la accibn andrg
génica, actla blogueando el "binding" de la DHT a su receptor

citosblico especifico.

5) En el citoplasma existe una protefna que une andrbgenos (ABP),



6)

7)

que no se transloca al nlcleo, y que ademfs difiere del re-
ceptor especifico en que su asociacibn a la DHT no es bloquea
da por la ciproterona.

En el nicleo, el complejo receptor-DHT, se unirfa por lo me
nos & la fraccibn de ritanucleoprotefinas de la cromatina,
peroc no se descarta la unidn a otras protefnas de la cromati
na.

La unibn del complejo DHT-receptor a una protefna especifica
de la cromatina es la base de la regulacibn de le expresibn

genética en la célula sensible a testosterona. Se estimula

la transcripcibn a nivel de la RNA pﬁiiﬁéfﬁéa I.

En cuanto al rol de la testosterona en la espermato
génesis, se sabe que son necesarias altes concentraciones intra
testiculares del esteroide para que se complete la meiosis, sg
bre todo a niveles de la profase II y la metafase Il y que la
célula de Sertoli es la encargada de mantener los altos niveles
de la hormona producida por las células de Leydig.

La localizacibn preferencial de la FSH en la célula
de Sertoli ( 87) es compatible con la idea de que estas células
pueden ser el sitio de accibn de la hormona hipofisaria. Means
y Vaitukaitis demostraron en 1972 la existencia de "binding"
especifico de 3H—FSH a los tlbulos semini{feros in vitro ( 9g).

Més tarde, Steinberger (178), utilizando una combi-

nacibn de técnicas meclnicas, enzimlticas y de cultivo de teji
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dos demostrb que ni las células intersticiales ni las perituby
lares, ni les de la linea germinal eran capaces de unir FSH

marcada con 1251, mientras que los tlbulos semin{feros despro-
vistos de células germinales tenfan el mismo grado de "binding"
especifico gque los tlbulos semin{feros enteros. E1 mismo grupo

de Steinberger estudi6 el "binding" espec{fico de FS5H a células

de Sertoli aisladas y crecidas en cultivo comprobando que no era

necesaria la hormone para inducir la presencia de receptores
( 99).

Finalmente Abou-Issa y Reichert (100, 101) caracte-
rizaron los receptores de FSH ce las membranas obtenidas de tlbu
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
ci{clico. Numerosos grupos han descripto las propiedades de una
adenilil ciclasa asociada a membranas de los tlbulos seminife-
ros estimulable por FSH (102, 103). Ademéis Dorrington et al mos
traron un aumento en los niveles endbfgenos de AMP ciclico en
tlbulos aislados incubados con FSH (104). E1 papel del sistema

FSH-AMP ciclico parece estar dirigido hacia un aumento en la

sintesis de protefinas (105) y en especial del ABP. E1 ABP es una




proteina presente exclusivamente en el testfculo y el epididimo.

Hay evidencias abundantes que indican que el ABP es sintetizado

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

1) E1 ABP desaparece del testiculo y del epidi{dimo después de
la hipofisectomia y reaparece después del tratamiento con FSH
de una manera dependiente de la dosis.

2) E1 ABP testicular aumenta una hora despufs de la administra
cibn de FSH o B-bromo-AMP ciclico a ratas irradiadas prena-
talmente con rayos X, cuyos testiculos estén enriquecidos en
células de Sertoli por anulacién de la linea germinal.

3) La FSH estimula la produccibn de ABP in vitro en cultivos de
células o de 6rgano.

L) Ademfs de la FSH, ls testosterona induce la sintesis de ABP
mediante un mecanismo diferente que no involucra al AMP ci-
clico. En tal sentido la FSH y testosterona actuarfan sinér

gica, pero independientemente (106).

La funcifn atribuida al ABP es la de aumentar la acu
mulacifn de andrbgenos en la célula de Sertoli y, una vez secre
tado al fluido tubular, transportar los andrbgenos hacia el epi
dfdimo. Por lo tanto, con la ayuda del ABP, el testiculo compar
te con su brgano anexo, el epididimo,lz abundante concentracifn
de andrbgenos necesaria para la maduracibn del espermatozoide

(106) .
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En el diagrama de la figura 8 se resumen los cono-
cimientos actuales sobre la regulacifin hormonal mediada por AMP

cf{clico en el testiculo:

espermatozoide

INTERSTICIO

.ig espermatoyonio

STEROIDEOGENESIS
| NESI

€ EOGENE espermatocito linea

@ germinal

A,MPC
TESTOSTERONA K
. esDermatldas
célula de
ABP-DHT A EPIOIDIMI

FIGURA 8




V. LA ADENILIL CICLASA DE TUBULOS SEMINIFEROS.

Algunas evidencias experimentales indicarian la exis-
tencia de distintos sistemas de adenilil ciclasa en los diferen-
tes tipos celulares existentes en el testiculo. En primer lugar,
se ha detectado la presencia de una adenilil ciclasa sensible a
la hormona luteinizante (LH) en las células intersticiales de
Leydig (107), y una ciclasa estimulable por FSH, presente en las
células de Sertoli (108). Ambas actividades enzimiticas se encon-
traron asociadas a fracciones de membranas y pueden funcionar tan
to con Mg++ como con Mn'’ ademés de ser estimulables por F . Un
estudio reciente de Abou-Issa y Reichert (109) mostrd que la ac-
tividad de ciclasa de membrana sensible a FSH en testiculo de ra-
ta, es regulable por los nuclef6tidos de guanosina. Los autores com
probaron gue el GMP-P(NH)P es capaz de estimular su actividad ba-
sal y gque tanto el GTP como el GMP-P(NH)P aumentan significativa-
mente el grado deestimulacién por FSH. Ademas demostraron que el

[12513 -F5H a las preparaciones

GMP-P(NH)P inhibe la unidn de la
de membranas. Estos hechos se correlacionan perfectamente con los
estudios de Rodbell et al (55) sobre los efectos de los nuclefti-
doe en el "binding" del glucagbn y la activacifn de la adenilil
ciclasa en membranas de higado.

Los caracteres de las ciclasas hasta agui descriptas concuerdan
con los de las adenilil ciclasas de todas las células de mamife-

ros estudiadas, en cuanto a su localizacién celular, requlacidn

hormonal, requerimientos de cationes divalentes y estimulacibn
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por F~. Sin embargao, en 1975, Braun y Dods (4) publicaron el pri
mer trabajo en que se describe a una gdenil ciclasa de testiculo
de rata que presenta rasgos diferenciales:

1)

Se encuentra localizada en la fraccion citos6lica;

2) - Es inactiva en presencia de Mg++com0 dnico catién divalente;
3) - Requiere Mnt* para su actividad;

4) - Es estimulada por el Ca’’ en presenciz de Mot (110);

5) - E1 Co'™ no puede substituir al Mn' "' (111);

6) - No es estimulable por F ; vy

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

En cuanto a la localizacién, Braun y Dods comprobaron
que el 89 % de la actividad enzimatica se recuperaba en el citosol,
luego de una ultracentrifugacidon de homogeneizados de testiculo
a 105.000 x g durante 60'. Pruebas adicionales de la localizacidn
citos6lica fueron:

a) - la permanencia de la actividad en el sobrenadante de una cen-
trifugacién a 300.000 x g durante 5 hs;

b) - la recuperacién total de la actividad en el filtrado, luego
del pasaje de un sobrenadante de alta velocidad a través de
membranas de ésteres de celulosa(millipore)con un tamafio de
poro de 0,22 )_IITI; v

c) - ausencia de fragmentos membranosos o de vesiculas al observar

preparaciones de dicho filtrado el microscopio electrénico.

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



analiz6 la hipﬁtesis de gque la solubilidad de la ciclasa de tes-
ticulo fuera consecuencia de la proteblisis de una forma enzimé-
tica unida a membranas, ocurrida durante la preparacitn de los
extractos. Para ello incubd homogenatos de testiculo a 259¢ du-
rante una hora, al cabo de lo cual obtuvo un sobrenadante de alta
velocidad y compard su actividad con la de un sobrenadante control,
de un homogenato no incubado. La autora no detectd incremento al-
guno en la fraccidn soluble del tratado respecto del control. Por
otra parte, tampoco detectd variacidn en la distribucién de la
actividad de ciclasa en el sobrenadante y en el material sedimen-
tado cuando afiadi6 diferentes inhibidores de proteasas a la solu-
cifén de homogenizacién. Esto demostraria la ausencia de un proce-
so proleolitico liberador de la ciclasa al citoplasma.
Experimentos realizados con tlbulos seminiferos aisla-
dos por microdiseccién y con una preparacifn altamente enriquecida
en células de Leydig demostraron que el 90 % de la adenilil cicla
sa soluble se encuentra localizada en las tibulos, mientras que
el 10 % restante se ubica en las células intersticiales (4); éste
0ltimo porcentaje coincide con el de contaminacién de la fraccién
de células intersticiales con células provenientes de los tlbulos
seminiferos. Por otra parte, Braun et al (110) no detectaron acti
vidad de adenilil ciclasa soluble en preparaciones de testiculos
de ratas cuyas madres habian sido irradiadas en el 192 dia de ges

tacién. La aplicacidn prenatal de rayos X anula por completo la



1inea germinal y lac ratas presentan tdbulos seminiferos enrigue

cidos en células de Sertoli.

Estos resultados indicarian que la ciclasa citosblica astéd loca-

lizada en las células de la progenie espermatica.

Braun y Dods estudiaron también la “"ontogenia" de la adenilil ci-
clasa dependiente de Mn** en 1a rata. Como se ve en la figura 13

tomada del trabajo original (4), la actividad no es detectable

en ratas de 14 dias, edad en que el epitelio tubular esté com-
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Figura 13:- Aparicién de la actividad de adenilil ciclasa en tes-
ticulo de rata. La actividad enzimética fue determi-
nada en el citosol aislado de homogeneizados de tes-
ticulos. Se muestran también los estadios del desarro

llo morfolbgico en los t(bulos seminiferos. Tomado de
Braun y Dods. (&)
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puesto principalmente por células de Sertoli, espgrmgtogonios v
espermatocitos primarios. La actividad comienza a detectarse en
ratas de 22 a 26 dias, cuando empiezan a aparecer las espermati-
das, y el incremento réapido se da entre los 26 y 35 dias, conco-
mitantemente con la aparicifn de un nimero considerable de esper-
métidas; alcanzando un "plateau" maximo en las ratas adultas,
sexualmente maduras. Resulta interesante recalcar la estricta
correlacifn existente entre los niveles de la adenilil ciclasa
soluble de tibulos seminiferos y el grado de maduracidn de la pro
genie espermatica.

La funcidn de la adenilil ciclasa de espermatozoides
fue estudiada indirectamente observando los efectos de los inhi-
bidores de fosfodiesterasa. La cafeina aumenta los niveles meta-
bblicos y de movilidad en esperma epididimal de toro y en esper-
ma eyaculado de toro, cerdo, carnero y hombre (112). Estos cambios
son similares a los que ocurren como consecuencia de la capaci-
tacidén de los espermatozoides. La capacitecif6n es el proceso por
el cual los espermatozoides maduros de los mamiferos son modifi-
cados por la hembra para permitir la fertilizacién del 6évulo. En
1973, Morton y Albagli (113) demostraron que la adenilil ciclasa
de espermatozoides de hamster capacitados por incubacibn en sue-
ro humang presentaban una actividad mucho mayor que la de los es-
permatozoides no capacitados.

Los trabajos de Braun (114, 115) demostraron que la ci
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clasa del esperma de epididimo de rata era dependiente de Mn++,
insensible a F, no estimulable por FSH y LH y estaba asociada

a la membrana celular. Exceptuando la localizacidn, todas las
caracteristicas anteriores son compartidas por la ciclasa soluble
de tlbulos seminiferos.

Herman et al (112) realizaeron un estudio minucioso
sobre la localizacidn de la adenilil ciclasa de esperma eyacu-
lado de toro. Encontraron que la fraccifin de membranas plasméti
cas puras posee la mayor actividad especifica, que el 70 % de la
actividad total sedimenta a alta velocidad y gque aproximadamente
un 30 % de la actividad permanece en forma soluble, aln después
de recentrifugado a 200.000 x g durante 2 hs. Es asi gque, las ca
racteristicas del 30 % de la ciclasa de espermatozoides resulten
idénticas a las de la enzima de tlbulos seminiferos descriptos
por Braun y Dods.

Estos hechos podrian sugerir que se trata de la misma
enzima, que durante el desarrollo de la linea espermatogénica,
se encuentra en el citoplasma, en forma libre o débilmente unida
a membranas y gque en el esperma maduro, tanto el eyaculado como
el del epididimo, se encontraria en su mayor parte (70 %) firme-
mente asociada a estructurass membranosas.

S5i bien no se conocen los pasos de este eventual pro-
cesa, la incorporacién a membranas de la adenilil ciclasa depen-
diente de Mn** podria ocurrir durante la maduracién de las esper
métidas en el testiculo o durante el transporte del esperma a

través del epididimo.
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VI. LAS HORMONAS TIROIDEAS.

VI. 1 Estructura quimica y efectos bionldgicos.

£l primer compuesto de accién hormonal conteniendo iodo
fue aislado por Edward Kendall en 1914 y fue llamado tiroxina.
Kendall pensaba gque este compuesto de la gléandula tiroides era
un oxo-indol, y por eso fue originalmente llamado tiroxindol,
luego acortado a tiroxin . La subsiguiente determinaci6n por Ha-
rrington y Barger (116) de la estructura correcta y de la natura-
leza aminoacidica de la hormona provocé la adicifn de la "a" ter-
minal al nombre, dado que el sufijo "ina" se usa para nombrar a
una amina.

La otra hormona tiroidea, la 3, 5, 3' -triiodo-L-tirg
nina (triiodotironina o T,;) fue descubierta en 1952 simulténeamen
te por Roche, Lissitzky y Michel (117) y por Gross y Pitt-Rivers
(118).

La estructura de las hormonas tiroideas (figura 9) estéa
caracterizada por la presencia de una funcibén difenileter. En po-
siciones para respecto del oxigeno de la funcién éter se encuentra
una funcién 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 conformacién de minima energia es aguell:
en que los anillos aromaticos estéan en planos perpendiculares,

participando la unién eter en un &ngulo de 1209 (figura 10).
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Las hormonas tiroideas se sintetizan en las células
foliculares de la gléandula tiroides. Esta gléndula 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 Céfalocorda-
dos). En estos animales una estructura tubuler del piso de la fa
ringe, llamada endostilo, contiene células capaces de concentrar
el iodo y de incorporarlo en una iodoproteina que es segregada
al tubo digestivo e hidrolizada dendo lugar a la formacién de hor
monas tiroideas.

Las hormonas tiroideas libgradas al torrente sanguineo
son vehiculizadas desde la tiroides hasta los tejidos en asocia-
cién reversible con proteinas plasméticas.

En el hombre, el 75 % de la Ty, estd asociado a una gli

coproteina especifica 1llamada o -globulina ligadora de tiroxira

(TBG) de 36.000 Dalton de peso molecular, el 15 % a una proteina
que migra electroforéticamente delante de la albl(mina, llamada pre-
albimina (PA) de 57.000 Dalton de peso molecular, y el resto uni-
do a la alblimina sérica cuyo PM = 66.000 Dalton.

En la tabla 5 figuran las concentracicnes de las dis-
tintas hormonas tiroideas en el suero humano normal y de indivi-
duos hiper e hipotiroideos (117).

Las hormonas toriodeas circulantes pueden sufrir modi-

ficaciones metabdlicas periféricas dando origen a compuestos ioda-

dos de importancia bioldgica. Por desiodacidn de T, Y T3 se llega



a la formacibdn de otras tironinas iodadas: la 3, 3', 5'-triiodoti-
ronina (3, 3', 5' - T3 a) T3 inversa o rT3) y la 3, 3'-diiodotiro-
nina (3, 3'—T2). Una parte de las hormonas tiroideas o de sus de-
rivados de desiodacidn sufre desaminacién oxidativa para dar dos
derivados acéticos (Acidos triiodo o tetraiodo-tiroacéticos:TRIAC,
TETRAC). Por descarboxilacibn todos estos compuestos pueden dar las

correspondientes tiroaminas.

TABLA 5: Concentracibn sérica de hormonas tiroideas en indivi-

duos normales, hipo e hipertiroideos.

COMPUESTO NORMAL CONCENTRACION (M)

HIPOTIROIDED
RIPERTIROIDEO

T, total 0,5~ 1,0. 107 1,9. 1077 0,2. 1077

T, libre 3. 10 1. 10”10 0,6. 107"

T, total 2 - 4. 1077 1,1. 1078 1,3. 1077

T, libre 6. 10”12 - -

DIT 3 - 4. 1070 - -

En la figura 11 se encuentran las férmulas de los com
puestos derivados que tienen importancia biolégica.

Los estudios de Schwartz et al (119) demostraron que
en el hombre y en la rata, de un 30 a un 45 % de la T, total es

IR
degradada a TB en los tejidos periféricos.
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Ademés, un 63 % de la T, total tienme su origen en la monodesio-

3
dacibn de Tu, mientras que el 37 % restante proviene de la se-
crecifén tiroidea. La elevada conversidn de Th en T3 a nivel ex-

tratiroideo y el hecho de que en la mayoria de los efectos biolf
gicos, la T3 es alrededor de 3 veces més activa que la Tb han lle
vado a pensar que la T3 podria ser la verdadera hormana tiroidea,

en tanto que la Th solo jugaria el rol de una pro-hormona.

Efectos producidos por las hormonas tiroideas (120).

Las miltiples acciones biol6gicas de las hormonas ti-
roideas pueden ser clasificadas en 2 categories: aquellas que con-

trolan el desarrollo y aquellas gque aseguran la regulacifn de la

actividad metabdlica durante y después del desarrollo.

En el primer grupo se encuentran:

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

sicién de renacuajos a las hormonas tiroideas mimetiza los
eventos gue acompafian a la metamorfosis esponténea: reabsor-
cibén de la cola, crecimiento de extremidades, alteraciones
en la biosintesis de hemoglobina, acortamiento del tracto
gastrointestinal, y conversidn del amoniotelismo al urotelis
mo.

2) - Control del desarrollo del sistema nervioso en mamiferos:- Las

hormonas tiroideas regulan la velocidad de crecimiento de 1la
corteza cerebral, la ramificacion axonal y dendritica, como asi
también la mielinizacién. La evidencia bioquimica de una accidn

de las hormonas tiroideas en la maduracifin de las terminales
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nerviosas estaria dada por la disminucibn selectiva en las
ratas tiroprivas de dos enzimas mitocondriales sinaptostmicas:
la succinico deshidrogenasa (Succinate: naDt oxidoreductase,

E.C. 1.3.1.6.) y la glutamato carboxilasa (L-glutamate 1-car-
boxylyase E.C. 4.1.1.15).

Por otra parte, es bien conocido en humanos el efecto retar-

datorioc de todas las funciones intelectuales (cretinismo)

causado por el hipotiroidismo preco:z.

En el segundo grupo se encuentran:

3)

L)

- Aumento de la acumulacidn de aminoécidos neutros: La T, y la

3

Th aumenta la acumulacidn de aminodcidos neutros en huevo em
brionario de pollo y en linfocitos timicos. Tanto el MIT como
el DIT son ineficaces en tal sentido. En realidad el efecto
consiste en un ratardo del eflujo de amino&cidos de la célu
la (121, 122).

Aumento del consumo de 02 vy la produccién de calor: La T3 y

la Th provocan un incremento en el consumc de 02 en higado vy
en misculo de rata, acompafiado por un aumento en el Kt intra
celular y una disminucifn en la relacifn 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 k't (ATP
phosphohydrolase, E.C. 3.6.1.3) (123).

Aumento en la sintesis 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-3-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 glucblisis,

la isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD" [threo—DS—
Isocitrate: NAD' oxidoreductase (decarboxilating), E.C. 1.1.
1.41 ] que participa en la via catabflica del ciclo de Krebs

y la glucosa 6 P deshidrogenasa (D-Glucose-6-phosphate: naoP*

1-oxidoreductase, E.C. 1.1.1.49) y la 6 P gluconato deshidro-

genasa (6-Phaospho-D-gluconate: nabPt 2-oxidoreductase, E.C.
1.1.1.43) que intervienen en el ciclo de las pentosas.

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

potencia lipolitica de la adrenalina aumenta tres veces en
presencia de las hormonas tiroideas. Ademés, T3 v Th alteran
la concentracitn de gonadotrofinas circulantes (FSH y LH).
Aparentemente este efecto ocurriria a nivel de la secrecibn
de laes gonadotrofinas por la hip6fisis ya gque las velocidades
de depuracifén de estas hormonas de la sangre no se ven afec-

tadas por el estado tiroideo.

VI. 2 Mecanismo de accidn de las hormonas tiroideas a nivel molecu-

lar.

Las bases moleculares del mecanismo de accidn de las
hormonas tiroideas son hasta hoy practicamente desconocidas. Tal
situacifn no estad originada en la falta de datos experimentales,

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



bdlicos descriptos. Con el (nico fin de ordenar los datos dispo-
nibles se dividirad a los mecanismos de accifn en aquellos que no
involucran el AMP ciclico y aquellos mediados por el nucleftido
ciclico. Estudios realizados en los (ltimos diez afios demostra-
ron la presencia de sitios de unién ("binding") especificos para
L—T30 L'Th en numercsas fracciones subcelulares: nicleos (124,126),
mitocondrias (124, 127, 128), membranas plasmaticas (129) y cito-
sol (130, 131).

En 1972, el grupo Oppenheimer (125) demostrd la exis-
tencia en nicleos de higado y de rifibn de sitios receptores de alta
afinidad y capacidad limitada para la T3.

En 1974 Oppenheimer, Schwartz y Surks (136) estudiaron
las diferencias en la concentraci6n de receptores nucleares para
T3 en diferentes tejidos de la rata: la maxima capacidad de "binding"
se encontrd en los nicleos de la hip6fisis anterior, rifi6n, higado
y corazén; mientras que cerebro, bazo y testiculo presentaron baja
concentracitn de receptores, un hecho aparentemente concordante con
la baja respuesta de estos Gltimos tejidos a las hormonas tiroideas.
La capacidad de "binding" de los nicleos hepéticos es de 0,6 mg de

11
T3/mg DNA y la constante de asociacifin Ha=u,6. 10 1/mol de T

3
Los receptores nucleares estian asociados a la croma-
tina y pueden ser solubilizados con NaCl 0,4 M o con soluciones

d
ligeramente alcalinas, 1o cual implica que son nucleoproteinas no

histénicas. Por filtracion de Sephadex G-100 se estimb 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 nicleos cde higado aislados. En experimen

tos in vitro demostraron que la unidn de T, es méxima en incuba

3
ciones de 2 a 3 hs a200C y que no requiere mediacidn de una pro
teina citosflice. Las propiedades del receptor nuclear descrip-

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

Latham et 8l (139) realizaron una purificacibn parcial
del receptor nuclear solubilizado de higado, determinando una Kd
para la L-T3 de 10—9 M, un radio de Stokes de 3,5 nm, un coeficien
te de sedimentacion de 3,5 S y un PM de 50.500 con una relaci6n
friccional = 1,4. Ademids demostraron la ausencia de "binding" es-
pecifico de la hormona tiroidea a enzimas nucleares purificadas
como la DNA polimerasa, la deoxinucleotidil transferasa terminal,
la poli A polimerasa y la RNA polimerasa I.

Un aporte fundamental al entendimiento del rol del re-

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

(140): utilizando DNA unido covalentemente a celulosa (como ma-

triz inerte) demostraron que tanto la triiodotironina marcada
libre, como la unida a proteinas inespecificas eran incapaces
de asociarse a la DNA-celulosa; en cambio habfa una asocciacibn

espec{fica entre el complejo [12511-43 -receptor nuclear aisla

do y la DNA-celulosa. Un afioc mis tarde, Blake y Oatley (141)
descubrieron, mediante la técnica de difraccibn de rayos X, gue

la molécula de prealblmina (una de las protefnas séricas trans

portadoras de hormonas tiroideas) presentaba en su superficie
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dos regiones complementarias en tamafio y forma al DNA doble ca
dena, Lo notable es que la prealb(imina, tiene 55.000 Dalton de
peso molecular y dos sitios de unifin para la L-Th’ uno con un
Kd= 1. 10-8 M y otro con un Kd= 0,1. 10-5 M. En vista de que no
se cornoce ninguna relacibfn funciocnal entre la prealblmina y el
DNA, los autores propusieron un origen comln para esta proteina
y los receptores nucleares de hormonas tiroideas, en virtud a
su capacidad de unirse al DNA.

De los estudios del receptor nuclear, se puede dedé
cir que las hormonas tiroideas deben penetrar en el niicleo pa-
ra ejercer su accifn, al iguasl gque las hormonas esteroides. Sin
embargo, la diferencia fundamental con &stas(iltimas es gque 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 et al (142) demastraron que
las hormonas tiroideas en concentraciones fisiolbgicas podian
controlar la velocidad de crecimiento y la utilizacion de gluco
sa en un cultivo de células de hipdfisis de rata, la linea tumo

ral GH,. Este sistema de células somatotr6ficas fue el primer sis-

tema in vitro que respondid significativamente a la accién de las

hormonas tiroideas. M&s tarde el mismo grupo describid una corre
lacién cuantitativa enire la ocupacifn de receptores nucleares Y
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cién de la L-T3 sobre las células en cultiveo (143). La evidencia
definitiva provino de los trabajos de Seo et al (14L): al hacer
crecer 8 la linea celular de hip6tfisis (GHB) en un medio deficien
te en hormonas tiroideas, detectaron una marcada disminucifn en
la secrecién de la hormona de crecimiento y en la cantidad de RNA
mensajero especifico para dicha hormona proteica. La adicifin de
triiodotironina revirtié totalmente ambos efectos en 48 hs. Sin
embargo, la hormona tiroidea no tuvo ningln efecto en la secre-
cién de prolactina ni en la cantidad de RNA mensajero para prolac

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

tiroideas son capaces de inducir la actividad transcripcional de

manera selectiva,"destapando" ciertas regiones del genoma y no

otras.

En cuanto a la presencia de receptores para hormonas tiroideas en
el citosol, Spaulding y Davis encontraron en higado de rata pro-
teinas solubles capaces de unir especificamente tiroxina. Estos
autores sometieron un sobrenadante de 100.000 x g previamente in-
cubado con tiroxina radioactiva, a electroforesis en gel de poli-
acrilamida y detectaron en hembras tres componentes que contenian
hormona radicactiva unida, y solamente dos en machos. Los pesos
moleculares estimados para los componentes proteicos mencionados
fueron de 130.000, 95,000 y 45.000 Dalton. E1 componente que no
aparece en los citosoles de higado de machos es el de 130.000. Es
interesante destacar que éste (ltimo componente puede ser induci-

do en los machos por administracidén de estradiol.
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Posteriormente, en 1975, Defer et al (135) describie-
ron, mediante una metodologia diferente, algunas propiedades de
los receptores especificos para L-T3 en citosol hepatico. Compro
baron que el receptor soluble (constante de sedimentacién 3,6 S)
era diferente del nuclear y de la TBG, y que el complejo citosol-
[1ZSI] -T3 era incapaz de pegarse al DNA en las condiciones en que
lo hace el receptor nuclear.

Ademas del higado, otros tejidos presentan receptores
solubles pars Th o T3.

Sterling et_al los detectaron en rifién humano y de ra-
ta (133), y Geel (145) en cerebelc de rata.

Un tipo de efecto no relacionado con los anteriores vy
generalmente no comentado en la literatura es el descripto por
Wolff y Wolff (146) hace més de veinte afios. Estos autores encon
traron que la tiroxina en concentraciones cercanas a las fisio-
l6gicas inhibe sensiblemente la actividad de numerosas deshidro-
genasas que contienen Zn++, entre ellas, la mélico, glutémico,
lactico, isocitrico, alcohol y glucosa -6- fosfato deshidrogena-
sas. Ademds, en el caso de la glutémico deshidrogenasa, la tiro-
xina causaria la disociacifn de la enzima nativa en dos subunida
des de menor tamafio (147).

Por Gltimo, recientemente de Mendoza v Fgrias (148,
149) estudiaron el papel de T3 v Th como moduladores de las tran
siciones alostéricas de enzimas asociadas a la membrana. La ex-

posicifn de ratas por diferentes periodos de tiempo a bajas tem-
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peraturas (4Oc)anula las caracteristicas alostéricas de la inhi-
biciébn por fluoruro de la acetilcolinesterasa asociada a membra
nas de eritrocito.

Los autores detectaron gue los factores responsables
del fentmenoc de desensibilizacibn alostérica se encontraban en
el plasma de las ratas expuestas al frio, y los identificaron

como L-triiodotironina, L-tiroxina y tirotrofina.

VI. 3 Hormonas tiroideas y AMP ciclicao.

Las evidencias respecto del papel de los nucle@tidos
ciclicos como intermediarios de la accidn de las hormonas tiroi-
deas son tan numerosas como contradictorias. De existir tal inter
mediacidn, pareceria que no es el principal mecanismo de accion
de dichas hormonas ni estaria uniformemente distribuido.

En 1975 Fernandez-Pol y Hays (150) estudiaron las al-
teraciones de los niveles de AMP ciclico y GMPc en distintos te-
jidos de perro después de una inyeccién intravenosa de triiodo-
tironina (100-200 pg/kg de peso). Luego de un periodo de latencia
30-45 minutos, el AMP ciclico del plasma se incrementd en un 165 %
respecto del control, mientras que el GMPc no varid.

En higado, la concentracifn de AMP ciclico disminuyb un 54 %, en
tanto el GMPc aumentd un 137 %. Por otro lado, mientras en el te
jido ediposo de los animales controles, los niveles de AMP cicli-

co decayeron durante el transcurso del experimento, en el de las
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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
nucledtidos ciclicos a las hormonas tiroideas pueden sen comple-

tamente diferentes en los distintos tejidos.

Levey y Epstein (151, 152) describieron la activacion

de la adenilil ciclase de miocardio de gato por las hormonaes ti

roideas. La concentracifn de tiroxina que producf{a la mitad de

la respuesta méxima era 5 x 1077 M y de triiodotironina, 6 x 10”4 M

Casillas y Hoskins (153) también observaron activacifn de la ade

nilil ciclasa de espermatozoides de mono por L-T, y L-T, . La res

3 L

puesta a la concentracibn de L-T, fue bifésica, con una estimu

3
lacibn méxima a un nivel de harmona de &4 x 10_6 M. Estos inves
tigadores encontraron que la fructblisis anaerochia del esperma
tozoide responde a ls L—T3 de una manera biffsica similar a la
encontrada para la adenilil ciclass.

Un efecto opuesto, es decir, inhibicifn de la adeni-
1il ciclaesa, fue descripto recientemente por Friedman et al (454)

en membranas de tiroides bovina.

Los autores determinaron que la L-T,, a una concentra

3!
cibn de 5 x 107" M, inhibfa en un 15% la actividad basal de la
adenilil ciclasa. Dicha inhibicibn llegaba a un 50% a concentra
ciones del orden de 10—h M. Ademfs la L—T3 era capaz de rever-

tir la estimulacibn de la ciclasa por tirotrofina y prostaglan-

dina E, pero no afectaba a la estimulacibn por fluoruro. La inhi
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bicién resultf ser de tipo competitivo. Al solubilizar la enzima
de las membranas de tiroides con Lubrol PX, la estimulacibn por
tirotrofina desaparecia, conservandose sin embargo la sensibi-
lidad a 1la L-T3. 5i bien las concentraciones de L-T3 necesarias
para obtener un efecto inhibitorioc considerable eran mucho més
altas gue los fisiolfigicas, los autores consideran que no se tra
ta de un efecto tbxico o no especifico, fundamentalmente debido

al hecho de la incapacidad de la L-T, de revertir la activacién

3
por F .

La inhibicién de la ciclasa de tiroides podria expli
car observaciones previas sobre la capgcidad de las hormonas ti-
roideas de disminuir la acumulacibn intracelular de AMP ciclico
en dicha gléandula (155-157). De esta manera, un alto nivel de
hormona tiroidea circulante, no sblo disminuiria la produccibtn
de tirotrofina (TSH) por la hip6fisis, sino también impediria la
accidn de la TSH sobre la gléndula tiroidea, blogueando el efecto
activador de la T5H sobre la adenilil ciclasa de dicha gléndula.

Numerosas evidencias indicarian que las hormonas ti-

roideas inhiben a la fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos.

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

quienes se hallaban investigando el mecanismo por el cual la L—T3

aumenta la actividad lipolitica de la adrenalina. Los autores en-

contraron un 55 % de inhibicifn en las fosfodiesterasas de tejido

adiposo de rate y de corazdn de vaca ensayadas en presencia de L-T

3
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a una concentracion de 10_3 M. La L_Th fue practicamente inefec-
tiva en la inhibicidn. Posteriormente, Marcus informé que la L-Th’
a concentracidn de 10—5 M, inhibe competitivamente a las fosfo-
diesterasas de alto y bajo Km, tanto de fracciones particuladas
como solubles de tejido bseo de rata (159). Van Inwegen et al
(160) comprobaron que las células grasas de ratas con hipotiraoi
dismo experimental no responden a los agentes lipoliticos y que
la fosfodiesterasa de AMP ciclico de bajo Km, unida & membrana

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

€l tratamiento in vivo de las ratas hipotiroideas con L-T, res-

3
tituye la actividad de la enzima a niveles similares a los con-
troles. E1 efecto inhibitorio fue confirmado en la fosfodiesterase
de la gléndula tiroides humana (161) y en la de cartilago epifi-

sario de pollo (162).

En cuanto a la influencia de las hormonas tiroideas
sobre las proteins-quinasas, se ha informado que la actividad
de la proteina-quinasa asociada a la fraccibn de proteines cro
matinicas no hostbnicas, obtenida de miocardio de rata, aumen-
ta después de inyectar a los animales con triiodotironina.

Por otro lado las protefna-gquinasas citosblicas no
son afectadas por tal tratamiento (163).

Ya se ha comentado el papel de las hormonas tiroideas
como inductoras de la sintesis de protefnas, especialmente con

actividad enzimhtica. Aparentemente la adenilil ciclasa estarisa
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bajo este tipo de control. En este sentido,Krishna et al (164)
demostraron en 1968 que en ratas hipotiroideas, la actividad de
adenilil ciclaesa de células grasas estaba disminufda respecto
de las de ratas eutiroideas, mientras gque en las hipertiroideas
estaba aumentada. Estos resultados fueron confirmados por expe
rimentos in vitro realizados por el mismo grupo (165): incuba-
ron células grasas aisladas durante 2 hs con y sin agregado de
T3 10-6 M y con y sin agregado de puromicina (inhibidor de sin
5

tesis de proteinas a nivel de traduccibn) 107" M, y observaron

que en presencia de la hormona habfa una induccifn del 60% de la

actividad de adenilil ciclasa y que dicha induccibn era bloquea

da totalmente por la puromicina. Otra linea de evidencias méas
reciente indicaria que las hormonas tiroideas inyectadas in vivo

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

membranas de miocardio de rata, sin modificacién alguna de la
afinidad de las catecolaminas por su receptor (166).

Los efectos descriptos en los parrafos anteriores son
coherentes con el hecho de que las hormonas tiroideas potencian
el efecto lipolitico de las catecolaminas (160, 167) y con la ta-
quicardia caracteristica del sindrome hipertiroideo.

En la figura 12 se encuentra un esquema con los plausibles modos
de accidn de las hormonas tiroideas, las catecolaminas y las

metilxantinas en la movilizacifn de los &cidos grasos libres del

tejido adiposo.



73

C. A @7\'3 0‘72' M.X
-
| S % =
o v e -
PECEPTOR 3 & ¢, =
| & ¢ =
S 4d v
arp deniliiciclasa_ ),  fosfodlesterasa g1 pusn

!

_ proteina quinasa
lipasa > lipasa
/Inactiva activa

IG. — AQG. +GLICEROL

Figura 12:- Participacion de las catecolaminas (C.A.), las hormo-
nas tiroideas (T3 Y Th) y las metilxantinas (M.X.) en
la lipblisis.

T.G.= triglicérido; A.G.= Acidos grasos.

Las flechas llenas indican los pasos de activacidn.
Las flechas punteadas, los pasos de inhibicidn.

Las flechitas vacias sefialan procesos de induccidn a
nivel de sintesis de proteinas.
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VII. LA ADENILIL CICLASA DE Neurospora crassa.

VII. 1 Neurospora crassa.

Neurospora crassa es un hongo ascomicete pertenecien-

te a la familia de las Sordariaceae. Al igual gque todos los hon-
gos de la clase Ascomycetes y la subclase Euascomycetidae, su
cuerpo vegetativo esté& constituido por un micelio formado por un
entretejido de hifas tabicadas. Los tabiques transversales no san
completos, sino que tienen en el centro un poro por donde se con
tindan las membranas plasméticas de las células adyacentes. Las
hifas se alargan por crecimiento apical y sus células pueden ser
uni o multinucleadas. Los nicleos de las hifas vegetativas poseen
un sblo complemento cromosdmico, es decir, son haploides. La re-
produccién ocurre de manera asexual por la formacifn de conidiss,
o bien de manera sexual por la formacibn de ascosporas. En el pri
mer ceso (ciclo asexual) el micelio vegetativo desarrolla hifas
diferenciadas (conidi6foros) en cuyos extremos se producen suce-
sivas divisiones mitdéticas 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. El1 ciclo de vida sexual ocurre si se encuentran daos
micelios de tipo de apareamiento diferente (heterotalismo). En
ambos micelios pueden desarrollarse estructuras femeninas y mas-

culinas, pero la fecundacidn sflo ocurre entre estructuras de mi
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celios heterotélicos. La parte femenina consta de estructuras plu
ricelulares llémadas protoperitecios que en su interior contienen
al 6rgano sexual femenino o ascogonio. El ascogonio es una célu-
la globosa, con numerosos nicleos haploides, la cual emite una
prolongacién filiforme de su protoplasma llamada tricogino. El
tricogino funcionard como un peloc aceptor de las células mascu-
linas que pueden ser conidias, microconidi=s o simplemente hifas
del micelio con tipo de apareamiento opuesiu. £Estos elementos mas
culinos descargan sus nilcleos haploides en el interior del trico
gino y éstos nicleos se fusionan de a pares con los nicleos del
astogonio, generando numerosos nicleos diploides (proceso conoci
do como cariogamia). Cada nicleo diploide(daica fase 2n del ciclo
de vida del hongo) se dividiré por meiosis originando cuatro ni-
cleos haploides, y cada uno de éstos se divide por mitosis origi
néndose asi ocho ascosporas. Las ascosporas quedan localizadas

en una estructura en forma de saco llamada asco. £1 protoperitecio
luego se transforma en un peritecio, gue es el cuerpo de fructi-
ficacién en forma de botella caracteristico de las Sordariaceae.
Cada peritecio posee entonces numerosos ascos portadores de ascos
poras. Las ascospores son células resistentes a condiciones am-
bientales adversas, que al germinar en el medio adecuado generan
nuevamente el micelio vegetativo. En la figura 14 se esquematizan

los ciclos bioldgicos de reproduccibn asexual y sexual,
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VII. 2 Metabolismo del glucfgenc en Neurospora crassa.

La Neurospora es un organismo que ha sido motivo de
numerosos estudios tanto desde el punto de vista genético como
del bioquimico. La facilidad con que se lo cultiva en el labo-
ratorio y la existencia de numerosos mutantes morfolégicos y big
guimicos han hecho de Neurospora un material biol6gico modelo.

Los estudios sobre la regulacifn del metabolismo del
glucHgeno y el papel del AMP ciclico en N.crassa fueron llevados
a cabo por el grupo dirigido por el Or. Torres en la Fundaci6n
Campomar. Los trabajos de Téllez If6n, Terenzi y Torres (171, 172)
demostraron gue el metabolismo del glucfigeno en N.crassa estéd re
gulado de una manera similar a lo que ocurre en tejidos de ma-
miferos y de modo diferente a la regulacién en bacterias. La sin
tetasa de glucbgeno del hongo presenta dos formas interconverti-
bles. Una es dependiente de glucosa 6-P (D) y la otra es indepen
diente de ese éster fosférico (I).

La conversifin in vitro de la forma I a la forma D re
guiere ATP-Mg++ mientras que la transformacién inversa sdlo re-
quiere Mg++ (171). Por otra parte, la fosforilasa de glucdgeno
también presenta dos formas interconvertibles: una activa (for- .
ma 8) y la otra inactiva (forma b) en ausencia de 5'AMP. La con-
version de la forma b a la a requiere ATP—Mg++ y es estimulada
por la presencia de AMP ciclico (172). Ademas, fueron identifi-

cadas las enzimas responsables de la activacifin e inactivacién de
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la fosforilasa de glucdgeno: la quinasa de fosforilasa b y la fos
fatasa de fosforilasa que a su vez presenta dos formas intercon
vertibles en los extractos del micelio. La conversifbn hacia la
forma més activa requiere ATF'-Mg++ (173, 177). De esta manera,

el metabolismo del gluctgenoc en N.crassa responde a un esguema

de interconversiones enzimdticas a tres niveles: activacibén de

la fosforilasa, inactivacidn de la fosforilasa e inactivacibn de
la sintetasa de glucbgeno estando el primer evento controlado por
AMP ciclico (comparar con el sistema de higado descripto en la

figura 6).

VIII. 3 La adenilil ciclasa de Neurpspora crassa.

En 1972, Flawid y Torres (3) describieron la existen-
cia de una actividad de adenilil ciclasa en lisados celulares de -
una mutante "slime" de N.crassa (FGSC 1118). Esta mutante carece
de la pared celular polisacaridica caracteristica del micelio y
crece como protoplastos aislados. La enzima esté fundamentalmente
asociada a la membrana plasmitica, es totalmente dependiente de
Mt para su actividad y no puede ser activada por fluoruro ni
por GTP, ACTH o catecolaminas. Ademds los mismos autores compro-
baron que el verdadero sustratoc de la enzima es el complejo Mn-ATP,
que el ATP puede funcionar como inhibidor desplazando al sustra-
to del sitio catalitico y que el Mn*" funciona como activador de

la enzima sdlo a bajas concentraciones del sustrato (174).
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La enzima fue solubilizade por tratamiento de las mem-
branas con el detergente no ibnico Lubrol PX y fue parcialmente
purificada por cromatografia en columna de DEAE-celulosa, encon-
trédndosele una constante de sedimentacidén de 7,1 S (175).

Por otra parte, cuando se incubaron membranas de N.crasssa
"slime" con glucagbn, se observ@ estimulacifin de la actividad de
la adenilil ciclasa (176). E1l glucagén no activé a la ciclasa so
lubilizada con Lubrol PX. Ademds, al agregar glucagdn a un culti
vo del hongo, se observd un incremento en la velocidad de gluco-
genblisis, un incremento en la actividad de la glucbdgeno fosfo-
rilasa y una disminucibn en la actividad de la glucbgeno sintetasa.
Todos estos efectos corroboran las similitudes existentes entre las
mecanismos de control de N.crassa y células animales.

Ademds del efecto del glucagén, Flawid y Torres encon
traron que la ciclasa de la mutante "slime" es inhibida por insu
lina de un modo pseudocompetitive (24). La inhibicibn es contra-
rrestada por glucagbn y sblo 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 hormonas peptidicas que contienen puentes disulfuro

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

VII. 4 Papel del AMP ciclico en la diferenciacién de Neurospora

gcrassa.
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El ciclo de vida asexual de la cepa salvaje de N.cra-
ssa puede ser dividido en los siguientes pasos:
1) - Germinacién de las conidias y formacién de hifas vegetativas;
2) - Elongacion y ramificacitn de las hifas vegetativas formando
un micelio sumergido en medio liquido, o rastreroc en medio
sblido;
3) - Diferenciacifén de hifas gque se alargan alejandose de la su-
perficie del medio (hifas aéreas); y

L) - Formacidn de cadenas de conidias en los extremos de las hifas
aéreas (ver figura 14).

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 acumulacidn prematura de
conidias sobre la superficie del medio de cultivo. El fenotipo
"crisp" estéd determinado por mutaciones en alguno de tres loci
diferentes: cr-1, cr-2 y cr-3. Estos loci no son alélicos y
estén ubicados en el brazo derecho del grupo de ligamiento I del
hongo (N.crassa tiene siete grupos de ligamiento) en las cercanias
del centrémero. En 1975 Torres et al (70) observaron que una cepa
"slime" de N.crassa, la FGSC 326, presentaba una actividad de ade
nilil ciclasa muy reducida respecto de la cepa FGSC 1118 utiliza
da en los estudios descriptos anteriormente. La cepa "slime" 326
habia sido aislada por mutagénesis de una cepa micelial, la FGSC

329. Esta Gltima poseia fenotipo "crisp" y también presentaba muy
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baja actividad de ciclasa. Haciendo una evaluacifn de la activi-
dad enzimatica en diferentes cepas Qel hongo, los autores demos-
traron que sblo las cepas portadoras de la mutacifn cr-1 tenian
bajos niveles de actividad de ciclasa. Las mutantes cr-2 y cr-3,
que presentan el mismo fenotipo gque la cr-1, tienen actividad

de ciclasa normal (70, 179).

Ademés, Terenzi et al (179) demostraron que la morfologia "crisp"
de los mutantes cr-1 era consecuencia de la reduccidn en la sin-
tesis de AMP ciclico, ya que la adicifn de nucledtido ciclico,

0 de su derivado el dibutiril AﬁP ciclico, al medio de cultivo
hacia que la mutante cr-1 adoptara un fenotipo similar al de las
cepas salvajes (fenocopia). Sin embargo, la adicitn de AMP cicli-
co a los medios de cultivo de las cepas cr-2 y cr-3 no revierte
la morfologia "crisp", hecho gue podria indicar que estas mutan-
tes presentan lesiones en alguna etapa de las rutas metabblicas
controladas por el AMP ciclico.

Confirmando los hallazgos anteriores, el mismo grupo
determint que los niveles intracelulares de AMP ciclico eran diez
a veinte veces mis altos en las cepas salvajes que en las porta-
doras de la mutacidn cr-1 (180).

En las cepas salvajes esos niveles permanecen constantes durante
la mayor parte del periodo de crecimiento, excepto durante un cor
to lapso, al comienzo de la fase estacionaria, en el cual se pro-

duce un ma:rcado incremento de la concentracidn del nuclestico.
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Si bien aln no se conocen con exactitud los mecanismos
moleculares de la accidn del AMP ciclico sobre el control de la
morfologia en N.crassa, recientemente han aparecido dos contribu
ciones tendientes a dilucidar ese interrogante. En primer lugar,
Judewicz y Torres (181) encontraron que el AMP ciclico estimula
la fosforilacidn de nicleos de cepas "slime" de N.crassa. La frac
cién de proteinas nucleares que se fosforila preferencialmente
es la de proteinas no histfnicas de la cromatina. Adem&s compro-
baron que la capacidad de transcribir RNA mensajero es mayor en
la cromatina extraida de nicleos fosforilados que en la obtenida
de nicleos no fosforilados. Estos resultados podrian indicar que,
al menos en parte, la regulacién por AMP ciclico ocurriria a ni-
vel de la transcripcién de determinadas secuencias genbémicas.

Por Gltimo, Judewicz, Glikin y Torres (182) describie
ron la presencia de tres actividades de gquinasas de proteina en
la fraccién 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 enzimaticas fueron resueltas
por cromatografia en DEAE celulosa y una de ellas es estimulable
por AMP ciclico. Los autores enfatizaron que esta actividad de
quinasa dependiente de AMP ciclico s6lo es detectable en los es-
tad{os tempranos del crecimiento del hongo, hecho gque concuerda
con el papel estimulador de la formacién de hifas aéreas que cum

ple el nucledtido en ese periodo. Por otra parte, fueron caracte

rizadas las otras dos actividades de quinasa independiente de

AMP ciciico de funcidn desconocida.
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MATERIALES Y METODOS

I. PREPARACION DEL SUSTRATO RADIOACTIVO DE LA ADENILIL CICLASA:

[x°2p] ate.

El método de ensayo de adenilil ciclasa usado en esta
tesis se basa en la cuantificacion del AMPc marcado radioactiva-
mente con 3ZP, para lo cual se utiliz6 como sustrato al ATP mar-
cado con 32P en la posicién &, ya que éste es el (nico fosfato
gue se conservara en la molécula del producto, luego de la cata-

lisis enzimatica (figura 15).

A

0O 0 o
I il g
‘o--P-o-P-o-P-o-CH2
P 0
0~ 0° 0 ADENILIL CICLASA
¥ «
/5 Me2+

[e*P] ATP [*PlaMPc PP

FIGURA 15

La sintesis del DXBZFJ ATP fue realizada por dos pro-

cecimienvas diterentes gue se detalian a continuacibn:
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I. 1 Procedimiento descripto por Flawia y Torres (3):

Este método involucra dos pasos:

19:- Sintesis quimica que implica la esterificacion del

32 R s sz , . _
PDhH3 con el oxhidrilo de posicion 5' de la isopro

pilidén-adenosina (figura 16), seguida de una hicrd

lisis acida del grupo isopropilideno para obtener

5' AMP marcado con 32P.

29:- Sintesis enzimética del BXBZP]

'qrtz ATP usando como material de
partida el producto de la reac

Z N
e

1!2: | _ \E;> cién anterior: ’
N-" N )

Mg
[*%p] 5:ampsaTP [«>2p] aoP+ADF

miogquinasa
HO fg. *
- Fb 32 # 7 32
Y
, [0\ F‘:\ ADP + PEP _—piruvato log P] ATP+PIRUVATC
4 ‘c guinasa

Se procedid de la siguiente manera:

\ s La solucidn clorhidrica de fosfatno

C

/°\ inorganico radiactivo (50 mCi) se
HC' CH,

llevd a sequedad en un evaporador

rotatorio. E1 sedimento se retomd

Figura 16: Isopropilidén
adenosina. en aproximadamente 3 ml de agua,agre

(\} [
géndose S‘ymoles de fosfato inorgénice frio. Volvif a evaporarse a

sequedad y a retomarse el sedimento en agua. Este procedimiento se
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repitid tres veces con el objeto de eliminar por completo el &cido

clorhidrico en que viene disuelto el 32

Pi. Al sedimento de la G1
tima evaporacidn se le agregaron 60 mg (aprox. ZDD‘Pmoles) de
isopropilidenadenosina y se secd con acetonitrilo en linea de va

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

seca la preparacifn, se realizd 1a sintesis quimica:

Se prepar6 una mezcla de dimetilsulfdaxido (solvente)
3,2 ml; tricloracetonitrilo (agente condensante) 20 Pl y trietil-
amina (catalizador, 25 pl. Se agregb répidamente la mezcla al ba-
16n de reaccién donde estaban el 32Pi y la isopropilidénadenosina,
se tap6 herméticamente y se incubb6 a 379C durante 15 minutos.
Luego se agregaron 6 ml de Acido acético 5 N y se calentd en bafio
de agua, con el baldn destapado, a 1009C durante 1 hora (hidr6-
lisis). Al cabo de ese tiempo, el contenido del balén se evapo-
rd a sequedad, se resuspendid en 3 ml de agua y se evaporf nue-

vamente. Este procedimiento se repitid cuatro veces.

Sintesis enzimatica:

El sedimento de la Gltima evaporacion (L 32P] 5'AMP)
fue incubado durante 20 minutos, a 379C en una mezcla de la si-
guiente composicién:

buffer TRIS-HC1 00 mM pH = 7,4

Mg C1, 15 mM
i Cl 100 mM
ATP 0,16 mM
PEP 7,5 mM

piruvato quinasa 20 Pg/ml
mioquinasa 200 Fg/ml
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El volumen total fue de 3,2 ml y la reaccifn se detuvo por el agre
gado de 3 ml de metanol, calentando luego en bafio de agua a 100090
durante 3 minutos.

Purificacidn del &X32P] ATP:

Después de finalizada la sintesis enzimatica, el con-
tenido del balén 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 gue la muestra penetrd en la colum
na cromatografica, se eluyd con un gradiente continuc de bicarbo-
nato de trietilamina pH = 7,5, de 0 a 1 M (volumen total 200 ml).
Se recogieron fracciones de 7-8 ml, y la presencia de radioacti
vidad en cada fracciéon fue estimada semicuantitativamente mediante
el uso de un monitor marca Nuclear, modelo FM. Un perfil tipico
de la columna de DEAE-Sephadex puede verse en la figura 17.
Se juntaron las fracciones correspondientes al pico de ATP llevén
doselas a sequedad en un evaporador rotatorio, o bien por conge-
lamiento a -200C y luego liofilizacion en un liofilizedor marca
F.T.S5. E1 residuno se resuspendidé en 5 ml de metanol, se evapord
nuevamente y por Gltimo se retomd en un volumen apropiado de agus
destilada (usualmente de 1 a 4 ml).
La caracterizacién del ATP radioactivo se hizo por cromatografia
ascendente en hojas de polietilén-imino-celulosa,contenierdo reac
tivo fluorescente, usando como solvente cloruro de litio 1,5 M.

La posici6n de los nuclebtidos utilizados como patrones (ATP, ADP
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y AMP) fue detectada bajo luz UV emitida por una fuente marca

_ﬂ;?eralight. )
24T o
40
T el T
~ 'cjﬂ
N 2
% 12— *zm
~ N
& T
Q v
s 0,6 / K /.\ N
® @
/‘ Pi ./A 7'P\ |
Ola’ae &° L.\"" | ®e9ai |0

O 4 8 12 16 20
fraccion

FIGURA 17

I. 2 Procedimientc descripto por Reeve y Huang (184)

En este métcds, la "sintesis quimica" del método I.7 ec
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reemplazada por una serie de pasos enzimdticos, al cabo de los

[(%2p] Amp.

cuales se llega al
Estos pasos son:

19:- Incorporacibén del 32Pi al 1,3 di-P- gliberatu:

Gliceraldehido
32 3 P deshidrogenasa 30 R
Glicerald. 3 P+NAD+™ "Pi 17°P 1,3 Di PGA+NADH+H
29:- Regeneracitn del NAD oxidado, que fue reducido en la reac
cién 1. Lactato
+ Deshidrogenasa
Piruvato + NADH + H » |Lactato + NAD
30:- Sintesis de [J3ZP] ATP a partir del oroducto de la reaccién 1.
PGA
39 Quinasa 39

1.”7P 1,3 Di P Glicerato + ADP

3 PGA + ~P ATP

LO:- Fosforilacitn del HO 5' del 3'AMP, utilizando como dador de

32
P al [§°“P] aTP. Polinucledtido

guinasa

31AMP + [X2%P] ATP 5 32P] 31.5' ADP + ADP

5Q:- Eliminacian delLX’32PJ ATP que no reacciond en el paso 4.

e Hexoquinasa
LY jzRJ ATP + Glucosa > ADP + [32P]-Glucnsa 6-P

69:- Obtencidn de [32P] 5'AMP por hidr6lisis enzimitica del P de
posician 3' del [5'°%p] 3¢, 51 ADP.

Nucleasa P
2_ -
[51%%p] 31, 5v0P "> pi+ [2%P] 50avp

. 3z
A partir del [ PJ 5'AMP se realiza una "sintesis enzi-

matica" anéloga a la del método I.1 reemplazando el sistema gene-
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rante del ATP de la piruvato gquinasa por el de la creatina quinasa:

M92+

[32p] siamp + ATP —> [ex>%P ] ADP + ADP

Miogquinasa

Lp(32P] ADP + Fosfocreatina —————————i’[&?zP] ATP + Creatina
creatina
guinasa

El procedimiento preparativo fue el siguiente:

La solucibdn clorhidrica de 32

PDQ fue evaporada y lavada de la
manera descripta en el método I.1. El residuo de la Gltima evapo
racién fue retomado en BD‘yl de HZD destilada, y se le agregaron

10 pl de una solucidn cuya composicifén es:

TRIS - HCl 500 mM pH = 7,5
Mg Cl, 50 mM
NADT 10 mM

Ac.Pirlvico (neutralizado con TRIS base) 50 mM
ADP 10 mM
Gliceraldehido-3 -P 8 mM

Luego de agitar, se afiadieron 1D‘Fl de la siguiente mezcla de en
zimas:
Gliceraldehido-3-P deshidrogenasa (10mg/ml en SAS) ZLD‘Fl
Fosfoglicerato quinasa (10mg/ml en SAS) 30 )d
Lactico deshidrogenasa (S5mg/ml en SAS) 15 pl
(5e centrifugd a 8000 rpm por 15 minutos a 0-4OC y se separd el
sobrenadante por aspiracibn. El1 precipitado se resuspendid en 0,8

ml de TRIS-ClH 50mM, pH= 7,4; Mg Cl, 5mM).

2
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Se mezclb bien y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambien
te. Luego se agregaron 10 Fl de una solucibn conteniendo DTT 78mM,
espermina 40 mM y Mg Cl2 80mM, se mezcl6 y se afiadieron 10 Fl de
3'AMP 25 mM vy 2 Fl de polinuclebtido guinasa (4000 U/ml en gli-
cerol 50 %). Se agith, e incubd durante la noche a temperatura am
biente. Al dia siguiente se afiadieron 5pl de nucleasa P-1 (4mg/ml
en TRIS-ClH 10mM pH=7,5) y se sigui6 incubando durante 30 minu-
tos a la misma temperatura. Luego se agregaron 20 Pl de hexbqui-
nasa 0,1 mg/ml en soluciftn de glucosa 1mM y se prosigui6 incuban
do 30 minutos més. Las reacciones enziméticas fueron detenidas
por calentamiento en bafio de agua hirviendo durante 5 minutos.
Luego se enfrid en bafio de hielo, para finalmente agregar ZD,Fl
de una mezcla compuesta por:

Creatina guinasa 2 mg/ml

Mioquinasa 0,2mg/ml

Creatina fosfato 50 mM pH = 7,5
Se incubd por 30-45 minutos a temperatura ambiente y luego se di
luyd con 1 ml de agua destilada.
La purificacibn y caracterizacitn del[}(32P] ATP se hicieron de

la manera descripta en el método 1.1

II. OBTENCION Y PURIFICACION DE LAS PREPARACIONES ENZIMATICAS.

II. 1 Testiculo de rata.

Se utilizaron ratas macho Wistar, de 45 a 90 dias de
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edad, con un peso promedio entre 200 y 250 g, elimentadas ad libitum
con alimento marca Purina.

Los animales fueron sacrificados por decapitacidn. Luego se extra
jeron los testiculos e inmediatamente se practicd una incisiofn

en la superficie del testiculo, depositando los tdbulos semini-
feros en un vaso de precipitacién mentenido a 4OC y eliminando la
tinica vaginal. E1 material fue entonces homogeneizedo en tres
volimenes de una solucibn buffer compuesta por TRIS-HC1 50mM,
pH=7,4, mercaptoetanol 1 mM y EDTA 0,5 mM (buffer A), usendo un
desintegrador de tejidos modelo SDT (Tekmar Co.). Esta operacidn
y las siguientes fueron realizadas a 4LOC. E1 homogeneizado fue
centrifugado a 7700 x g durante 10 minutos en una centrifuga re-
frigerada marca Sorvall, modeloc RC2-B, usando el rotor SS-34. El
sobrenadante de esta centrifugacién (gue contiene la mayor propor

cion de la actividad de adenilil ciclasa), denominado preparacifn

ctruda, fue sometido a una ultracentrifugaciéon a 105.000 x g duran
te 60 minutos en una centrifuga marca Beckman, modelo L5-50 utili
zando el rotor R65. E1 sobrenadante de esta ultracentrifugacitn,
denominado S105, constituye la freccifn soluble de testiculo a par

tir de la cual se realizaron los sucesivos pasos de purificacidn

de la adenilil ciclasa.

II. 1.1 Cromatografia en columna de DEAE-Celuloss.

Se describen & continuacién las condiciones de
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la purificacib6n del 5105 mediante el uso de une columna de DEAE-
celulosa de tipo preparativo.

La columna (2,5 x 28 cm) fue equilibrada mediante el pasaje de &
volimenes de la solucifn de homogeneizacién (buffer A) y luego
cargada con 200 ml del 5105. Una vez pasada la muestra, se lavb
con 900 ml de la misma solucién buffer para remover le mayoria

de las proteinas no adsorbidas.

Después del lavado, se eluyd con un gradiente lineal de NaCl
(0-0,7M, 1200 ml de volumen total) hecho en la misma soluclbén buffer.
Se recogieron fracciones de alrededor de 20 ml, a una velocidad
de 1,7 ml/min utilizando un colector de fracciones automético,
marca LHQ, modelo Ultrorac 7000.

La actividad de adenilil ciclasa eluyf como un dnico pico, a una
concentracién de 0,25-0,30 M de NaCl. La fraccibn correspondiente

seré denominada preparacitn de DEAE.

II. 1.2 Fraccicnamiento con sulfato de amonio y croma-

tografia en Bio-Gel A O,5m:

Se juntaron les fracciones con actividad de ci-
clasa obtenida de la columna de DEARE celulosa (aproximadamente 80ml),
precipitandose mediante la adicitn lente de 34,3 ml de una solu-
cibn saturada de sulfato de amonio previamente neutralizada con
NH3. La precipitacifn se realizd en un vaso mantenido en un bafio
de hielo y agua. Luego de agitar la mezcla durante 20 minutos, se

centrifugé a 10.000 x g durante 10 minutos. El sedimento (precipi-
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tado de 30 % de saturacién) fue descartado y el sobrenadante

(1 volumen) fue llevado a una concentracién de sulfato de amonio
del 60 % de saturacidn por el afiadido de 0,75 volimenes de la so
lucidn saturada de sulfato de amonio. Después de la centrifuga-
cidn el sedimento fue disuelto en 5 ml de buffer A y dializado
por 3 horas contra el mismo buffer. La fraccibn dializada (7,0 ml,
14 mg de proteina por ml) fue sembrada en una columna de Bio-Gel
A 0,5 m (100-200 mesh) de 2,5 cm de diametro x 87 cm de alto, pre
viamente equilibrada con una solucidén de buffer A conteniendo
NaCl a una concentracién de 0,15 M (buffer 8). La columna fue elui
da con el mismo buffer de equilibrio, a un flujo de 1,7 ml por
minuto, recogiéndose fracciones de 7 ml. Las fracciones con acti
vidad especifica de ciclasa més alta fueron combinadas (21 ml;

y precipitadas por la adicidn de 1,5 volUmenes de una solucidn
saturada de S5.A. (60 % de saturacidn). Después de 1la centrifuga-
cién, el precipitado fue disuelto en un volumen minimo de buffer
A (aprox. 0,7 ml) y dializado contra la misma solucién durante 6

horas. La fraccidn asi obtenida seréd denominada preparacifn de

Bio-Gel.

II. 1.3 Enfogues isoeléctricos en columna:

Se utiliz6 la columna marca LKB de 110 ml de ca
pacidad. Los enfoques isoeléctricos fueron llevados a cabo siguien

do las instrucciones del manual de uso provisto por LKB. En todos
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los casos, el medio estabilizante del gradiente de anfolitos fue
sacarosa.

Enfogques isoléctricos en los rangos de pH 3,5-10,0 V,A'G:

Concentracién final de anfolitos en la columna: 1 %
Polaridad: &nodo en la parte inferior de la columna

Composicién de la solucibn anbddica: sacarosa, 15 g; H20, 12 ml vy

acido fosférico 1M, 4 ml.

Composicién de la solucibn catbdica: NaOH 0,25M, 10 ml.

El gradiente de sacarosa y anfolitos se reslizé a par-

tir de la siguientes soluciones: Solucidn densa: sacarosa, 27 g;

HZD’ 35 ml y anfolitos (soluci6n al 4O % p/v del rango de pH co-

rrespondiente), 2 ml. Solucibn diluida: sacarosa, 2,7 g; HZU' 52,3
ml y anfolitos (solucitn al 40 % p/v del rango de pH correspon-
diente), 0,7 ml.

Una vez formado el gradiente de sacarosa se retird del
centro de la columna un volumen del contenido igual al volumen de
muestra a sembrar (aprox. 1ml). Se ejiustd la concentracidn de la

muestra (preparacion de "Bio-Gel") por el agregado de sacarosa sb

lida, y se introdujo la muestra en el medio del gradiente con la
ayuda de una bomba peristéltica modelo LKB.

La corrida se realizd a una potencia constante de 5W durante 20
horas, manteniendo el sistema refrigerado a 49C. La intensidad de
corriente y el voltaje inicial fueron 7m A y 700 V 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 columna fue frac-
cionado por bombeo en alicuotas de 2 ml. E1 pH de las fracciaones
fue medido a 4OC.

Enfoque isoeléctrico destinado a obtener anfolitos que abarquen

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 an
folitos gque comprenden el rango de 4,0 a 6,0 unidades de pH. Las
condiciones de esta preparacidn fueron las siguientes:
Concentracidén final de anfolitos en la columna: & %.

La polaridad y la composicién de las soluciones anfdica y catfdi
ca fueron idénticas a lo descripto en el item anterior.
Composicitn de las soluciones formadoras del gradiente de sacaro-

sa y anfolitos. Densa: sacarosa, 27 g; H,0, 28,9 ml y anfolitos

2
(solucién al 40 % p/v del rango de pH= 4,0-6,0), 8,1 ml. Diluida:
sacarosa, 2,7 g; HZU’ 50,3 ml y anfolitos (la misma solucién),
2,7 ml. La corrida se llevd a cabo durante 16 hs a una potencia
constante de 10 W. La corriente inicial fue de 12 mA y el voltaje
inical fue de 800 V. La corriente y el voltaje finales fueron de
6 mA y 1600 V. La temperatura se mantuvo en 4OC. Una vez formado
el gradiente de pH, se fracciond el contenido de la columna y se

combinaron aquellas fracciones cuyo pH estaba comprendido entre

5,0 v 5,6 unidades (aproximadamente 23 ml con una concentracidn
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de sacarosa del 25 % p/v).

Enfoque isoeléctrico en el rango de pH 5,0-5,6.

Concentracitn final de anfolitos en la columna: 1 %
La polaridad y la composicifin de las soluciones anbédica y catédi
ca fueron iguales que en los casos anteriores.

Solucibn densa del gradiente: Sacarose 60 % p/v, 37,5ml; anfoli

tos solucién al 4 % (p/v) del rango de pH 5,0-5,6 con un conte

nido del 25 % p/v de sacarosa , 16,5 ml. Solucién diluida: sa-

carosa 2,8 %, 48,5 ml; anfolitos (la misma solucifn), 5,5 ml.
Primeramente se ralizd un preenfoque de los anfolitos, sin mues
tra, durante 6 hs a 1600 V y 2 mA. Una vez preenfocado el gra-

diente, la muestra (preparacidn de Bio-Gel) se introdujo de ma-

nera similar a lo descripto en los electroenfoques anteriores.
La corriente y voltaje fipales fueron 1,7 mA y 1800 V respectiva

mente. Al finalizar la corrida se recogieron fracciones de 2 ml.

II. 1.4 Cromatografia en columna de hidroxilapatita.

Se prepard una mezcla de 50 % de celulosa y 50 %
de hidroxilapatita, con la cual se cargd una columna de vidrio
de 2,2 cm de diémetro hasta 8 cm de altura. La columna fue equi-
librada mediante el pasaje de 4 volimenes de hﬁfFer A. La prepa-
racion de DEAE fue diluida con un volumen de la misma solucidn, vy
18 ml de esta dilucidn fueron sembrados en la columna. La elucién
se llevd a cabo con un gradiente lineal de sulfatoc de amonic (G-G,7 ™,

340 ml de volumen total) hecho en buffer A. Se recegieron fracciones
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de 6 ml a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min. E1 pico corres-
pondiente a la actividad de adenilil ciclesa seré& denominado pre-

paracidn de hidroxilapatita.

II. 2 Neurospora crassa.

II. 2.1 Cepas utilizadaes y condiciones de cultivo: La

cepa usada para los experimentos de caracteri
zacidn y purificacidn parcial de la adenilil ciclasa soluble, fue
la tipo salvaje St. Lawrence 74 (StL 74). Otras cepas utilizadas
fueron las tipo salvaje FGSC Nros. 987 (St Lawrence), 2218 (Racke
feller-Lindegren), 1757 (Abbott) y 691 (Emerson). Ademis se uti-
liz6 1a mutante deficiente en adenilil ciclasa FGSC 488 (fenoti-
po "crisp") portadora de la mutacién cr-1. Los cultivos fueron
realizados en frascos de Erlenmeyer de 2000 ml conteniendo 500 ml
de medioc minimo de Vogel (185) suplementado con sacarosa al 2 %
(p/v) y 2,5 pg/ml de d-biotina. E1 crecimiento fue llevado a cabo

a 3009C, con agitacién (120rpm) durante 4O hs.

II. 2.2 Homogeneizacidn del micelio.

€l micelio de la cepa S5tL 74 fue filtrado en
un embudo de Blchner, lavado con sgua destilada y liofilizado. EX
material liofilizado fue molido en un martero con el egregado de
nitrégeno liquido. Luego se dejé elevar la temperatura del polvo
obtenido hasta 49C y se le agregd buffer A en una proporcién ce

10 ml por gramo de micelio deshidratado. £1 extracto fue hamoge-
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neizado usando el desintegrador de tejidos modelo SDT (Tekmar Co)
y posteriormente centrifugado a 1.100 x g por 10 minutos. E1 so-
brenadante obtenido fue centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos
y el sobrenadante de este Gltima centrifugecién fue nuevamente
centrifugado a 105.000 x g durante 120 minutos. Este Gltimo sobre
nadante seré denaminado S$105 y constituye la fraccién soluble del
micelio a partir de la cual se reaslizaron los sucesivos pasos de

purificacifn de la adenilil ciclasa.

II. 2.3 Cromatografie en columna de DEAE celulosa.

60 ml de la fraccién 5105 (3,1 mg proteina/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 soluci6n buffer y eluida con un gradiente lineal
de NaCl en buffer A donde la concentracifn de la sal varid de 0 a
0,5 M. E1 volumen total del gradiente fue de 480 ml y se colecta-
ron fracciones de 20 ml a una velocidad de 3,1 ml/minuto. Las frac
ciones gue contenian actividad de adenilil ciclasa fueron combi-

nadas denominéndose a ésta preparacifn de DEAE.

II. 2.4 Precipitacifén con sulfato de amonio (S.A.) vy

cromatografia en Bio-Gel A 5 m.

40 ml de una preparacién de DEAE fueron preci-

pitados por el agregado de 17,2 ml de una solucidn saturada de S.A.

(30 % de saturacitn). La precipitacifén fue llevada a caba a 4OC
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durente 20 minutos, al cabo de los cuales la preparacién fue cen
trifugada a 10.000 x g por 10 min. E1 precipitado fue descartado

y el sobrenadante (1 volumen) fue llevado a 60 % de saturacidn

de S.A. por el afiadido de 0,75 volimenes de una solucifn satura

da de la sal. E1 precipitado obtenido después de la centrifugascitn
fue disuelto en aproximadamente 1 ml de buffer B y fue dializado
por 3 hs contra la misma solucifn buffer. La fraccitn dializada
fue sembrada en una columna de Bio-Gel A 5 m (100-200 mesh) de

0,9 cm de diédmetro por 80 cm de alto, equilibrada con buffgr B.

Se recogieron fracciones de 1 ml a una velocidad de 0,5 ml por

minuto.

II1. 2.5 Enfoque isoeléctrico en capa de Sephadex.

Se utilizb el aparato marca LKB para la rea-
lizacién de enfoque isoeléctrico en capa delgada de gel granulae
do (LKB 2117-501). E1 medio estabilizante del gradiente de pH esté
constituido por un lecho de Sephadex G-75 superfino preparado de
acuerdo a las instrucciones descriptas por el fabricante del apa
rato (186). E1 gel de Sephadex contenia anfolitos (rango de pH
de 4,0 a 6,0) a una concentracidn final del 2 % (p/v). La muestra
(3 ml de §105) fue sembrada en el medio del gel de la manera des
cripta en las instrucciones citaedas. l.a corrida se realizd duran
te 16 hs a una potencia constante de 8 W, manteniendo el aparato
refrigerado a 4OC. E1 voltaje y la intensidad de corriente inicia

les fueron 500 V y 16 mA respectivamente; el voltaje y la corrien



te finales fueron 1050V y 7,5 mA respectivamente.

Al fipalizar el electroenfoque, se aplicé una tira de papel uhat
man 3 MM sobre la superficie del gel, a lo largo de la direcciodn
de la corrida. Esto tuvo por objeto obtener una copie del patron
de bandas proteicas enfocadas. El1 papel se dejbo spoyado sobre el
gel durante 2 minutos, tiempo en el cual se posibilité que parte
de las proteinas del gel difundieran al papel. Luego el papel
fue secado en estufa a 809C durante 10 minutos, fijado en una sg
lucibn de TCA 8l 10 % (p/v) y tefiido en una soluci6n de azul de
Coomassie R250 al 0,2 % (p/v) hecha en metanol 40 % (v/v) y aci
do acético 10 % (v/v). Luego el papel fue destefiido en la misma
solucibn sin colorante. Una vez hecho esto, el gel fue secciona
do con la grilla de fraccionamiento apropiada (LKB 50 00 0161).
Cada uno de los 30 compartimentos de la grilla fueran vaciados
con la ayuda de una espatula y su contenido depositado en colum
nitas de plastico. Cada columna fue eluida con 1,5 ml de HZD mi
diéndose el pH, la actividad de ciclasa y la concentracién de

proteinas en las fracciones obtenidas.

III. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS MOLECULARES E HIDRODINAMICOS

DE LAS ADENILIL CICLASAS.

III. 1 Ultracentrifugacién en gradientes de sacarosa.

Se prepararon gradientes de 5 a 20 % (p/v) de saca-

rosa, hechos en agua u Gxido de deuterio (DZD) conteniendo TRIS-
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HCl 50mM, pH = 7,4, mercaptoetanocl 1 mM, EDTA 0,5 mM y NaCl 0O, 15M.
Los gradientes se formaron en tubos de acetato de celulosa corres
pondientes al rotor Beckman SW 56 y fueron sembrados con 0,3 ml
de una mezcla que contenia la preparacidn enzimética correspon-
diente y las siguientes praoteinas marcadoras: catalasa (higado
bovina) 0,1 mg/ml; malato de hidrogenasa (corazén porcina) 0,01
mg/ml; lactato deshidrogenasa (misculo de conejo) 0,03 mg/ml vy
citocromo C (corazén de caballo), 2 mg/ml. Las centrifugaciones
fueron realizaedas a 45000 rpm durante 16 horas, a 20C. Al fina-
lizar 1a corrida se colectaron fracciones de 0,2 ml, succionando
desde el fondo del tubo con una cénula conectada a una bomba pe

ristaltica, a una velocidad de 1 ml/min.

III. 2 Filtracidn en geles de agarosa (Bio-Gel).

En el casc de la enzima de testiculo de rata, la fil
tracion se realizd en una columna de Bio-Gel A 0,5 m de dimensio
nes analiticas (0,9 x 75 cm) equilibrada can buffer B. La muestra

sembrada fue una preparacién de DEAE de testiculo (1,0 ml, 3 mg

de proteina por ml). La columna se eluyd con el mismo buffer, a
una velocidad de 1,1 ml por minuto. La temperatura fue mantenida
en LOC y se recogieron fracciones de 1,0 ml. Proteinas marcadoras:
fueron afiadidas a la muestra las indicadas en la seccion III. 1,

a las mismas concentraciones. Se considerd coma volumen de exclu
sion de la columna al volumen de elucién del dextrano azul. En

el caso de la enzima de Neurospora crassa la preparacidn se fil-
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tré por columna de Bio-Gel A 5 m descripta en la secci6n II. 2.4.
con el sgregado de las proteinas marcadoras indicadas en la sec

cion III.A y'de/3-galactasidasa de Escherichie coli a una con-

centracién de 0,05 mg/ml. El volumen de exclusitn fue determina

do usando una suspensidn de Rhizobium meliloti conteniendo 6 x

108 bacterias por ml, siguiendo la absorbancia a 660 nm.

IV. CALCULC DE LOS PARAMETROS HIDRODINAMICOS Y MOLECULARES:

IV. 1 Volumen especifico parcial.

El método usado fue desarrollado por Clarke (187) y Meu
nier et _al (188) para determinar el volumen especifice parcial
de complejos de proteinas y detergentes, mediante el analisis de
los coeficientes de sedimentacién en gradientes de densidad he-
chos en HZU o DZD' El principio del método ha sido descripto por
Edelstein y Schachman (189) y se basa en el cambio en el coefi-
ciente de sedimentacidén producido por el aumento de densidad de
la solucibn, por el uso del DZD'

De acuerdo con el trabajo de Martin y Ames (190), la distancis
ry recorrida desde el origen por cualquier macromolécula someti-
;; a ultracentrifugacién en un medio i (1 = H para H,0ei =D

para DZD) es:
r; o= kg SZD,N 1 -v gi) L]

dande ki es una constante en un medio de una dada densidad para

cualquier macromolécula con el mismo volumen especifico parcial,
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Sog |y B el coeficiente de sedimentacién de la macromelécula de
terminado en agua a 200C, v es el volumen especifico parcial y
fi es la densidad del medio 1.

Dado gue la densidad gi_aumenta linealmente a lo largo del gra
diente de sacarasa, se hace una estimacidn promediada de ese pa
rametro tomando su valor a ri/z. Bajo estas condiciones, el
error en? 4 ©S menar que el 0,5 %. Entonces, dados dos gradien-

tes de sacaraosa realizados en HZD y en D0, resulta:

2
T k., (1 -V )
H _ H ? H [2]
T kp (1 -V ? D)

siendo entonces:

H D D H E3]

Ty %0 80 ~ "o Ku $k

Dividiendo al numerador y al denominador del segundo término de

la igualdad [ 3] por Ik, resulta:

H

Por otro lado, la ecuacién'[Z‘]puede plantearse asi:
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T, k (1 -v YH)

= [s)

r. k (1—VgD)

y segin la ecuacién de Svedberg:

1 -Vg)H) er‘LH C6]

“1-v8y s,

donde SH y S. son los coeficientes de sedimentacién aparentes de

D

terminados experimentalmente en H,0 y D 0 respectivamente, y 2 H

2 2
y/ZD las viscocidades de las soluciones en HZD y DZD respectiva-
mente, en la zona en gue se ubica la macromolécula analizada.

De las ecuaciones (4] ,‘[5] y [6] es entonces:

Sy
. _>° C71
5.7
H™*H
BRI R
SD”D

La ecuacin [7] es la utilizada para calcular el v de las adeni
1lil ciclasas. SH, SD,IZH yQ[)san datos obtenidos a partir de 1la
comparacifn de la movilidad de la adenilil ciclasa con respecto
a la de los marcadores proteicos utilizados, en los gradientes
de sacarosa en HZD y DZD y cuyos valores numéricos serén presen-
tados en la seccifn "Resultados".

Las densidades j o Y gH fueron determinadas por gravimetria uti-

lizendo una micropipeta de 50 }.Il-
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Iv. 2 Radio de Stokes.

El valor del radio de Stokes (a) fue obtenido a partir
del perfil de elucién de la actividad enzimética de las columnas
de Bio-Gel. E1 valor fue estimado de una curva del volumen de eluy
cién normalizado (Ve/Vo) versus el radio de Stokes, construida

para las proteinas marcadoras de parametros moleculares conocidos.

IV. 3 Peso molecular.

El peso molecular de la adenilil ciclasa fue calculado

de acuerdo a la siguiente ecuacidén:

6 7 N
PM = 20,u .a.5

— 20, W
1T-v gzo,w

donde N es el nimero de Avngadro,fz es la viscocidad del agua

20,W

a 200C (1,100.10-zg/cm.seg), a es el radio de Stokes, es el

S
20,w
coeficiente de sedimentacitn, v es el volumen especifico parcial

y g og .y &S la densidad del agua a 20°C (0,988 cm3/g).

IV. 4 Cociente friccional.

El cociente friccional fue calculado usando los paréme-
tros moleculares previamente obtenidos (v, a, PM) de acuerdo a

la siguiente ecuacidn:
LN
f/fo = a ( —— ) 13
3 PMYV



IV. 5 Pardmetros de las proteinas marcadoras.
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En la tabla 6 se resumen los parametros 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).

TABLA 6:- Parametros hidrodinédmicos y moleculares de las proteinas

marcadoras utilizadas.

COEFICIENTE DE VOLUMEN  RADIO PESO
ESPECIFICO DE
SEDIMENTACION PARCIAL  STOKES MOLECULAR
S20,u v a M
PROTEINA (8 (ml/g) (nm)
/5 GALACTOSIDASA 15,9 0,76 6,84 520.000
CATALASA 11,3 0,73 5,21 247.000
LACTATO
DESHIDROGENASA 7,3 0,74 4,75 142.000
MALATO
DESHIDROGENASA 4,3 0,74 3,69 70.000
CITOCROMO C 1,7 0,73 1,87 13.300
V. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA.
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. Composicibn del gel separador: acrilamida, 10 % (p/v);
bisacrilamida, 0,27 % (p/v); SDS, 0,1 % (p/v); buffer TRIS-HC1l

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 mm de espesor; ancho de cada canal, 8mm. Composicitn del gel
concentrador: acrilamida, 5 % (p/v); bisacrilamida, 0,13 % (p/v);
sbS, 0,1 % (p/v); buffer TRIS-HCl1 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 4OC, contra buffer TRIS-HC1l 10mM, pH = 7,5
conteniendo NaCl 0,5 M y luego durante 6 hs contra la misma solu-
cion buffer sin NaCl. Las muestras fueron luego liofilizahas y ca
lentadas por 5 minutos a 10009C con una mezcla desnaturalizante de
la siguiente composicién: 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 fg de
proteina. El1 buffer de corrida fue TRIS-glicina 50 mM pH = 8,0
conteniendo SDS al 0,1 % (p/v). La electroforesis se realizd a

una intensidad de corriente constante de 20 mA, durante 6 a 7 haras
manteniendo la temperatura en 150C. Las proteinas para la calibra
cién de los pesos moleculares fueron: fosforilasa b (misculo de
conejo), albimina (suero bovino), ovoalbdmina (clara de huevo),

anhidrasa carbdnica (eritrocitos bovinos) e inhibidor de tripsina
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(soja). Los geles fueron fijados y tefiidos con una solucidn acuo
sa que contenia 25 % (v/v) de metanol, 8 % (v/v) de acido acéti
co, y 0,2 % (p/v) de azul de Coomassie G o R 250; vy destefiidaos

con la misma solucidn sin colorante.

V. 2 Sistema no desnaturalizante (193)

El tipo de celda utilizada y las dimensiones de los gg
les separador y espaciador fueron los mismos que para el siste-
ma desnaturalizante. Composicibén del gel separador: acrilamida,
7 % (p/v); bisacrilamida, 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).
Composicién del gel concentrador: acrilamida, 2,5% (p/v); bisacril
amida, 0,625 %; buffer TRIS-HC1l 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 bromofenol. La composicifn del buffer de corrida fue TRIS-
borato 50 mM, pH = 8,2, EDTA, 0,05 % (p/v). La electroforesis se
llevd a cabo a 20 m A durante 6 horas.
Los geles fueron tefiidos y destefiidos con las mismas soluciones

descriptas para el sistema desnaturalizante.

VI. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE ADENILIL CICLASA

Composicifén de la mezcla de incubacién: solucién buffer TRIS-

HC1l 50mM, pH = 7,5; 3-isobutil-1 metil xantina 0,2 mM; AMPc 1 mM
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Mn Cl2 2,5mM;l}g32P] ATP 0,5 mM (con una actividad especifica

que varia entre 50 y 200 cpm por pmol); fosfocreatina 2 mM,crea
tina guinasa 0,2 mg/ml y fraccién enzimatica (50 a 200 J2 de pro
teina). E1 volumen total fue de 0,1 ml y las incubaciones fueron
realizadas a 370C por 3 a 10 minutos. La reaccidn fue detenida por
el agregado de 0,1 ml de una solucifn que contiene ATP 40O mM}[BH]
AMP ciclico 12,5 mM (actividad especifica 3.800 cpm par pmol) vy
por calentamiento de 3 min en un bafio de agua hirviendo (194).

El AMP ciclico formado fue pu;ificado siguiendo el procedimien-
to de cromatografia secuencial en columnas de Dowex 50 y alimina
descripto por Saloman et al (195). La base del método consiste en
separar el AMP ciclico radioactivo de los otros fosfatos nucleo-
tidicos radioactivos o no (ATP, ADP, AMP, PPi, Pi) a través de
una resina intercambiadora de cationes (Dowex 50); las HY de la
resina se intercambian con los —NH2+ de la adenina de los fosfa-
tos. E1 AMP ciclico es el Gnico compuesto de fosfato parcialmen-
te retenido por la resina, pues su carga positiva (adenosina) no
es totalmente contrarrestadg por la Gnica carga negativa del gru
po fosfato. Luego del pasaje por la Dowex 50, el AMP ciclico es
adicionalmente purificado en una columna_de alimina, que retiene
a todos los fosfatos aln contaminantes.

En esta columna el AMP ciclico no se retiene a pH neutro.

Los pasos de la purificacifn del AMPc se detallan a continuacion:

Una vez detenida la reaccién, se agregd 1 ml de HZD 2 la muestra
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y se sembrd en una columna de resina Dowex AG 50 W-x 4 (200-400
mesh) forma H' de 4 cm de largo por 0,5 cm de diametro interno.
Después del pasaje de la muestra se lavd con 5 ml de HZD en dos
etapas, una de 1 ml y otra de 4 ml, descartédndose los eluidos.
Luego se pasaron 6 ml de HZD’ recogiéndose el eluido directamen
te sobre una columna de allmina neutra (3 cm x 0,5 cm) previa-
mente equilibrada con buffer [midazol- HC1l 0,1 M, pH= 7,5. Una
vez pasados los 6 ml por la columna de al(mina, y habiéndose des
echado el eluido correspondiente, se lavb6 esta columna con 1 ml
de buffer [midazol-HCl y luego con & ml del mismo buffer, reco-
giéndose el eluido en frascos de centelleo liguido. La radioacti
vidad se midid seqgln el método de Bray (196), afadiendo a las
frascos 13,5 ml de la mezcla centelleadora (naftaleno -dioxano).
Las lecturas se hicieron en un contador de centelleo liquido mar
ca Packard modelo 574 con los siguientes parametros: para 3H (el
AMPc tritiado agregado al finalizar la incubacién permite calcu-
lar el % de recuperacidn del AMPc después del pasaje por las co
lumnas), 60 % de ganancia con ventana entre 50 y 300; y para 32P
5 % de ganancia, con ventana entre 300 e @0 . Las recuperaciones

usualmente oscilaron entre un 50 y un 80 %.

VII. DETERMINACION DE LOS NIVELES INTRACELULARES DE AMP CICLICO

EN TUBULOS SEMINIFEROS.

VII. 1 Tratamiento de las muestras de tejido para el ensayo

de AMP ciclico.
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Trozos de testiculos decapsulados fueron incubados
a 379C con agitacibén en frascos de vidrio con 2 ml de Medio 199
(Gibco) ajustado a pH = 7,4, y conteniendo 3-isobutil-1-metil
xantina a una concentracion de 0,1 mM més las concentraciones in
dicadas de L-T,. Antes de la incubacitn, los frascos fueron ga-

3

seados con una mezcla de OZ—CO (95:5, v/v). A los tiempos indi

2
cados, las muestras de tejido fueron rapidamente transferidas a
tubos de vidrio de centrifugaci6n (Sorvall; 13 mm de didmetro in
terno por 100 mm de largo), que contenian 1 ml de &cido triclora
cético frio al 12 % y 25 pmoles de [3H] AMP ciclico (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
fugacién fueron extrafdos cinco veces con cinco volimenes de éter
sulfirico cada vez y después liofilizados.

Paralelamente los precipitados de la centrifugacién anterior fue
ron disueltos en 2 ml de HONa 1 N con el fin de determinar su con
centracién proteica.

Después de la liofilizacifn, el material fue resuspendido en 2 ml
de buffer acetato de sodio 50mM, pH = 6,2. Alicuotas de 0,4 ml de
esta resuspensi6n fueron diluidas en 5 ml de la mezcla centellea-
dora de Bray y se determind la radioactividad presente en ellas.

Las recuperaciones fueron de alrededor del 70 %.
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VII. 2 Ensayo del contenido del AMP ciclico en las muestras.

Se tomaron alicuotas del material liofilizado y resus
pendido y fueron diluidas en 3 y 9 vollmenes de buffer acetato.
De estas diluciones se tomaron alicuotas de 5 y 10 Fl que fueron
diluidas en la misma solucifn buffer pero a una concentracién de
0,1 M. Finalmente estas diluciones fueron acetiladas de acuerdo
al procedimiento descripto por Frandsen y Krishna (197). Las mues
tras acetiladas fueron entonces sometidas al radioinmunoensayo
siguiendo la metodologia desarrollada por Steiner et al (198, 199)
utilizando los reactivos provistos por New England Nuclear. B8ajo
estas condiciones, el ensayo detecta cantidades de AMPc que osci
lan entre 5 y 100 fmoles.

Cada una de las diluciones indicadas de las muestras fue analiza-

da por duplicado.

VIII. ENSAYO DE UNION ("binding")DE 1251 TRIIODOTIRONINA A RECEPTORES.

Composicidn de la mezcla de incubacibn: buffer fosfato de

125

sodio 50mM, pH = 8,0; [ “°I] L-T, 5,4 nM (alrededor de 100.000

3
cpm totales) y aproximadamente 0,1 mg de preparacifn proteica.

El volumen total fue de 0,1 ml y las incubaciones fueron reali-
zadas a 209C por 15 minutos. Al fin de este periodo, cada muestra
fue sembrada inmediatamente en una columna de Sephadex G-25 fino

(1,2 ml de volumen muerto) mantenida a 4OC y que previamente habia

sido equilibrada con buffer fosfato de sodioc 50mM, pH = 8. Las



columnas de Sephadex G-25 se armaron en jeringas plasticas de 2,5ml
marca Rivero. Una vez pasada la muestra, cada columna fue eluida
en frio con 1,5 ml de la misma solucibén buffer, y se determiné

la radioactividad en el eluido en un contador de radiacib6n gamma,

marca Beckman, modelo 4000. La base del método de determinacién

de la unidn de L—T3 utilizando la filtracidn en columnas de Sepha

dex G-25, consiste en que la hormona radioactiva unida a macromg

léculas se excluye de la columna mientras que la hormona libre

al interaccionar con el soporte es retenida parcialmente (139).

En la figura 18 se observa un perfil de elucifn tipico en Sepha-

dex G-25, de la [12511 L-T3 libre, y unida a proteina.
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Para 1o determinacién de o unifn inespecifica, cada muestri Fue
paralelamente incubada con el agregado de triiodotironina no ra-
dicactiva a una concentracién de 1D-h M. Los resultados se expre
saron como masa de triiodotironina unida especificamente, y ésto
se calculd como la diferencia entre la masa total unida (en ausen

cia de L—T3 1D—hM) y la masa inespecificamente unida (en presencis

de L-T3 1D_uM). Las constantes de union fueron calculadas siguien

do el método de Scatchard (200).

IX. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS.

IX. 1 Determinacifn de proteinas: Se realiz6 por el método

de Lowry y colaboradores (201) usando albimina sérica
bovina cristalina como patrén. La cuantificacién de proteinas en
las fracciones obtenidas de los enfogues isoeléctricos se hizo si
guiendo la absorbancia a 280 nm.

IX. 2 Determinaciton de DNA: Se realizd por el método de Bur

ton (202) utilizando DNA de timo de ternero como pa-

tron.

IX. 3 Determinacidn de la posicibén de las proteinas marcado-

ras en los gradientes de sacarosa y en las columnas de

Bio-Gel:
Citocromo C: Fue medido por su absorcién en la banda

de Soret (410nm).

Malato deshidrogenasa: Se midié su actividad por el consumo de
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NADH, en presencia de oxalacetato, siguiendo la dessparicion o
su absorbancia a 340 nm segin lo descripto en el Manual de enzi
mas de Worthington (203).

Lactato deshidrogenasa: Se midi6 su actividad por el consumo de

NADH en presencia de piruvato, del mismo modo que para la malato
deshidrogenasa.

Catalasa: La actividad fue medida siguiendo la desaparicit6n de
H2El2 por la conversién de ioduro a iodo, de acuerdo al método de
Terenzi et _al (204).

/Agalactosidasa: La actividad fue medida usando 0O-nitrofenil- /-

D-galactopiran6sido como sustrato, siguiendo el método descripto

en el manual de Worthington (203).

IX. 4 Determinaciones varias: La coloracidn de los geles para

detectar la presencia de glicoproteinas (reaccién de
PAS) fue realizada segln el método de Fairbanks et al (205).
La caracterizacion del sustrato y productos de las mezclas de in
cubacidn de la adenilil ciclasa se hizo por cromatografia en ca-
pa delgada (206) o cromatografia en papel (207).
La actividad de fosfodiesterasa de AMP ciclico (bajo km) fue en

sayada segin el método descripto por Terenzi et al (180).

X. REACTIVOS UTILIZADOS.

La creatina guinasa y la lactato deshidrogenasa (ambas de miscu

lo de conejo) fueron obtenidas de Boheringer. La toxina del cdle



116

ra, la sacarosa y el sulfato de amonio fueron obtenidos de
Schuwartz-Mann. Los siguientes reactivos fueron provistos por Sig
ma: ATP, AMP ciclico, creatina fosfato, alimina neutra, cito-
cromo c de corazon de caballo, malato deshidrogenasa de corazbn
porcino, catalasa de higado bovino, L-T3, L—Th’ TRIAC, MIT, DIT,
dextrano azul, éxido de deuterio, albdmina sérica bovina crista-
linma, TRIS, GTP, GPP(NH)P, NAD, NADH, azul de Coomassie G y PMSF.
Los:siguientes reactivos fueron provistos por Bio Rad: bidroxilapa
tita (Bio-Gel HTP), celulosa en polvo (Cellex 410), resina AG 50W-X&
(200-400 mesh), Bio-Gel A 0,5 m (100-200 mesh), Bio-Gel A S5m (100-
200 mesh), acrilamida, N,N'-metilén-bisacrilamida, N, N, N',N' te-
trametil etilendiamina, dodecil sulfato de sodio, glicina y DEAE-
celulosa (Cellex D). E1 O-nitrofenil- /3 -D-galactfsido fue obtenido
de Koch-Light. La 3-isobutil-1-metilxantina fue provista por Aldrich.
[12513 L—T3, EBHJ AMP ciclico y el conjunto de reactivos para ra-
dioinmunoensayo de AMP ciclico fueron provistos por New England
Nuclear. E1 azul de Coomassie R 250 fue obtenido de Fluka. E1l con
junto de proteinas de bajo peso molecular para celibracifn de geles
de poliacrilamida fue provisto por Pharmacia, y las placas de po-
lietilén-iminocelulosa y el fosfato inorgénico 32F' fueron provis-

tos por Baker y el Centro Radioquimico (Amersham) respectivamente.
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RESULTADOS VY DISCUSION

I. PURIFICACION Y DETERMINACION DE LOS PARAMETROS MOLECULARES DE

LA ADENILIL CICLASA DE TUBULOS SEMINIFEROS.

I. 1 Cromatografia en columna de DEAE-Celulpsa.

El primer paso de purificacidn consistifé 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 seccion de Materiales y Métodos. En la Figura 19 vemos

el perfil de elucidén del material sembrado en la columna. La acti
vidad enzimdtica eluyd como un (nico pico a une concentracién de
NaCl de 0,25 M. No se detectd actividad de ciclasa en las fraccio
nes correspondientes al lavado de la columna. En cuanto al perfil
de elucidn de la proteina, éste mostrd 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
concentracidn de NaCl de 0,15 M.

La adenilil ciclasa eluyd de la columna de DEAE con una
actividad especifica de 30 pmoles de AMP ciclico/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 estudid la actividad de fosfodiesterasa

de AMP ciclico en las distintas fracciones de la columna. Esta en-
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Figura 19:- Cromatografia en columna de DEAE-celulosa de un 5105

de testiculo. @, actividad de adenilil ciclasa; Q
proteina.

Las flechas indican las fracciones combinadas a utili
zarse en el paso de purificacién siguiente.
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. . 2 3 - +« &
zima recién comienza a eluir a una concentracidn de NaCl cercana

a 0,3 M (resultados no mostrados).

I. 2 Precipitaci6n con sulfato de amonio y cromatografia en Bio

Gel A 0,5 m.

La preparacidn de DEAE (combinacién de las fracclones con

mayor actividad de ciclasa) fue sometide a precipitacidn fraccio-
nada con sulfato de amonio y el precipitado correspondiente al cor
te 30-60 % de saturacién fue resuspendido, dializado y cromatogra
fiado a través de una columna de Bio Gel A 0,5 m. E1 perfil de esta
columna puede observarse en la Figura 20. La actividad de ciclasa
eluye en un pico simétrico con una constante de eluci6n kEl (volu
men de elucibn/ volumen de exclusién) de alrededor de 1.8.

El mayor problema planteado en los pasos de purificacidn
hasta aqui enumerados fue la pérdida de actividad enzimética. No se
logré mejorar la recuperacifn de la actividad ni por el agregado
de glicerol (hasta un 30 % v/v), ni por un aumento en la concentra-
cién de /3nmrcaptnetanul en el buffer de elucibén. 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 purificacién, la preparacién de Bio Gel fue some

tida a diversos tipos de cromatografia 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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fFigura 20:- Cromatografia preparativa en columna de Bio Gel A 0,5m

de una preparacitn de DEAE

de testiculo de rata, frac-

cionada con sulfato de amonio.

@, actividad de adenilil ciclasa; O, proteina.

Las flechas indican las fracciones combinadas a utili-
zarse en el paso de purificacifn siguiente.
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resultados fueron infructuosos ya que la actividad de ciclasa no
guedaba retenida en }as columnas sino que elufa con el lavado a
baja fuerza i6nica junto al resto de las proteinas de la prepara
cién sembrada.

I. 3 Enfoques isoeléctricos.

Con el fin de determinar el punto isoeléctrico de la ade-
nilil ciclasa, una alicuota de una preparacifn 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 mostré que la ac-
tividad de ciclasa enfocaba en un s6lo pico a pH = 5,3 coincidente
con un pico de proteina que representada un 6 % de la proteina sem
brada en la columna. E1 94 % restante de proteina enfocaba en el
extremo &cido del gradiente de pH. Este resultado permitif selec-
cionar al electroenfogue caomo un buen método para la purificacifn

de la enzima. De este manera, se sometid a la preparacifn de Bio-

Gel a un enfoque isoeléctrico entre pH 4,0 vy 6,0. Los resultados
de este experimento se detallan en la Figura 21. La actividad en-
zimatica enfocd en un sBlo pico, completamente resuelto del resto
de las proteinas localizadas en la zona &cida del gradiente. Sin

embargo, la electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS del pi

co de actividad de ese electroenfoque revelfé la existencia de va-
rias bandas tefiidas con azul de Coomassie, cuyas movilidades corres
pondian a pesos moleculares de alrededor de 100.000; 80.000; 69.000;

52.000 y 43.000 (figura 22).
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Figura 21:- Enfogue isoeléctrico de una preparacién de BioGel frac

cionada con sulfato de amonio y dializada.

Rango de pH: 4,0-6,0. O, pH ; @, actividad de adenilil
ciclasa; Q, proteina.
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Figura 22:- Electro-
foresis

en gel de poliacril-
amida con 5DS de 1la
fraccién de méxima
actividad de adeni-
1il ciclasa obteni-
da en un enfoque iso
eléctrico entre pH =
4,0 y 6,0. Se sembra
ron 100 pg de protel
na. Le concentracifin
de acrilamida en el
gel es 7,5 % (p/v).
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La actividad enzimatica recuperada al final del electroen
foque fue muy escasa (s6lo un 4 % de la actividad sembrada).

En vista de los resultados obtenidos con el rango de pH=
4,0-6,0 y teniendo en cuenta que se conocia con cierta precision
el punto isoeléctrico de la enzima, se decidifé abordar la purifi-
cacién mediante un enfogque isoeléctrico en un rango mas estrecho
de pH. (5,0-5,6). La solucibn de anfolitos para este experimento

fue preparada de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos.

La Figura 23 muestra el perfil de elucifén de la columna de electrog

enfoque en dicho rango. La enzima sembrada corresponde a una prepa-

racifn de Bio-Gel. La actividad enzimitica 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 &cido.

Al someter el pico de actividad enzimética a electroforesis en gel
de poliacrilamida con SDS, se observb la presencia de una sola ban
da polipeptidica, tanto en geles conteniendo 6,5 % (p/v) (Figura
24) 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
bracién del gel de poliacrilamida al 6,5 % (p/v) y un barrido den-
sitométrico a 530 nm del canal 4 del mismo gel, tefiido con azul de
Coomassie R 250. Puede confirmarse la presencia de un (nico pico
de absorcidn mayoritario correspondiente al peso molecular indica

do. Por otra parte, un gel similar al de la Figura 25 fue sometido
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Figura 23:- Enfoque isoeléctrico de una preparacion de Bio-Gel frac

cionade con sulfato de amonio y dializada. Rango de pH:

5,0-5,6. Los simbolos son los mismaos que en la Figura
21.
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Figura 24:- Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS de ali
cuotas de varios pasos de purificacidn de la adenilil
ciclasa de testiculo.

1. proteina marcadora, 2.preparacién de DEAE (100 ug

de proteina), 3. preparacion de Bio-Gel (50 ug de pro-

teina) y 4. pico de actividad enzimatica del electroen
foque entre pH 5,0 y 5,6 (10 Hg de proteina). Phb = fos
prilasa b; BSA, seroalbimina bovina; y OVA, ovoalbimi-

na. La concentracibén de acrilamida en el gel es 6,5 %

(p/v).
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Figura 25:- Idem figura 24. La concentracidn de acrilamida en el
gel es 10 % (p/v). CA, anhidrasa carbdénica y STI, in-
hibidor de tripsina de soja.

Otras abreviaturas, iguales a las de la figura 24.
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Figura 26:- Barrido densitométrico a 530 nm del canal &4 del gel

mostrado en la figura 24 y correlacidén con la curva
de calibracién de dicho gel.
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a la reaccifn de PAS (oxidacidn con periodato y coloracifn con el
reactivo de Schiff). No se observb tincidn alguna en la zona corres
pondiente a la banda de 69.000, lo cual indicaria la ausencia de
carbohidratos asociados a dicho polipeptido.

La actividad enzimitica recuperada en el pico de electro-
enfogque en rango de pH estrecho fue un 20 % de la actividad sembra
da, o sea, cuatro veces mayor gque la recuperada en los electroenfo-
gues en rangos de pH més amplios. La actividad especifica de adeni
1il ciclasa en la fraccidn pico del (ltimo paso de purificacidn fue
de alrededor de 12 nmol de AMP ciclico producido por minuto por mg
de proteina, lo cual representa una purificacién de 1700 veces res
pecto del S 105.(ver tabla 7).

TABLA 7

Purificacidn de la adenilil ciclasa de tibulos seminiferos de rata.

PROTEINA ACTIVIDAD DE ADENILIL CICLASA
FRACCION TOTAL TOTAL RECUPERACION ESPECIFICA PURIFICACION
(mg) (pmoles/min) % (pmoles/min/ (veces)
mg prot.)

S 105 1.900 15.800 100,0 7 1,0
Preparacifn de

DEAE® 315 10.000 63,3 30 4,3
Preparaci6n de

Bio-Gel® 14 3.286 20,8 235 33,6
Enfoque a b

isaeléctrico 0,02 240 1,5 12.000 1.714,3

a - Las fracciones pico fueron marcadas con flechas en las figuras 19
20 y 23.

b - La concentracion de proteina fue estimada por barrido densitométri-
co a 530 nm de los geles de poliacrilamida tefiidos con azul de Coo-

massie R 250, usando albimina sérica bovina como patrén.
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Dada la actividad especifica extremadamente baja encontra-
da en la fracci6n pico del G4ltimo paso de purificacién, caben dos
posibilidades:

1) - A través del proceso de purificacidn y princi-
palmente en la etapa del énfnque isoeléctrico la enzima va perdien
do actividad irreversiblemente. De esta manera, la banda polipepti
dica de 69.000 podria representar en gran proporcién enzima inac-
tiva y en menor proporcién, moléculas de ciclasa que conservan adn
su actividad catalitica.

2) - La banda de 69.000 observada en los geles corres
ponderia a un contaminante presente en gran concentracién en la frac
cidn pico del enfoque isoeléctrico, 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 reaccién

de ciclasa catalizada por la fraccibtn pico del electroenfoque por
cromatografia en papel seg(in lo descripto en Materiales y Métodos.
El AMP ciclico fue la dnica sustancia radioactiva producida, tanto
en presencia como en ausencia de sistema regenerante de ATP, o de
AMP ciclico y 3-isobutil-l-metil-xantina en la mezcla de reaccién.
Ademas, la cantidad méxima de AMP ciclico producido por esta prepa-
racidn enzimatica no se vio modificada por la omision del sistema

regenerante de ATP, AMP ciclico o inhibidores de la fosfodiesterasa



131

en la mezcla de reaccifn. Estos resultados indicarien que la frac-
cibén pico del enfogue isceléctrico carece de otras actividades en-
zimAticas distintas de la ciclasa, capaces de utilizar al ATP como
substrato (v.g. ATPasa), asi como de fosfodiesterasa de AMP cicli-
co.

- Se realizd una electroforesis en gel de poliacrilamida en condi-
ciones no desnaturalizantes (ver Materiales y Métodos) de una ali-

cuota de la preparacién de Bio- Gel. Una vez finalizada la corrida,

el gel fue cortado en 30 truzﬁs de 0,25 cm y la proteina de cada
trozo fue eluida con buffer TRIS 50 mM, pH 7,4 conteniendo DTT 1mM.
La fraccidn eluida que tenia actividad de adenilil ciclasa fue so-
metida a electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (condicio-
nes desnaturalizantes) y se observd que presentaba una (nica banda
tefiida con azul de Coomassie R 250 con una movilidad correspondien
te al peso molecular de 69.000. Este experimento demuestra que, si
guiendo un método analitico de purificacién de principios diferen-
tes de los del electroenfogue, la fraccibn con actividad enziméti-
ca también estd asociada a un Gnico polipéptido de peso molecular
69.000.

- Se combinaron las fracciones con actividad enzim&tica de un en-
foque isoeléctrico igual al descripto en la figura 23, se dializé

y liofilizé. E1 liofilizado fue resuspendido en un minimo volumen

y sometido a un nuevo enfoque isoeléctrico entre pH 4,0 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 asociacifin entre la ac-

66K - g&m

Figura 27:- Electrofore
sis en gel
de poliacrilamida (10%
p/v) con SDS de cada una
de las fracciones con
actividad enzimitica de
un re-electroenfoque en
8 columna de la adenilil

[~ ciclasa de testiculo.En
la parte inferior del
gel se encuentran los
valores de actividad en

cs » zimAtica de cada frac-
-~ cibn sembrada.
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tividad enzimédtica y el polipéptido de 69.000 se mantiene adn des
pués de un nuevo paso de purificacién y, lo que es mas importante,
gue existe una correlacién entre la cantidad de polipéptido presen
te en el gel y la actividad enzimatica de la muestra sembrada.

- Por Gltimo, cabe destacar que todos los geles fueron tefiidos du
rante 16 hs con azul de Coomassie R 250. Este colorante es el més
adecuado en los casos en que las proteinas estén presentes en el
gel a muy bajas concentraciones (208) ya que permite detectar ban
das de hasta 0,5 pg de proteina. En el caso de que la ciclasa fue
ra un péptido nu detectabie por ¢incidén en el gel de la Figura 25
distinto del péptido de 65.000, la enzima deberia estar presente
en la fraccibn pico del electroenfoque en una concentracidn menor
de 0,1 pg de proteina/ml.

Las evidencias presentadas anteriormente, sumadas al estudio de los
parédmetros hidrodiné&micos y moleculares de la adenilil ciclasa que
se describen en la seccifn siguiente, permitirian optar por la pri
mera de las dos posibilidades planteadas en la pégina. Esto es
que la adenilil ciclasa soluble de testiculo estd constituida por

un polipéptido Gnico de PM 69.000.

I. 4 Parémetros moleculares e hidrodinédmicos de la adenilil ci-

clasa.

I. 4.1 Filtracibén en qgel.

La Figura 28 muestra el perfil de elucidn de una pre-
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Figura 28:- Cromatografia en columna analitica de Bio-Gel A G,5 m
de una preparacidn de DEAE.
El grafico incluido muestra la relacibn entre la k y
los radios de Stokes para las diferentes proteinasE mar
cadoras (@) y para la ciclasa (Q). BD, azul dextran;
C, catalasa; L, lactato deshidrogenasa; M, malato deshi
drogenasa; y Cc, citocromo c. -
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paracion de DEAE de la adenilil ciclasa de testiculo cromatografia

da en una columna analitica de Bio-Gel A. 0,5 m. Las flechas indi-
can la posicién de los picos de las proteinas marcadoras. La enzi-
ma eluyd segln una constante kel= 1,8, correspondiente a un radio
de Stokes de 4,0 nm, similar al de .la malato deshidrogenasa usado

como marcador. Puede ademés observarse que existe un pequefio pico

de actividad enzimAtica coincidente con el volumen de exclusi6n de

la columna. Este pico podria representar agregados de las molécu-
las de ciclasa entre si o con otras proteinas presentes en la pre

paracién de DEAE.

I. 4.2 Ultracentrifugaciones en gradientes de sacarosa.

Con el objeto de conocer el coeficiente de sedimen
tacidn (S20 U) y el volumen especifico parcial de la enzima (V)
’
se realizaron centrifugaciones en gradientes de sacarosa hechos en

HZD o en DZU' Los resultados son mostrados en la Figura 29. Tanto

en HZD como en D_0 la ciclasa sedimentd generando un pico simétri

2
co. E1 experimento mostrado en la figura 29 corresponde a gradien

tes sembrados con una preparacién de DEAE. Los resultados obteni

dos sembrando una preparacidn enzimatica mas purificada (hidroxil
apatita, ver Materiales y Métodos) fueron cualitativamente simi-
lares. En la curva de calibracién inserta en la Figura 29 se grafi
cét%a distancia recorrida por cada proteina marcadora desde el
borﬁé superior del gradiente hasta la posicifn alcanzada al fina-
lizar la centrifugacién (r) en funcién del cneficien£e de sedimen

tacidn (S).



1200

120+ /®

S
L
o
o
®
L
4
-
I

-

12000 | 'Fe
80} /° \ OM l |

CICLASA (pmoles por ml)

g 8
I I
<=9
X
._—‘_____/
<=~
r (cm)
N W
!
\ﬁ\-

1
4 0 58 72
s/ c
° ° @
0 l 1 _eeédocedoceéd—

FRACCION

Figura 29:- Centrifugacion en gradiente de densidad de sacarosa de
una preparacidn de DEAE de la adenilil ciclasa de tes-
ticulo.
| os gradientes fueron hechos en H,0 o en D,0. En el in
serto se graficd la movilidad en ?uncién dé las cons-
tantes de gedimentacién para luos proteinas marcadoras
@ vy lo ciclasa ©).

Las obreviaturas usudas son iguales a las de la figura
28.
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Dicha curva de calibracién muestra que la adenilil ciclasa de tibu

los seminiferos presenta la misma constante de sedimentacién en am-

bos _solventes, 4,3 S, coincidente con la de la malato deshidrogena

sa. Este hecho indica que la ciclasa posee el mismo valor de volu-
men especifico parcial (V) que las proteinas usadas como marcadoras,
es decir, 0,74 ml. g_1. Este valor es caracteristico de las protei
nas globulares encontradas en fracciones solubles y carentes de sus
tancias lipidicas asociadas.
Conociendo los valores del radio de Stokes, el coeficiente de sedi
mentacidn y el volumen especifico parcial de la enzima es factible
estimar su peso molecular relativo utilizando la fGrmula planteada
en la seccidn IV.3 de Materiales y Métodos. El1 valor hallado es de
74.000. Ademés, se calculd un cociente friccional de 1,41 para la
enzima, usando la formula IV. 4 de Materiales y Métodos. La tabla
8 resume los parametros hidrodinamicos de esta adenilil ciclasa.
Los resultados corresponden a cinco experimentos diferentes reali
zados con distintas preparaciones enzimaticas.

TABLA 8

Parametros moleculares e hidrodinamicos de la adenilil ciclasa de

tlbulos seminiferos de rata.

PARAME TRO VALOR

+
S0, (8 4,3 ¥ 0,10
a (nm) 3,95 L 0,05
v (ml. 9_1) 0,74
PM 74 .000
£/f 1,4

u}
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I. 5 Discusifn.

En la seccifn correspondiente & la caracterizacifn de la
adenilil ciclasa de testiculo se ha descripto un procedimiento
rdpido para la obtencidén de una preparacidn 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 regulacidn de metabolismo, muy pncn.se ha avanzado en
su purificacién desde su descubrimiento por Sutherland. Esta si-
tuacién es motivada por varias razones:

1) - en casi todos los tejidos la ciclasa es una enzima de membra
na vy su purificacidn 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 enzimdtica es extremadamente 1abil, con una vida
media de minutos a temperatura ambiente. La primersa de las difi-
cultades no existe en el caso de las ciclasa de testiculo ya que
tiene localizacién citosblica, y uno de los objetivos perseguidos
al purificar esta enzima soluble es la obtencién de anticuerpos que
a su vez posibiliten avanzar en la purificacifn de otras ciclasas.
La deficiencia principal del procedimiento de purificacidn aqui
descripto radica en el escaso rendimiento de la actividad enziméti
ca (1,5 %). Si se acepta que en el Ultimo paso de purificacidn la

enzima pierde actividad irreversiblemente y que la proteina enzimé
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tica (pero no su actividad) es recuperada cuantitativamente, se
podria alcanzar una purificacitn de 10.000 veces en lugar de la de
1.700 veces determinada en base a la actividad.

Existen muy pocos trabajos en la literatura cientifica que descri
ban intentos exitosos en la purificacibn de la adenilil ciclasa.
Quizés el Gnico trabajo completo hasta el presente sea la purifi-
cacion a homogeneidad de la ciclasa "soluble" del procariote Bre-

vibacterium liquefaciens llevado a cabo por Takai et al (219). Si

guiendo procedimientos convencionales como precipitacifén éacida, pre
cipitacién con sulfato de amonio, y cromatografias en columnas de
hidroxilapatita, DEAE-Sephadex y Sephadex G 200, los autores logra
ron purificar la enzima 4500 veces, con un rendimiento del 10 %.

La enzima homogénea fue cristalizada y presentd un peso molecular
de 92.000, estando constituide por dos polipéptidos idénticos de
46.000. También determinaron la composicién de aminodcidos de la
enzima purificada, comprobando la presencia de un alto porcentaje

de amino&cidos &cidos e hidrofébicos, y la ausencia total de cis-

teina. Es interesante recalcar que la enzima pura de B.liquefaciens

tiene una actividad especifica de 30 nmoles/min por mg de protei-
na, valor que se encuentra en el mismo orden de magnitud gue el
que presenta la enzima purificada de testiculo de rata (12 nmoles/
min por mg de proteina).

En lo que respecta a organismos eucariotes, sflo existe un trabajo

en la literatura que proclama haber purificado una actividad de ci
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clasa (la de cerebro bovino) a homogeneidad (220). Los autores,
Stellwagen y Baker, utilizaron cromatografia de afinidad en azul-
dextrano-Sepharosa, seguida de una cromatografia de intercambio id
nico en DEAE-celulosa. Es sabido que las enzimas cuyo sitio de unidn
a los nucleisidos fosfato presenta una estructura espacial del tipo

del pliegue dinucleotidico (dinucleotide fold), poseen la propiedad

de unirse reversiblemente a la molécula del colorante azul Cibacron.
Este colorante es el grupo cromdforo del azul dextrano. Stellwagen
presentd una purificacién de 250 veces con un rendimiento del 20 %
usando sblo los dos pasos mencionados. Estos resultados parecen pgo
co convincentes si se los analiza a2 la luz de los siguientes hechos:
1) - con posterioridad al trabajo de Sqellmagen, el grupo de Haber
(221) presentd evidencias indicando que la resina azul-dextrano-Se-
pharosa no es capaz de unir a la adenilil ciclasa de corazf6n cani-
no solubilizada con detergentes.

2) - En nuestro laboratorio comprobamos que la ciclasa soluble de
testiculo no tienme capacidad de unirse tanto a resina de azul dex-
trano Sepharosa como de Cibacron azul-Sepharosa.

3) - Parece poco probable gue con una purificacidn de sélo 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 proporcidn extremadamente baja de la proteina to

tal de la célula.

L) - En el segundo paso de purificacidn del trabajo de Stellwagen



141

y Baker, la enzima eluye de una columna de DEAE-celulosa equilibra
da 8 pH = 8, a una concentraciftn de NaCl de 0,9 M. Este hecho pa-
rece bastante inusual si se tiene en cuenta gque las ciclasas de teg
ticulo y Neurospora (esta tesis), como asi tembién los de corazon

canino (221), higado de rata (223) Fasciola hepatica (222) y Brevi-

bacterium liguefaciens (219) eluyen de columnas de DEAE-celulosa

equilibradas a pH neutro o ligeramente alcalino, a concentraciones
de NaCl comprendidas entre 0,2 y 0,3 M.

5) - Por Gltimo Neer (217) determinf, mediante gradientes de saca-
rosa y filtraciones en geles de preparaciones no purificadas, un
peso molecular ee 220.000 para la ciclasa de cerebro bovino (valor
que coincide con los determinados para las ciclasas de membrana de
otros tejidos).

Sin embargo, Stellwagen y Baker encuentran gque la ciclasa "pura"
del mismo Organo presenta una (nica banda polipeptidica en geles

de poliacrilamida con SDS, correspondiente a un peso molecular de
16.000. De acuerdo con este (ltimo dato, 1la molécula nativa debe-
ria estar formada por la unidn de por lo menos 13 polipéptidos idén
ticos de peso molecular 16.000, hecho sin duda sumamente llamativao.
Por otra parte, desde la publicacién del trabajo de Stellwagen en
1976 hasta la fecha no se ha cofirmado la validez de estos resulta-
dos ni la utilizacién exitosa de la cromatografia en azul-dextrano-
Sepharosa en la purificacidn de otras ciclasas. Por el contrario,
los investigadores interesados en el tema prosiguieron ensayando

nuevos métodos de purificacifn. De esta manera Homcy et al (221)
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demostraron que la adenilil ciclasa de corazdén canino se adsorbia
especificamente a una resina de ATP-Sepharosa, sblo después de ha
ber resuelto esta actividad de otras proteinas hidrofébicas. Esto
Gltimo se lograba por medio de cromatografia del tipo hidrofébico
sobre resinas constituidas por grupos alquilo de cadena larga uni
dos a agarosa por uniones tipo éter. De este modo, la ciclasa de co
razbn de perro fue purificada unas 5000 veces, aungque no se lleqgd

a obtenerla en estado homogéneo. Los pasos utilizados fueron extrac
ci6n de las membranas con detergente, cromatografia hidrofobica en
dodecil-Sepharosa, filtracién en gel, cromatografia de afinidad en
ATP-Sepharosa y cromatografia en columna de DEAE-celulosa. Los au-
tores obtuvieron una enzima con una actividad especifica de 98 nmoles/
min por mg de proteina (nuevamente el mismo orden de magnitud gue
el obtenide para la enzima pura de testiculo en esta tesis)con un

rendimiento que oscild entre el 1 y el & %.

Comparacidn del tamafic y forma de la adenilil ciclasa de testiculo

con las de otras ciclasas de eucariotes.

En la tabla 8 bis muestra los parametros hidrodin&micos y molecula
res de la actividad de adnilil ciclasa soluble y de membrana en dig
Lintos tipos de células eucariotes.

Cabe destacar que de las enzimas mencionadas en la tabla 8 bis, s6lo
la adenilil ciclasa de testiculo ha sido purificada a homogeneidad
(columna A); en el resto de los casos, los parametros mecleculares

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 hidrodindmicas de las adenilil ciclasas solubles y de membranas de

distintos tipos de células eucariotes.

Ss0LUBLES DE MEMBRANA SOLUBILIZADAS CON DETERGENTES
TEJIDO TESTICULO NEUROSPORA | TESTICULO RINON CEREBRO HIGADO LINFOMA S4S
REFERENCIA Kornblihtt Neer Kornblihtt Neer Neer Neer Stengel Gilman
(esta tesis) (111)(esta tesis) (111) (216) (217 (218) (68)
PM 74.000 56.000 202.000 190.000 159.000 220.000 180.000 4150.000
S (8) L,3 3,8 6,2 6,7 5,9 8,1 6,8 6,5
20,w
Radio de
Stokes(nm) 3,9 3,4 7,3 6,8 6,2 7,0 7,0 7,1
v (ml/g) 0,74 ND 0,74 0,73 0,74 0,79 0,82 0,76
F/fD 1,4 1,2 1,65 1,6 1,6 1,5 1,5 1,8
detergente
unido (g/g - - - n.s. n.s. 0,39 0,66 0,13
prot.)
A B () D E F G H
ND = no determinado n.s. = no significativo

Los parametros hidrodinémicos y moleculares encontrados para la ci-
clasa soluble de testiculo 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 encontrd valores de radio de Stokes y coe-
ficiente de sedimentacidn menores que los aqui descriptos, lo

cual le permitid calcular un peso mglecular de 56.000, valor que
es a su vez menor que el calculado en esta tesis (74.000).

Una de las posibles fuentes de discrepancia entre los valores ha-
llados podria radicar en el estado de pureza de las preparaciones
enzimiticas utilizadas en las determinaciones de los parametros
hidrodindmicos. Mientras en los experimentos de esta tesis se han
usado distintas preparaciones enziméticas con alto grado de pureza,
Neer sdlo utilizd una "enzima cruda" (sobrenadante de 105.000 x g)
de testiculo. Otra diferencia experimental es que Neer usa Sepharg
sa 6 B en lugar de Bio-Gel A 0,5 m para las filtraciones en gel, y
que la duracién 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 posicif6n media del
gradiente, sedimentando en una zona de baja resolucifn para las pro
teinas marcadoras.

Por otra parte las evidencias presentadas en esta tesis muestran
una correlacion satisfactoria entre el peso molecular de la enzi-
ma nativa, calculado a partir de los paréametros hidrodinémicos,
(74.000) y la movilidad de la enzima pura desnaturalizada en elec
troforesis en geles de poliacrilamida conteniendo dodecil sulfato

de sodio (6Y.000). Este hecho indicaria que la adenilil ciclasa so-

luble de testiculo es una proteina monomérica. En definitiva puede

considerarse gue metodoldgicamente el trabajo de Neer es defectun-

sO.
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De todas maneras, los datos de la tabla gbis reflejan un hecho sobre
saliente: la ciclasa soluble de testiculo es una molécula mas pe-
quefia que las ciclasas unidas a membrana de otros tejidos de eu-
cariotes, las cuales presentan pesos moleculares gque oscilan alre
dedor de 200.000. Este hecho puede dar lugar a cierto tipo de espe
culaciones. En primer luygar se podria suponer que la ciclasa de
testiculo no estd estructuralmente relacionada con las ciclasas de
mayor tamafic unidas a membranas, es decir que podrian ser produc-
tos de genes diferentes con la misma actividad catalitica en pre-
sencia de Mn''. Alternativamente podria ocurrir que la molécula de
la subunidad C (catalitica) de las ciclasas de membrana, cuyo peso
molecular es 200.000, estuviera formada por més de un polipéptido,
uno de Ibs cuales fuera portador de la actividad catalitica en pre
sencia de Mn'~' y tuviera un peso molecular de 70.000. De acuerdo
a este razonamiento, las células de la linea germinal s6lo produ-
cirian el polipéptido de 70.000 y carecerian del o los otros poli
péptidos que conformarian la molécula de ciclasa completa. Otra
posibilidad es que en las células germinales se produzca una cicla
sa mas pequefia que las de membrana por causa de slguno de los si-
guientes mecanismos:
1) - Transcripcifn incompleta del gen de la ciclasa.
2) - Transcripcifn completa, pero procesamiento diferente del RNA
mensajero.
3) - Sintesis de una molécula de ciclasa de 200.000 y procesamien
to inmediato por protedlisis especifica para producir un pali

péptido con actividad enzimética de FM 70.C00.
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En cualgquiera de los tres casos se podria pensar que el fragmento

polipeptidico que le faltaria a la ciclasa soluble de testiculo es

taria involucrado en procesos como la incorporacién de la enzima
a la membrana o el reconocimiento e interaccibn con otras protei
nas regulatorias del tipo del componente regulatorio G/F. Respecto
de esto Gltimo cabe sefialar que el grupo de Alfred Gilman ha obte
nido evidencias de que la adenilil ciclasa soluble de testiculo
no interactla productivamente con la proteina regulatoria G/F en
experimentos de reconstitucidn tendientes a detectar actividad en
zimatica en presencia de Mg++ y la activacifn por F o por nucled
sidos de guanosina (68).

Las posibilidades descriptas anteriormente eon especulativas dado
que aln no se conocen el nimero ni el peso molecular de los poli-
péptidos que componen a las adenilil ciclasas de membrana (subuni
dad C). Esto de hecho impide encarar un estudio estructural compa
rativo con la enzima soluble de testiculo.

Por Gltimo se podria inferir un rasgo comin a las ciclasas de eu-
cariotes (tanto la soluble de testiculo como las de membrana de

otros Grganos) que las diferencia de la ciclasa de procariotes

Brevibacterium v.g.): en las primeras parece ser esencial la exis

tencia de grupos SH reducidos para gque se manifieste su actividad
(se inhiben por N-etil maleimida y se activan por DTT o /? mercapto
etanol), mientras gue en la enzima bacteriana no existiria tal

efecto por carecer de cisteina.

>
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1I. INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE ADENILIL CICLASA ASOCIADA A TUBU-

LOS SEMINIFEROS POR L—T3.

II. 1 Efecto de la L—T3 sobre la actividad de ciclasa de dife-

rentes tejidos.

Dada la escasa informacidn existente sobre efectos in vi-
tro de las hormonas tiroideas sobre la actividad de enzimas cla-
ves del metabolismo (ver Introduccibén), se decidid investigar

una posible respuesta a la L-T, de los sistemas de adenilil cicla

3
sa de diferentes Arganos de la rata. Para ello, se ensayaron las
actividades de ciclasa basales y en presencia de una concentracidn

muy elevada de L—T3: 1U-h M. Los ensayos se realizaron ya sea con

Mg++ o Mn*" como catién divalente, utilizando las fracciones con
mayor actividad especifica obtenidas por centrifugaciones diferen
ciales de homogenatos de cinco érganos diferentes.

Los resultados obtenidos se encuentran en la tabla 3. Las activida
des de las ciclasas de higado, rifibn, cerebro y miocardio no fue-
ron modificadas por la presencia de la referida concentracifn de
L-T3, independientemente del catifn divalente usado. En cambio,

la ciclasa de la fraccidn soluble de testiculo mostré una clara
respuesta inhibitoria a 1a triiodotironina. Un rasgo relevante de
la actividad de adenilil ciclasa soluble de testiculo es su estric
ta dependencia de Mn++, puesto gue en presencia de Mg++ sblo se de

tectd un 2,2% de la actividad medida con Mn''. Ademés, la mayor

inhibicién por la L—T3(9O%) también se observd en presencia de Mn* .
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TABLA S

Efecto de la L-T3 sobre la actividad de las adenilil ciclasas aso-

ciadas a diferentes tejidos.

HIGADO RINON CEREBRO MIOCARDIO TESTICULO
EXPERIMENTO CATION L-T

3 (pmoles/10min por mg de proteina)
Mg** - 6,7 0,6° 12,52 1,4P o,7°
Mgt . 4,52 - 11,42 1,6° 0,3°
1
Mnt* =133 1,2 w0 3,8° 31,2°
Mn** « 11,9° 1,2 38,4P 29P 3,45
Mt - 30,09 13,39 85,08 3g,0¢ -
2
Mnt* + 31,09 13,39 140,0% 30,09 -

a - La actividad de adenilil ciclasa fue ensayada en presencia de

* 7 - rd
Matt o Mﬁ como se describid en Materiales y Métodos. Cuando se

indica, la mezcla de incubacién fue suplementada con L—T3 a una con

centracion final de 107" M.

L - El tejido fue trozado y homogeneizado en tres voldmenes de "buffer"
A usando un homogeneizador tipo Dounce. Luego la suspensidn fue

centrifugada a 120 x g durante 10 minutos y el sobrenadante obteni-

do fue centrifugado a 105.000 x g por una hora. El sedimento de la

Gltima centrifugacidn fue resuspendido en el mismo "buffer" y usado

como fuente de enzima.
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c, d, e -Lla haomogeneizacibn fue llevada a cabo de manera similar
a la de b con la excepcién de gque el "buffer" A contenia
sacarosa a una concentracién de 0,25 M. E1 fraccionamiento fue rea
lizado por centrifugaciones sucesivas del homogenato o de los co-
rrespondientes fluidos sobrenadantes a 120 x g por 10 minutos,
1.100 x g por 10 minutos, 7.700 x g por 10 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 d respectivamente.

El sobrenadante de la Gltima centrifugaci6n fue usado en c.

II. 2 Localizacion de la actividad de ciclasa inhibible por L-T

3
en testiculo.

Con el objeto de identificar la fraccién celular de tes-
ticulo cuya actividad de adenilil ciclasa es inhibida por la L—T3,
se realizd una centrifugacién diferencial de un homogenato de tes-
ticulos decapsulados hecho en sacarosa 0,25 M. En cada fraccifin se
determind la actividad enzimatica basal o con el agregado de l.—13
a una concentracién de 1D-AM. Ademéds se midid la concentracibn de
proteinas’ y DNA. Los resultados se indican en la tabla 10. Puede
observarse que la mayor actividad especifica y casi el 90 % de la
actividad total se encontraron en la fraccidn citosdlica (sobrena-
dante de 105.000 x g), confirmando lo hallado por Braun y Dods (4).

E1l DNA sedimentd a una velocidad més baja (121 y 1085 x g) correspan

diente a las fracciones nucleares. La enzima asociada a la fraccidn
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citosflica fue la Gnica que exhibid una respuesta inhibitoria en

presencia de la hormona. Por otra parte la misma fraccidn citosd
1251

[125} -,

(44,7 %) indicando la probable existencia de una entidad recepto

lica presentd la mayor actividad de unifn especifica de

ra de haormona tiroidea en el citosol de testiculo.

TABLA 10

Efecto de la L—T3 sobre la actividad de adenilil ciclasa asociada a diferentes

. . a
fracciones celulares de testiculos.

apeniLIL ciciasa TotaL  |acPREYBhA BAEREFSCA
PROTEINA _ DNA '
FRACCION TOTAL  TOTAL BASAL +L-T, BASAL  + L-T,
(mg) (%) (mg) (%)|(pmol/min) (%) (pmol/min) (pmol/min/mg prot.
PPDO de 120xg 38,1 39,3 1,04 78,2 | 4,76 &4 4,76 0,12 0,12
PPDO de 1100xg 6,7 6,9 0,15 11,3 | 1,90 1,7 1,90 0,28 0,26
PPO0 de 7700xg 6,7 6,9 0,06 4,5 | 2,60 2,4 2 60 0,39 a,39
PPDO de 108000 45\ 13 80,08 6,0 | 3,08 2,8 2,90 0,23 0,22
SOBRENADANTE
DE 105000xg 32,0 33,1 O o |96,56 88,7 23,00 3,00 0,71

a8 - Las condiciones del fraccionamiento fueron indicadas en la leyenda de la
tabla 9, bajo el item c. Los ensayos de actividad de ciclasa y de la

unidn de L—T3 fueron descriptos en Materiales y Métodos.
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II1. 3 Caracteristicas de la inhibicién por L—T3.

II. 3.1 Cinética.

La adenilil ciclasa soluble de tdbulos seminife-
ros fue purificada mediante diversos procedimientos comunmente uti
lizados en la separacidn de proteinas. La primer etapa de purifica
cidn consistidé en una cromatografia de intercambio idnico en colum
na de DEAE celulosa del sobrenadante de 105.000 x g. Los detalles
de éste y de los restantes pasos de purificacidn fueron expuestos
en la seccién I de los Resultados y en Materiales y Métodos. Sin
embargo, es importante recalcar aqui que en todos los procedimien-
tos de purificacién ensayados la actividad de adenilil ciclasa con
servd su respuesta inhibitoria a la L—T3. Los experimentos cinéti-
cos que se describen a continuacidn fueron llevados a cabo utilizan
do la preparacidn de DEAE como fuente de enzima.

La figura 30 muestra la actividad de adenilil ciclasa en funcion
del tiempo de incubacidn, en ausencia o en presencia de distintas
concentraciones de L-T3. La produccién de AMP ciclico fue lineal
con el tiempo hasta los 20 minutos de incubacifin, tanto en condicig
nes de actividad basal como en presencia de la hormona tiroidea.

El efecto inhibitorio de la hormona no s6lo no requirié incubacidn
previa sino que se manifestd desde el comienzo de la reaccifn enzi-
matica indicandc que la interaccién entre la L-T3 y su sitio recep

tor es un fendmenc relativamente répido.

Por otra parte se estudi6 la influencia de la concentracidn de ATP
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tigura 30:- Formacidn de AMP ciclico en funcidén del tiempo de la
reaccidn catalizada por una preparacifin de DEAE de tes
ticulo. La actividad enzimatica fue ensayada en ausen
cia de L-T, o en presencia de las concentraciones mo-
lares indifadas de la hormona.
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v Mn'" sobre la cinética de inhibicién de la ciclasa por L—T3.

Los resultados fueron graficados de acuerdo a Lineweasver y Burk

(209) y se encuentran en la Flgura 31. Se observaron las siguien

tes caracteristicas del sistema:

a) - En presencia de una concentracién fija de Mnt* muy superior
a la que forma el complejo Mn ATPZ_, se encontrb una depen-

dencia michaeliana (hiperbdlica) de las velocidades iniciales res

pecto de la concentracifn total de ATP.

En estas condiciones puede establecerse una interaccibén de tipo

no-competitivo entre el ATP y la L—T3(Figura 31, izquierda). Es

decir, el efecto inhibitorio no fue revertido al aumentar la con-
centracién de ATP, puesto que la presencia de la hormona disminuy0
la velocidad méxima de reaccién pero no modificd la afinidad de la
enzima por el ATP. E1 valor de Km para el ATP (1mM aprox.) no varid
en presencia de la hormona.

b) - Cuando se estudid la reaccidn fijando la concentracidn de ATP

y variando la de Mn++, las velocidades iniciales se expresa-

ron en funcién de la concentracién de Mn'' libre (Mn®' total menos
Mntt acomplejado por ATP). Como se indica en la Figura 31, derecha,
también se encontrd una dependencia michaeliana respecto del catidn
divalente, (Km para el Mn*tt no acomplejado: 3,0 mM) sea en presen-
cia o en ausencia de L—T3. El tipo de inhibicifn observada también

resultt de tipo no competitivo ya que el aumento de la concentracibn

del metal no revirtid el efecto inhibitorio de la hormona. Este Gl-
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Figura 31:- Graficos de inversas de las velocidades de reaccidn en
funci6n de inversas de la concentracidn de sustrato

(Ltineweaver y Burk) de la reaccién de adenilil ciclasa,
catalizada por una preparacion de DEAE y medida varlan

do la concentracifn de ATP total (izquierda) o Mn'"'

bre (derecha).

ausencia (@) g,en presencia (©) de L-T

11

Excepto en lo que respecta a las concen
traciones de ATP y catién divalente, el ensayo fue rea

lizado como se describid en Materiales y Métodos, en

tracidn.de 10 M.

3 a una concen-
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timo hecho descartd la posibilidad de que la inhibicién de la acti
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 como que

lante de cationes divalentes.

II. 3.2 Dependencia del pH.

En la Figura 32 se grafic6 la actividad de cicla

sa de una preparacidn de DEAE en funcifn de distintos pH en la mez

cla de ensayo, en ausencia de L—T3 o en presencia de dos concentra

8

ciones de hormona diferentes (107 M y 10" "M). La méxima actividad

basal de la enzima fue encontrada en el rango de pH comprendido en

tre 7 y 8. En ese mismo rango se manifesté la maxima respuesta in

hibitoria a la L-T; a una concentracién de 10—8M.

El efecto hormonal disminuyd por encima o por debajo de dicho ran
go de pH. La presencia de una concentracién elevada de L-T3(1D'AM)
dio origen a una "curva de pH" aplanada, peroc ain en este caso pue
de observarse que el mayor efecto inhibitorio aparece en el inter-

valo entre pH 7 y 8.

II. 3.3 Reversibilidad de la imhibicidn.

Dado que el efectohormonal que se describe en
este trabajo es una inhibicibn, resulta de suma importancia poder
diferenciarlo de un proceso irreversible sobre la actividad catali
tica de la ciclasa. Los experimentos de cinética de la inhibicifn

(graficos de Lineweaver y Burk) no permiten diferencias entre una
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tigura 32:- Dependencia del pH de la reaccidn de adenilil ciclasa
de testiculo catalizada por una preparacidn de DEAE.
Las condiciones del ensayo fueron las indicadas en Mg
teriales y Métodos, excepto en la composicién de las
soluciones buffer. En el rango de pH entre 6,0 vy 7,4
se usd buffer Pipes -NaOH a una comcentracién de 50mM.
tn el rango de pH entre 7,8 vy 9,0 se us6 el buffer TRIS-
HLUl a la misma concentracidén. Los ensayos de ciclasa
fueron realizados en ausepcia (@ o ep presencia de L—T3
e concentraciones de 107 M (©) o 10°°M (@).
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inhibici6n reversible no competitiva y una inhibicién irreversible.
En ambos casos la presencia del inhibidor reduce la disponibilidad
de moléculas de enzima para interactuar con el sustrato; y generar
luego producto. 5i la unién de la hormona a un sitio receptor (for
me éste parte o no de la proteina enzimética) provoca la inhibi-

cién de la enzima, es esperable que le disociarse la hormona de su
sitio receptor, la enzima recupere su actividad original. bara com
probar ésto se incubd una preparacién con actividad de ciclasa (so

4

brenadante de 105.000 x g) con L-T, a una concentracién de 10 M

3
durante 30 minutos a 200C. Al culminar la incubacifn se midid 1la
actividad de ciclasa en una alicuocta y el resto se pasb6 por una co
lumna de Sephadex G 25. En la columna queda retenida la hormona no
unida y se excluye la mayor proporcién de las proteinas sembradas
incluyendo a 1la ciclasa y a la hormona unida a su sitio receptor.
Luego del pasaje por la columna se midib actividad de ciclasa en

el eluido de exclusién. Paralelamente se realiz6 un experimento con
trol en idénticas condiciones pero sin el agregado de L-T3. Los re
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 enzimética no sfilo se recuperd sino
gue sobrepasd a la actividad especifica del control no sometido a
la filtracidn. En el control filtrado también se detects un aumen-

to de la actividad especifica de la enzima respecto del control sin

filtrar. Este aumento de aproximadamente un 50 % de la actividad en
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zimatica recuperada del Sephadex puede ser explicado o por la eli
minacién de un inhibidor endégeno presente en el S 105, o por un
proceso de purificacién de la enzima durante el pasaje por el gel.
La eliminacidm de la hormona libre no explica per_se la reversifin
de la inhibicidn observada, ya que el complejo hormona-sitio re-
ceptor deberia mantener inhibida a la ciclasa. Sin embargo parece
razonable suponer que en el percolado de exclusibn de la columna

de Sephadex, el complejo L-T, sitio receptor se encuentre en con-

3
diciones de disociarse répidamente a causa de la dilucién, produ-

ciéndose la concomitante pérdida de la inhibicidn.

TABLA 11

Reversibilidad de la inhibicién de la adenilil ciclasa de tdbulos

seminiferos por L-T3. Las condiciones del experimentoc fueron des-

criptas en el texto.

ADENILIL  CICLASA
pmoles AMPc/min/mg prot.

PASAJE X -4
SEPHADEX G25 CONTROL + L-T3 10 M
- 10,7 1,9
+ 16,3 15,7

II. 3.4 Relacidn entre la actividad enzimdtica y la con-

centracién de hormona.
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Con el objeto de estudiar la respuesta de la ac
tividad de adenilil ciclasa scluble a un amplioc rango de concentra
ciones de L-T3, se realizaron experimentos con tres preparaciones
enzimaticas de distinto grado de purificacifn: "sobrenadante de
105.000 x g", "preparacidn de DEAE" y "preparacitn de hidroxilapa
tita". E£n los tres casos pudo observarse una inhibicién 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

concentracidn de 10-11 M; en el rango comprendido entre 10-10

1076 M de la hormona la inhibicién oscild entre un 15 y un 25 %

y finalmente se evidencid una fuerte inhibicidn de la enzima al in
crementar las concentraciones de 10_6 a ’IEl-L+ M. Es evidente que las
curvas de dosis-respuesta de la Figura 33 son de tipo bifasico, pre
sentando un escaso pero reproducible efecto inhibitorio (15 al 25%)
en la zona de concentraciones de triiodotironina cercanas a las fi
siolégicas. Por otro lado, la inhibicién se hace marcada sbélo a con
centraciones altas y no fisiologicas. Cabe sefialar aqui que la de-

nominacién "concentracién fisiolfgica" corresponde a los niveles de
L—T3 en el plasma de ratas eutiroideas y gue se encuentram en el

orden de 10_9 M (210).

La solucidn correspondiente a la mayor de las concentraciones de
L—T3 ensayadas (1D-hM) contenia HONa a una concentracidn de 1mM.
En experimentos control, no mostrados, se comprobd que tal molari-
dad de NaOH en la mezcla de incubacidén de la ciclasa no afecta por

si misma la actividad enzimética.
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Pigura 33:- Relacidn dosis-respuesta entre la actividac de adenilil
ciclasa de tdbulos seminiferos y la concentracitn de L-1.
en la mezcla de reaccién. Los experimentos fueron lleva
dos a cabo con las siguientes fuentes de enzima: 5§ 105,
preparaci 6n de DEAE y preparacidn de hidroxilapatita.
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II. 3.5 Influencia de compuestos estructuralmente relacio-

nados con la L—T3 sobre la actividad de la adeni-

1i1 ciclasa.

El estudio de la influencia de algunos analogos
de la triiodotironina sobre la actividad de la ciclasa permite por
un lado conocer cudles son los requerimientos estructurales minimos
de la molécula de L-T3 para que se produzca la inhibicién, y por
otro comparar la eficiencia inhibitoria sobre la ciclasa de cada
andlogo con su potencia bioldgica en los fenbmenos regulados por
hormonas tiroideas descriptos en la biblicgrafia. Sobre esta base
se realizaron los experimentos descriptos en este paréagrafo.
En primer lugar se ensayd el efecto del Nal y de la 3, 3',5 triiodo-
D-tironina (D T3). El INa no afectd la actividad de la adenilil ci
clasa cuando fue ensayado en un amplio ramgo de concentraciones
-9

- 1D-LM), mientras que la D-T3 mostr6 un efecto inhibitoria

de proporciones idénticas al encontrado con la L—T3, como puede

(10

verse en la Figura 34.

Estos resultados nos indican que el efectoc inhibitorio de 1la 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 isbmero Optico D—T3, no existiria especificidad
respecto de la configuracién de la cadena de alanina de la triiodo

tironina.

En segundo término se estudidé la respuesta de la actividad de la
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enzima a concentraciones crecientes de L-T, (tiroxina) y algunos
anadlogos de las hormonas tiroideas, todos de la forma L. De acuer
do con la evidencia ilustrada en la Figura 35 se pueden obtener
las siguientes conclusiones:

La L-tiroxina vy la isoprapil-L-T2 parecen tener la misma eficien-
cia inhibitoria que la L-triiodotironina, en el rango de concentra
ciones comprendido entre 1IZ]_8 y 10-6 M. 5in embargo, a concentra
ciones mas altas, la inhibicibn lograda por estos compuestos fue

menor que la alcanzada en presencia de L-T,. Por ejemplo, a una

3
concentracidn de 1U-Q M se obtuvo una inhibicibn del 40 % de la

actividad enzimAtica con la L-T,, y del 52 % con la isop-L-T,,mien

l
tras que la L-T3 produjo una disminucién del 80 % de la actividad

de la adenilil ciclasa.

El Acido triiodotiroacético (TRIAC) presentd poco poder inhibito-

8

rio a bajas concentracicnes (10 , 10-7M) comparado con la L-T

3"
No obstante, a molaridades mayores de 10-7, la capacidaed inhibito

ria del TRIAC resultf ser similar a la de la L-T3.

Las iodotirosinas, como el MIT y el DIT no produjeron inhibicién
significativa de la actividad de ciclasa en el rango de concentra-
ciones ensayadas. En la curva de dosis-respuesta del DIT, puede ob-
servarse un leve efecto inhibitorio a concentraciones muy altas del
compuesto.

Tomados en conjunto estos resultedos nos indicarian que, para que

se produzca la inhibicidn a altas concentraciones, parece ser nece
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y Métados.
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saria pero no suficiente la presencia de la estructura difenil eter

en el compuesto ensayado, ya que las iodotirosinas no son efectivas.
Por lo demés, la cadena alanina de la L-T3 no parece jugar un rol
importante en la inhibicibén puesto que el TRIAC, que es un acetato
substituido en & por el mismo grupo difenileter con que se encuen
tra substituida la alanina en la L-T3, posee el mismo poder inhi-
bitorio que la L—T3. Como se dijo anteriormente, le isopropil L—T2

produce un efecto similar al de la L-T, s6lo a bajas concentracin-

3
nes. Lute compuestn es el analogn mas 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 %
mas eficientes que las de la L-T3 (120). La causa de la alta eficien

cia in vivo radicaria en la presencia de un substituyente lipofili

co (CH3—6H-CH3) en la posicidn 3'.

II. 3.6 Factores gue modifican la actividad de adenilil

ciclasa y su respuesta in vitro a la L-T

3
L1 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 preincubd una preparacidn de DEAE con una variedad de

reactivos que son capaces de afectar la estructura enzimatica de
manera conocida. Los resultados se encuentran expuestos en la tabla
J2. Como puede observarse, sustancias como la urea o la guanidina

que desestabilizan uniones hidrdgeno, disminuyeron la respuesta
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TABLA 12

Efecto de la preincubacidn de una "preparacidn de DEAE" de adenilil

. . . ad
ciclasa con diferentes reactivos.—

ACTIVIDAD % INHIBICION

REACTIVO CONCENTRACION sin L-T, con LT, %
NADA 100,02 17,9 82,1
L& M 97“ 5’7 39”4
UREA 2 M 47,2 16,7 6L,6
1M 69,3 26,9 61,2

3 M 0 0
GUANIDINA - HC1 2 M 10,9 4,8 55,9
1M 37,7 10,4 22 4

-3

5,00 x 10°° M 0 0

1,50 x 10°° M Q,5 0
N-etilmaleimida 0,50 x 107° M 15,9 0,9 93,9
0,15 x 10°° M 53,5 8,70 83,7
0,05 x 107> M 83,3 16,60 80,0

Bromuro de 0,15 x 10_3 M c,8 0
clanogeno 0,05 x 10°° M 2.9 0,6 79,3

(continuacidn.........
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....... Tabla 12 continuacibn)
ACTIVIDAD % INHIBICION
REACTIVO CONCENTRACION sin L-T, con L-T, %
25,0 x 1072 M 111,2 24,9 77,6
10,0 x 107> M 116,2 19,7 83,0
Ditiotreito) 2.5 x 107° M 82,7 25,0 69,8
0,5 x 10°° M 104,5 20,5 80,4
NaCl 2,5M 68,0 7,0 89,7
5,00 x 10> M 126,0 33,9 73,1
0,50 x 107> M 117,2 28,8 76,2
Hidroxilamina _3
0,25 x 10 ° M 122,5 31,1 7,6
0,05 x 1073 M 116, 4 25,8 77,8
EGTA 4,50 x 10'3 M 103,0 19,9 80,7
TRITON X 100 0,2 % 98,5 95,5 3,0

8 - La enzima fue preincubada durante 10 minutos a 370C en presencia
de ias concentraciones indicadas de los reactivaos, e inmediatamen
te fue ensayada para actividad de cic}esa en ausencia o en presen
cia de L-T, a una concentracitn de 10 M. E1 tiempo de incubaciodn
fue de 5 minutos. La concentracién 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. -

L - €1 valor 100 de actividad porcentual corresponde a una actividad

rspecifica de 46 pmoles/minuto por mg de proteina.
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inhibitoria a la L—T3. Sin embargo este efecto ocurrib6 con una dis
minucidén concomitante y significativa de la actividad enzimatica,
por lo cual no se puede atribuir a dichos agentes un papel desen-
sibilizante selectivo hacia la inhibicidén hormonal.

La N-etilmaleimida, que actla blogueando grupos sulfhidrilo (-5H)
libres, no modificdéd la respuesta a la L—T3, aunque provocd una
inactivacifn de la enzima de una manera dependiente de la dosis.
Esto Gltimo estaria de acuerdo con los hallazgos realizados en otros
sistemas de adenilil ciclasas (ver Introduccién), sobre la presen-
cia en estas enzimas de grupos sulfhidrilo imprescindibles para gue
se manifieste su actividad catalitica.

Por otro lado, el bromuro de cianfgeno o la alta concentracidn sa-
lina también redujeron la actividad enzimatica sin afectar notable
mente la inhibicién por L—T3.
Tanto la hidroxilamina como el ditiotreitol aumentaron levemente

la actividad enzimdtica pero no alteraron la inhibicién por la hor
mona. E1 ditiotreitol actda como reductor de uniones disulfuro, ge
nerando grupos -SH, y su efecto estabilizante sobre la actividad

de la ciclasa soluble de testiculo puede correlacionarse con la inac
tivacidn observada después de la preincubacifén con N-etilmaleimida.
£l EGTA es un quelante especifico de iones Ca++. Ni la actividad

de adenilil ciclasa ni su respuesta a la L-triiodotironina sufrie
ron algln cambio apreciable a causa de la preincubacién con EGTA.

Recientemente se ha descripto que el Ca*™ activa a la ademilil ci-
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** (110).

clasa citosflica de testiculo de rata, en presencia de Mn
En vista de que 1la L-T3 tiene capacidad de quelar cationes diva-
lentes, podria pensarse gque el efecto inhibitorio sobre la cicla-
sa fuera producido por un secuestro del cat? endbgenc de la pre-
paracifn enzimatica por parte de la hormona. 5in embargo, la ausen
cia de diferencias en la inhibicidn obtenida tanto sin como con
EGTA descartaria la posibilidad mencionada.

Por Gltimo, la dnica sustancia ensayada que produjo una verdade-
ra anulacién de la inhibicién de la ciclasa por la L-T3 fue el
detergente no iémico Tritom X 100.

Como puede verse en la tabla 12, el detergente no sflo anuld casi
por completo el efecto inhibitorio, sino que ademés no modifico

la actividad basal de la enzima.

Si bien hasta el momento no se ha definido las caracteristicas es
tructurales de la interaccidn 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 caracteristi-

cas funcionales de dicha interaccidn:

1) - Las interacciones débiles, del tipo enlace de hidrégeno, fuer
zas de Van der Waals o uniones electrostaticas no parecen ju-

gar un rol preponderante ya que ni la urea, ni la guanidina-HCl o

la alta fuercsa iénica (NaCl 2,5M) lograron desensibilizar el efec

to hormonal.

2) - Ni la metionina (experimento realizado con bromurc de ciand-

geno), ni aminoadcidos con restos -SH o puentes disulfuro (ex



169

perimentos con N-etilmaleimida y ditiotreitol) estarian involucra
dos en el reconocimiento de la L-T3 por parte de un sitio receptor.
3):- E1 Ca’ ' no cumpliria ningln papel en la interaccifn menciona
da.
4):- La desensibilizacién producida por el detergente podria ser
un indicio de una interaccibn de tipo hidrofébico entre la
hormona tirocidea y su sitio receptor. E1 detergente actuaria se-
cuestrando la hormona, impidiendo por lo tanto que ésta interac-
tie con la enzima. En experimentos preliminares no mostrados aqui
se demostrd que otro detergente no ibnico, el BRIJ 58, tiene gran

[125

capacidad de unir I] L-T

3°

II. 4 Dismunucidn de los niveles intracelulares de AMP ciclico

en testiculo de rata por la L-T

3
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 AMP cicli

co en el tejido completo, se abordd el estudio de la influencia de

la L-T3 sobre la acumulacién de AMPciclico intracelular en testicu-

lo de rata.

[125

II. 4.1 Captacibn de I]L-triiodotironina por trozos

de testiculo de rata.

En primer lugar fue necesario demostrar, gue en

las condiciones elegidas para incubar los trozos de testiculos de
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capsulados el tejido era capaz de captar cantidades significativas
de hormona tiroidea. Para ello se incubaron los trozos de tejido

[125 -4

en presencia de IJL-T a dos concentraciones diferentes: 10 M

3
y 10_8M con actividades especificas de 10 y 100.000 cpm/pmol res-
pectivamente. Los resultados volcados en la Figura 36 indican gue
tanto a alte como a bajs actividad especifica existe una captacidn
considerable de la hormona marcada por parte del tejido. Dicha cap
tacién fue lineal hasta los 20 minutos de incubacién y se corres-
pondid con una disminucién de la marca en el medio de cultivo rema
nente. La desaparicidn 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 [125

I]L—T3 por la adicién de hormona fria
al medio de incubacifén, la captacidn de la hormona marcada por los
tdbulos sb6lo disminuyd en un 25 %; lo cual estaria indicando una
gran avidez del tejido por concentrar L-T3 en su interior. Esto se
veria apoyado por el hecho de que a los 60' de incubacibn, mas del
50 % de la radioactividad originalmente presente en el medio, per
manecid asociada al tejido. No obstante, este tipo de experimento
no nos permite asegurar que la captacidn se deba a una entrada de

la hormona tiroidea al interior de las células, ya que no se puede

descartar la ocupacion de compartimientos intercelulares por parte

de la misma.
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Figura 36:- Captacifn de 11251] L-T, por trozos de testiculo de rata.
Los testiculos de ratas”adultas fueron decapsulados y el
paniculo de tdbulos fue cortado en tres trozos con la
ayuda de un bisturi. Caeda trozo fue incubadosa 370C eR,e
un frasco conteniendo 1 ml de medio 199 y 10° cpm de [ “~I]
L—T3 en las siguientes radioactividades especificas:
1007000 cpm pmol (-e-e®-) y 10 cpm/pmol (-4-&-). En A =@
los tiempos indicados los trozos de testiculo fueron re-
tirados con una pinza y transferidos a tubos de centrifu
ga que contenian 2,5 ml de medio 199. Luego fueron cen-
trifugados en centrifuga clinica durante 1 minuto a 2000
rpm y se realizaron 3 lavados con porciones de 2,5 ml del
medio 199 fresco. Los tubos que contenian el tejido lava
do fueron sometidas directamente a le deteccidn de radip
actividad en un contador tipo¥ . En B a los tiempos indi
cados se detectd la radicactividad en una alicuota del
medio de incubacibn.
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II. 4.2 Influencia de 1la L-T3 sobre los niveles de AMP

ciclico de trozos de testiculo decapsulados. De-

pendencia del tiempo de incubacidn.

Cuando se incubaron trozos de testiculos decapsu
lados en medio 199 conteniendo un inhibidor de la actividad de fos
fodiesterasa de nuclebdtidos ciclicos y en ausencia de hormona tiroi
dea, se observd un incremento de los niveles de AMP ciclico con el
transcurso del tiempo (Figura 37). La concentracifn del nucledtido
aumentd de 7 a 9,2 pmoles por mg de proteina al cebo de 2 hs. de
incubacibn. La misma figura nos muestra que a bajas concentraciones
de L-T3 (1D_8M) se suprimidé la acumulacitn de AMP ciclico causada
por la metilxantina, observéndose ademas una leve disminucibn con
el tiempo del contenido del nuclebtido. A una concentracién de L-T3
dos 6rdenes mayor gque la anterior (10_6M) se encontro la misma res
puesta hasta los 60 minutos, pero una disminucidn un poco mayor a
las dos horas. Finalmente, una concentracidn de hormona muy alta
(10_hM) provocd una marcada caida del nivel de AMPciclico que fue

evidente ya a partir de los 30 minutos de incubacién.

II. 4.3 Variacidn de los niveles de AMP ciclico en funcidn

de la concentracidén de L—T3.

Se estudid la correlacidn entre los niveles intra
celulares de AMP ciclico y la concentracifn de L-T3, fijando el tiem

po de incubacidn en 2 hs. La Figura 38 presenta los resultados de
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Figura 37:- Variacién de los niveles endbgenos de AMP ciclico en
funcién del tiempo de incubacidn de trozos de testicu
lo decapsulados. Las incubaciones fueron realizadas
en medio 199 (Gibco) a pH 7,4 conteniendo 1-metil-3
isobutil xantina a una concentracion de 0,1 mM, en au
sencia (.280 en presggcia de L—T3 a lES concentracio-
nes de 10 M (A); 10 "M (A) o 10 M (©). A los

tiempos indicados las muestras fueron procesadas segin

lo descripto en Materiales y Métodos.
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Figura 38:- Relacidn dosis-respuesta entre los niveles intracelu-
lares de AMP ciclico en testiculos decapsulados y la

concentracitn de hormona tiroidea (L—T3) en el medio
de incubacibn.

Las condiciones experimentales fueron similares a las
descriptas en la Figura 37.
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dos experimentos representativos. En ambos casos se observa sensi
bilidad del sistema a una baja concentracion de L-T, (1078m) y una
disminucibn méxima que alcanza a un 50 % del contenido basal del
nucledtido cuando el tejido fue incubado con la mas alta concen-
tracidn de hormona.

£stos resultados confirman el papel inhibitorio de le L-triiodo
tironina sobre la produccién de AMP ciclico en el testiculo. Com-

parando los resultados de las Figuras 33 y 38 resulta evidente que

la L-T3 no presenta la misma eficiencia en inhibir la sintesis de
AMP ciclico en un extracto, que en provocar la caida de los nive-
les del nuclebtido en el tejido entero. Esta diferencia podria de
berse a que, en el (ltimo caso, se estuviera detectando un prome-
dio entre el AMP ciclico que se produce via ciclasa y el que se
degrada via fosfodiesterasa. Este razonamiento es valido si se su
pone que la fosfodiesterasa no se encuentra totalmente inhibida,
pese a la presencia de una alta concentracifén de MIX en el medio
de incubacibn y ademés que esta enzima pueda también ser regulada
(inhibida) por la L—T3 (ver Introduccién). Por otra parte puede pen
sarse que, pese a que se demostrd una raépida captacién de la hormg
na radioactiva por el tejido, la concentracidn de L—T3 alcanzada

a las 2 hs de incubacidn en el compartimento intracelular en que

Se encuentra la adenilil ciclasa fuera realmente menor que la que

se puso originalmente en el medio de incubacibn.
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II. 5 Asociacidn de la actividad de adenilil ciclasa e una ac-

tividad de unién (binding) de [1%°1] L-T,.

Las evidencias presentadas en la seccifn precedente indi
can gue la adenilil ciclasa citosdlica de tibulos seminiferos es
inhibida de manera especifica por la triiodotironina. En base a
esto, perecid importante estudiar:

1) - la existencia de una actividad ligadora de la hormona en las
preparaciones enziméatices, y
2) - la interaccidn existente entre la enzima y el sitio receptor

putativo.

Por otra parte el sistema descripto en esta tesis presenta caracte
risticas diferentes al resto de los sistemas de adilil ciclasas
sensibles a hormonas. Como se ha visto en la Introduccidn, en estos
G0ltimos, la ciclasa y el receptor hormonal son dos proteinas inte-
grales de membrana, capaces de ser separados por métodos cromatogqé
ficos a partir de extractos solubilizados con detergentes. En el
sistema aqui descripto, la ciclasa es una proteina citosblica y el
efecto hormonal se produce en fase soluble. Por lo tanto, existirian
dos posibilidades te6ricas, a saber:
1) - la hormona se liga directamente a la molécula enzimética pro-
vocando la inhibicidn de su actividad, o
2) - la hormona se une a un componente presente en la fraccidn ci-
tusblics de testiculo. E1 complejo de este componente(receptor)

con la hormona produciria el efecto inhibitorio scbre la ciclasa.
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A continuacitn se describen los experimentos reelizados para carac

[125

terizar la actividad de unidn de I] L-T, encontrada en las pre

3

paraciones enziméticas.

II. 5.1 Actividad de unibn de L—T3 en funcibn del tiempo

de incubacidn.

En la seccidn II. 2 de los resultados se indich

[125

la existencia de una actividad ligadora de I] L-T, en la frac

3
cién citosodlica (S5 105) obtenida luego de una centrifugacidn dife

rencial de un homogenato de testiculo. Diche actividad representa

un 44,7 % de la actividad ligadora de hormona en el tejido total vy
puede ser considerada como una unifn especifica ye que su valor es
disminuido hasta un 80 % cuando se agrega a la mezcla de incubacidn
hormona no marcada en una concentracifn tres firdenes superior a la
de la hormona radioactiva. En la Figura 39 se observa una curva de

asociacion de la [125

I] L—T3 a componentes macromoleculares presen
tes en un S 105 de testiculo en funcidén del tiempo. La actividad
de unidn resultd ser lineal hasta los 30 minutos de incubacifén, a
partir de los cuales la cantidad de hormona unida disminuyb para
estabhilizarse a los 60 minutos en un valor que resultd ser aproxi-
madamente un 50 % de la unidn méxima. Estos mismos resultados fue-
ron observados al estudiar la curva de tiempo de unifn a la misma

preparacifn realizada en condiciones del ensayo de adenilil cicla

sa, es decir, a 379C y reemplazando el buffer fosfato por la mez-
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Figura 39:- Unibdn especifica de [12511 L-T, a componentes macromo-
leculares de un S 105 de testigulo, en funcién del tiem
po de incubacidn.

Las incubacicnes se realizaron a 209C en las condicio-
nes descriptas en Materiales y Métodos.
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cla de reaccidn para el ensayo de le enzima. A partir de estos re
sultados se decidid llevar a cabo los ensayos de unidn a 200C du-
rante 20 minutos en buffer fosfato a pH 8 tal cusel fue descripto
en Materiales y Métodos.

II. 5.2 Reversibilidad de la unién de [12°1] LT,

Una de las caracteristicas fundamentales de la
asociacibn entre las hormonas y sus receptores especificos es que
la misma es reversible. Tal reversibilidad puede ser demostrada si
se aislan los complejos hormona-receptor y se los incuba en un me-
dio carente de exceso de hormona. En ese caso, al transcurrir el
tiempo de incubaci6n debe disminuir la centidad de hormone unida.
Un experimento de tales caracteristices se encuentres graficado en
la Figura 40. Se incubd durante 20' a 200C una mezcla conteniendo

buffer fosfato pH 8 50 mM, [12°

1] L-T,, 1.400.000 cpm en una concen
tracién de 35 ng/ml y un 5 105 de testiculo en una concentracifn
final de proteinas de 7,3 mg/ml (volumen totsl, 2ml). Al finslizar
la incubacién, la mezcla fue sembrada en une columna de Sephadex
G 25 (7 ml de volumen total, esrmada en una jeringa descartable de
10 ml de capacidad) y una vez pasada la muestra se recogib el"vo-
lumen muerto" por elucidn con & ml de buffer fosfato 50mM pH 8. E1
sembrado y la elucifn de la columna se realizaron menteniendo la
temperatura en 4PC. El1 eluido fue inmediatemente llevedo a 200C y

[125

se midié la presencia de I]L-T3 unida en alicuotas de 0,5 ml
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Figura LO:- Disociacibn esponténea de los complejos [12511 L-T,-
receptor en funcién del tiempo. La metodologia expBri
mental fue descripte en el texto. t=0 corresponde al
momento en que el eluido de la columna de Sephadex fue
llevado a 2009C.
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tomadas a distintos tiempos, segin el procedimiento descripto en
Materiales y Métodos.

La Figura 40 muestra gue aparentemente existirian dos velocidades
de disociacifn espontanea de los complejos hormona-receptor. Aprg
ximadamente el 50 % de 18112511 L—T3 se disocia de manera rapida
en los primeros 10 minutos transcurridos desde el aislamiento del
complejo. A partir de este tiempo, la disociacibén se hace més len
ta y a los 60 minutos, sflo se conserva un 30 % de la hormona uni
da. Este resultado confirma la naturaleza reversible de la inter-

accibn entre le triiodotironina y la molécula receptora.

II. 5.3 Asociacidon entre las actividades de adenilil ci-

clasa y de unién de [12511 L-T

3

Las actividades de uni6n del 2>

I]L—T3 y de ade-
nilil ciclasa coexisten en el sobrenadante de 105.000 x g de un
homogeneizado de testiculo. Con el fin de saber si estas dos ac-
tividades estan determinadas por el mismo o por componentes dife-
rentes del S 105, esta preparacidon fue sometida a diferentes pro-
cedimientos de purificacién. En primer lugar se hizo una cromato-

grafia en columna de DEAE celulosa en las mismas condiciones que

las de la Figura 19. La Figura 41 (A) muestra el perfil de elucifn

de dicha columna. La actividad enzimética eluyb en un Gnico pico

, I\ /]
a una concentracion de NaCl de 0,25 M. La actividad de binding para

la L-T3 se encontr6 en un pico en el percolado y en otro pico par-
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cialmente coincidente con el de la ectividad de ciclasa.

Las fracciones de la columna de DEAE fueron combinadas y esta pre
paracibn diluida con 1 volumen de Buffer A (con el objeto de dismi
nuir la fuerza ibénica) y sometida a cromatografia de adsorci6n en
columna de hidroxilapatita. Los perfiles de elucién obtenidos en
sucesives repeticiones de este procedimiento cromatografico mostra
ron algunas diferencias de resolucibn, debides principalmente a

la cantidad de protei{na sembrade en las columnas. Esta dificultad
hizo descartar este método como paso de purificacién de la enzima.
La Figura 41 (B) muestra el perfil de una columna de hidroxilapati
ta cargada con 87 mg totales de proteina de una preparacifn de DEAE
La adenilil ciclase eluyd en un (nico pico, a una concentraci6n de
sulfato de amonio de 0,36 M, mientras que la actividad de“binding”
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 la ade
nilil ciclasa.

Es importante puntualizar que es usual equilibrar y eluir las colum
nas de hidroxilapatita con soluciones del anién fosfato. £n la cro-
matografia presentada aqui, la elucién fue llevada a cabo por incre
mento de la concentracién de sulfato de amonio debido a que éste, a
diferencia del fosfato, no interfiere en el ensayo de actividad de
ciclasa,

La cromatografia de intercambio iénico (DEAE-celulosa) y la de ad-
sorcion (hidroxilapatita) son dos métodos de separacifin basados en

las diferencias electrostéticas entre las molécules proteicas. Es
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por eso que parecid importante utilizar otro procedimiento separa
tivo basado en las diferencias de forma y tamafio. En la fFigura 42

se observa un perfil de sedimentacifn de las actividades de adeni

125
(

1lil ciclasa y de binding'de I] L-T, en un gradiente de sacarg

3
sa del 5 al 20 % (p/v). La ciclasa sedimentd en un (nico pico si-
métrico coincidente con la actividad ligadora de L-T5. Esta Gltima
aparecif también en un pico con menor coeficiente de sedimentacitn.
]

N
También se observd una coincidencia total de los picos de binding

y actividad enzimitica cuando una alicuota de una preparacioén de

hidroxilapatita fue sometida a ultracentrifugacion en gradiente de

gsacarosa.

II. 5.4 Constantes de disociacifn y capacidad de unifn.

Para calcular las constantes de disociacibén del
complejo L-Tj-sitin receptor, se incubaron, en las condiciones ya
descriptas, cantidades crecientes de hormona no radioactiva con can
tidades constantes de hormona radioactiva y de una preparacibn en

zimética con actividad de unibn. (preparacifén de DEAE). Los datos

se graficaron de acuerdo al método de Scatchard (200) y se presen-
tan en la Figura 43. Puede observarse la existencia de dos componen
tes de unibn: uno de alta afinidad y baja capacidad, con una cons-
tante de disociacién de 6,5 x 1D_8M y una capacidad de unibn méxima
de 1ng de L—T3 por mg de proteina; y uno de baja afinidad y alta ca
pacidad con una constante de disociacifn de 3 x 10-6M y una capaci-

dad maxima de 24 ng de L—T3 por mg de proteina.
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cién de DEAE de testiculo de rata. El g

fico inserta-

% a una prepara-
a
do (arriba,a la derecha) muestra la extrapolacién de los

tadgs con L-T, no radioactiva a una concentracidn de
107 M. 3

datos correspondientes al componente de unibn de “baja

afinidad". Los valores han sido corregidos sustrayendo
la unién no especifica determinada en ensayos suplemen
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La existencia de dos afinidades diferentes entre la hormona y los
sitios receptores puede ser explicada de las siguientes maneras:
1) - Existirian dos poblaciones de moléculas receptoras con distin
tas afinidades por la hormona. La poblaci6n de menor afinidad
se encontraria en mayor concentracién que la de mayor afinidad.
2) - Existirian dos sitios en la misma molécula receptora, con dis
tintas afinidades por la hormona.
3) - Existiria un sflo tipo de sitios, pero habria interaccifn entre
los mismos por medio de un efecto cooperativo negativo. Este
efecto es cominmente visualizado como una disminucifn de la afini-
dad entre la hormona y el receptor a medida que aumenta la ocupacidn
de los sitios receptores. Esto es, la unifn de una molécula de hor-
mona disminuird la afinidad por una nueva molécula entrante. En la
discusifin posterior se evaluaran estas tres posibilidades.
Independientemente de la causa de la existencia de dos afinidades
por la hormona en las preparaciones ensayadas, se puede establecer
una correlacifn entre los dos componentes de“hindind'y la curva de
actividad de la adenilil ciclasa en funcifn de la concentraciftn de
L-T3 en el medio de incubacién (Figura 33).
El efecto inhibitorio (15 al 25%) a bajas concentraciones de hormo
na podria estar mediado por el componente de alta afinidad, mientras
gue la mayor inhibicibn observada a altas concentraciones de hormona

podria estar mediada por el componente de baja afinidad.
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II. 5.5 Rislamiento de complejos enziméticos conteniendo
[125

1] L-T, unida.

En el experimento de la Figura 42 se demostrb la
125
L

AN [ 4
asociacifin de las actividades de binding de I] L-T3 y de adeni
1il ciclasa determinando las mismas en cada una de las fracciones
obtenidas de una centrifugacifn en gradiente de sacarosa. Otro ti-

po de evidencia de la existencia de dicha asociacibfn puede ser ob-

tenida indirectamente por incubacifn de une preparacitn de DEAE con

la hormona radioactiva y posterior purificacién de los complejos
macromoleculares asociados con la L—T3 mediante dos etapas sucesi-

vas: centrifugacifn en gradientes de sacarosa y filtracién en gel,
usando columna de Sephadex G 25. La fFigura 44 presenta los results
dos de un experimento de tales caracteristicas. En ausencia de ex-
ceso de hormona no radioactiva, se encontré gue la [12511 L—T3 pre
senta asociacibn estable con dos picos macromoleculares con cons-
tantes de sedimentacifn de 1,7 S y 4,7 S. Este (ltimo se superpone
parcialmente al pico de actividad enzimética. La presencia de un
pico de unibén "liviano" no coincidente con la actividad de ciclasa
habia sido ya observado en el experimento de la Figura 42. Por otra
parte, la presencia de hormona "frfa" en alta concentracifn en la
mezcla de incubacidén previa a las dos purificaciones, elimin6 por

\» L]
completo los dos picos de binding, confirmando la especificidad de

la unibn detectada.
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Figura 4L:- Aislamiento de complejos de unién de la L-T,. Alicuotas

de una preparacion de DEAE (0,3 ml}zgueron incubadas a
370C por 30 minutos con 1ﬁPCi de [ ;gL—T a una cpn-
centracién final de hormora de 2 x 10 "M (2), o 10 M D).
Al final de la incubacifn, las muestras fueron centrifu
gadas en gradientes de sacarosa de manera similar a lo
descripto en la Figura 42. Después de la centrifugacitn
y el fraccionamiento, cada fracci6n (0,1 ml) fue purifi
cada por filtracién en columna de Sephadex G25 como se
describe en Materiales vy Métqggs, y en los elufdos se

I

determind radioactividad de ( @ ) vy actividad de
adenilil ciclasa (@).
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II. 5.6 Efecto de compuestos anfloqos a la L-T., sobre la

(1251] LT,

unidn de

Para poder correlacionar el efecto inhibitaric de
la L-T3 sobre la adenilil ciclasa y la capacidad de“binding”de la
L-T3 en las preparaciones enzim&ticas, resulta importante estudiar
la especificidad estructural de la unifn de la hormona al receptor.
El estudio fue abordado determinando la capacidad de un S 105 incu
bado con una cantidad constante de[ﬁ251] L—T3 y cantidades crecien
tes de L-T3 Y L-Th’ asi como otros anidlogos de estas hormonas. En
la tabla 13 se encuentran las 10‘5 para los distintos compuestos es
tudiados. La 10'5 se define como la concentracifn del compuesto que
inhibe en un 50% la capacidad deﬂbindind'de [jZBI]L—TS. Los resul-
tados de la tabla 13 muestran que si bien no existe una coincidencia

TABLA 13

Desplazamiento del“binding"de [1251] L-T, a una preparaci6n S 105

3

por el agregado de L-T3 no radioactiva, o distintos compuestos es-

tructuralmente relacionados con la hormona.

Concentracién de ligando no radio

COMPUESTO activo que provoca una disminucidn

del1§g % de la capacidad de” binding”
de [°°I] L-T,

L-T, L x 1078 M

-7

L'Th 1 x 10 M

TRIAC 2 x 1078 M

MIT 107" M

DIT 107" M
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numérica extrictamente de los valores de IU,S y la concentracifin
de compuesto que produce un 50 % de inhibicidn de la actividad
de adenilil ciclasa (Figura 35), se da cierto grado de correla-
cidn entre la capacidad inhibitoria de cada compuesto sobre la en-

zima y la correspondiente de desplazar a la L-T, de los sitios de

3
unién. Compuestos como el MIT y el DIT, gue précticamente no inhi
ben a la ciclasa, tampoco desplazan la [1251]L—T3 unida. La tiroxi

na,que tenia un efecto inhibitorio menos potente gue la triiodoti

ronina, tiene también un ID 5 Mmayor que el de la L-T3
1

gue sblo presentaba un efecto de inhibicifn a altas concentracio-

. E1 TRIAC,

nes, desplaza un 50 % del binding”a una concentracién del orden de

1076 w.

II. 6 Discusidn.

Los resultados descriptos en esta seccifn indican que la
adenilil ciclasa soluble de testiculo es inhibida por la triiodo-
tironina. Parte de estos resultados han sido publicados (230, 231,
232). La hormona se comporta como un inhibidor reversible no com-
petitivo de la actividad enzimatica y el efecto inhibitorio es apa
rentemente especifico ya gue no se observa en ciclasas de otros te
jidos. Respecto de este Gltimo hecho podria pensarse que la L-T3
es capaz de inhibir a las ciclasas dependientes de Mn++, ya gue el
efecto también fue observado en la adenilil ciclasa de espermatozoi

des (seccidn III) y en la ciclasa de Neurospora crassa (no mostra-
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do). Sin embargo en estos dos casos sflo se observd inhibicibn a
eltas concentraciones de la hormona (1D_hM). En el caso de la en-
zima de testiculo, la respuesta inhibitoria cubre un rango amplio

9 L

de concentraciones de L-T,, de 10 ~ a 10 M.

3
Si bien la mayor inhibicifn se encuentra a concentraciones de L-T3
por encima de 10-6M, el efecto observado a concentraciones cerca-
nas a las fisioldgicas (15-25%) es consistentemente reproducible.
Un hecho importante es gue la inhibicifn fue estudiada in vitro y
por lo tanto no es posible atribuir alguna significacifn fisiolégi
ca al efecto encontrado. No obstante los siguientes elementos pue-
den ser tomados en consideracién:
1) - Las concentraciones de L—T3 llamadas "fisiolbgicas" correspon
den a los niveles hormonales en plasma (tabla 5). Nada se sa-
be acerca de la real concentraci6n de L-T3 en el testiculo, y mucho

menos en las células de la linea germinal. Adem&s, no se puede des-

cartar gue exista una compartimentalizacibén de la hormona dentro de

la célula, de manera tal que, por ejemplo, en el compartimento ce-

lular en gue se encuentra la adenilil ciclasa, la L—T3 pueda alcan-
zar concentraciones muy superiores a las del plasma. Existen eviden
cias de que en ciertos 6rganos de ratas normales tales como pulmdn,
higado y rifibn las concentraciones de L-T3 son respectivamente 2, 6
y 10 veces mayores que las del plasma (224).

2) - Ademas del efecto inhibitorio in vitro, en experimentos reali-

zados sin destruccibén celular (Figuras 37 y 38) se demostré que
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la L—T3 es capaz de disminuir los niveles endfgenos de AMP ciclico
en testiculo. Llama la atencibén la gran capacidad de acumular [12511
L—T3 del medio de incubacifn que poseen los trozos de testiculo. Si
se observa la figura 36 A, se verd que la curva de captacifn reali-
zada a baja actividad especifica de hormona radiocactiva (10cpm/pmol)
llega a una "meseta" a los 60 minutos con una incorporacifn al te-
Jjido de unas 700.000 cpm def125f}L—T3. Este valor equivale a 70 nano
moles, o lo que es lo mismo, AS‘Fg. Teniendo en cuenta que cada tro
zo de testiculo incubado tenia un peso himedo de alrededor de 1g,

la concentracifin de hormona captada llegaria a 45 Ho/g de peso hame
do, valor gue resulta cuatro 6rdenes de magnitud mayor gue el encon
trado en higado de rata (0,005 Fg/g) (224).

El efecto inhibitorio sobre la ciclasa de testiculo es también espe
cifico en términos de la estructura hormonal. Respecto de esto se
comprobb que los compuestos més potentes desde el punto de vista far
macoldgico (L—T3, isopropil diiodotironina y tiroxina) presentaron
la eficiencia més alta en términos de su capacidad para inhibir la
actividad enzimética. En cambio estructuras poco activas farmacol6-
gicamente como la mono y di iodotirosina no produjeron mayor efecto
inhibitorio.

Una posibilidad que no se puede descartar es que las haormonas tiroi
deas presenten la propiedad de inhibir a ciertas enzimas que utili-
cen nuclebtidos de adenina como sustratos o como cofactores. Al res

pecto ya se ha mencionado en la Introduccifin el efecto inhibitorio
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in vitro descripto para algunas deshidrogenasas dependientes de NAD
(146,147) y para la fosfodiesterasa de AMP ciclico (160). De todos
modos este efecto no debe ser generalizado ya que en los experimen
tos aqui descriptos (tabla 9) se demuestra gue existen enzimas que
usan ATP como sustrato (v.g. adenilil ciclasas de rifibn, higado,
cerebro y corazén) que no son inhibidas por las hormonas tiroideas.
La inhibicibn de la ciclasa soluble de testiculo por las hormonas
tiroideas podria ser consecuencia de una interaccib6n directa entre
la hormona y la molécula enzimitica o alternativamente podria ser
el resultado de un fen6meno més complejo gque involucrara moléculas

[1 25

receptoras. Los experimentos de unién de I]L-T demostraron gque

3

en todos los pasos de purificacibdn ensayados existe superposicifin

entre la actividad enzimética y la actividad ligadora de hormona.

En los perfiles cromatogréficos y de sedimentacién mostrados en las
Figuras 41, 42 y L4 es posible observar por otro lado picos con ac
tividad de unién de L-T3 gue no poseen actividad de ciclasa, pero
en todos los casos la actividad de ciclasa esté acompafada por ac-
tividad ligadora de hormona. Esto (Oltimo, sumado al hecho de que
el efecto inhibitorio es observado en preparaciones enziméticas
obtenidas después de tres pasos de purificacién (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, est4 interactuando de

3

manera directa con la molécula de ciclasa, o bien con una molécula
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receptora fuertemente unida a la misma.

Resulta interesante comparar el efecto de la L-T3 sobre la ciciasa
soluble de testiculo con la inhibicidn in vitro de la ciclasa de
membranas de tiroides descripta por Friedman et al (154). Ambos

efectos ocurren a altas concentraciones de L-T aungue en el caso

3
de la ciclasa de tiroides la inhibicién sb6lo llega a un 50 % a con
centraciones de hormona del orden de 1D-A M. Por otro lado, mientras
la inhibicifn de la ciclasa de testiculo es de tipo no competitivo,
la observada en membranas de tiroides es de tipo competitivo. El
efecto sobre la ciclasa de tiroides no parece estar mediado por un
receptor de membrana ya que la inhibicibn se conserva ain después

de solubilizar la enzima con detergente.

Por {ltimo, es importante destacar gue de todas las hormonas cono-
cidas hasta el presente que modifican la actividad de la adenilil
ciclasas s6lo se demostr6 efecto inhibitorio para la insulina en

membranas de paniculo adiposo de epididimo de rata (27) y en membra

nas de Neurospora crassa (24). De tener alglin significade fisiolb-

gico el efecto descripto en esta tesis, la L—T3 se convertiria en

la segunda hormona conocida con capacidad de inhibir la sintesis de

AMP ciclico.
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I1I. COMPARACION ENTRE ALGUNAS PROPIEDADES DE LAS ADENILIL CICLASAS

SHOLUBLEY DE TUBULOY SEMINIFEROS Y DE MEMBRANA DE ESPERMATOZOI-

DES.

Como fue mencionado en el capitulc V de la Introduccién, los
espermatozoides presentan una actividad de adenilil ciclasa depen-
diente de Mn++, insensible a fluoruro y no estimulable por gonado-
trofinas. Esta ciclasa estd locelizada fundamentalmente en la frac
cién correspondiente a la membrana plasmética (112, 114, 115). Dado
gue las células de la linea germinal poseen una activided de adeni-
1il ciclasa soluble y gue representan los estadios precursores en
el proceso de formacifn de espermatozoides, parecid 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 epididimos de cinco ratas fueron cortadas en

trozos y sumergidas en 50 ml de una solucifin conteniendo buffer TRIS-
HCl1 10mM pH = 7,4, NaCl 140 mM, Mg SO

0,5mM, CaCl, 0,15 mM y albl

4 2

mina sérica bovina 0,1 % (p/v).

Los trozos fueron dejados a temperatura ambiente durante 15 minutos
(los espermatozoides se dispersan en el liguido por su propia movi-
lidad) y la suspensidn fue luego filtrada por "seda china". El1 fil-
trado fue centrifugado a 270 x g durante 5 minutos. E1 sobrenadan-

te se descart6 y el sedimento fue "lavado" tres veces con la solucifn
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mencionada mediante sucesivas resuspensiones y centrifugaciones.
El sedimento de la (ltima centrifugacién fue resuspendido en 10
volimenes de Buffer A y se homogeneizd en un desintegrador de te-
jidos. La observacidn microscopica de la preparacifn desintegrada
mostré colas sueltas, un 10 % de cabezas intactas y gran cantidad
de material granular amorfo. Este homogeneizado fue centrifugado

a 270 x g durante 10 minutos y el sobrenadante obtenido fue centri
fugado a 105.000 x g durante 90 minutos. E1 sedimento de esta Glti
ma centrifugacién fue utilizado como fuente de enzima y ser& deno-

minada P 105.

III. 1 Efecto de 1a L—T3 sobre la actividad de la adenilil ci-

clasa de espermatozoides.

En la seccibn II de los Resultados se ha descripto en

detalle el efecto inhibitorio que ejerce la L-T, sobre la actividad

3
de ciclasa soluble de testiculo.

Aln cuando esta inhibicién no tuviera implicancies fisiolb6gicas, los
resultados descriptos irdican que es especifica para la enzima de
testiculo y no se detecta en ciclasas de otros tejidos adultos de

la rata. Este hecho puede servir para caracterizar y distinguir a
la molécula de adenilil ciclasa soluble de testiculoc del resto de
los sistemas de ciclasas unidos a membranas de cflulas de mamiferos.
Si la adenilil ciclasa de espermatozoides estuviera genéticamente

relacionada con la enzima soluble de testiculo, la primera deberia

ser sensible a la inhibicién por L—T3 al igual que la segunda. Con



198

el objeto de explorar esta posibilidad, se estudi6 la actividad de
la adenilil ciclasa de espermatozoides en funcifn del tiempo, usan
do Mg++ o Mn++ como catidn divalente y la presencia o ausencia de
L-triiodotironina a una concentracién de 1D-hM. Los resultados se
encuentran en la Figura 45. La actividad enzim&tica en presencia
de Mg++ es sOlo un 2 % de la detectada en presencia de Mn++. Por
otra parte el fluoruro no ejerce ningin efecto sobre la actividad,
cualquiera sea el catifn divalente utilizado. E1 agregado de L-T3
a una alta concentracién (10_hM) produjo una inhibicién de la acti
vidad de ciclasa del orden de 85 %, tanto en ausencia como en pre-
sencia de F 10mM. Es interesante destacar que, sl igual que la en-
zima soluble de testiculo, la actividad de ciclasa de membranas de
espermatozoides es lineal hasta por lo menos 20 minutos de incuba-

ci6n a 379C. La inhibici6n por la L-T3 ocurre desde el comienzo de

la reacci6n, indicando nuevamente un tipo de interaccifn réapida entre

la enzima y la hormona. El1 porcentaje de inhibicibn de la enzima

de espermatozoides a una concentracibn de L-T, de 1D-AM es del mis

3
mo orden que el observado para la enzima soluble de testiculo a
la misma concentracién de hormonas. Sin embargo, a concentraciones

de L—T3 menores gue 10—6M précticamente no se observb efecto inhi-

bitorio sobre la enzima de espermatozoides (no mostrado). Este hecho

podria descartar una implicancia fisiolfgica de la hormonas tiroi-
deas sobre la ciclasa de esperma, pero nos permite establecer 1la

existencia de una similitud funcional entre esta Gltima y la ade-
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Figura 45:- Actividad de ciclasa de un P 105 de espermatozoides en
funci6n del tiempo de incubacion. -
(O), ensayo realizado en pre§gncia de Mn ; (4) ensayo
realizado en presencia de_ﬂn con el agregado de L-T
a una cuncentragién de 10 'M; (@) ensayo realizado en
presencia de Mg . Los simbolos llenos corresponden a
incubaciones suplementadas con F a una concentraci6n

de 10 mM.
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nilil ciclasa soluble de testiculo.

I11I. 2 Dependencia de la concentracién de sustrato.

La Figura 46 muestra un gréfico de inversas de las ve
locidades de reaccién en funcibn de las inversas de las concentra
ciones de ATP en la mezcla de incubacibén para las actividades de
adenilil ciclasa de un S 105 de testiculo y un P 105 de esperma-
tozoides. En presencia de una concentracién fija de Mn++, superior
a la que forma el complejo Mn ATPZ_, ambas enzimas presentan una
dependencia michaeliana de las velocidades iniciales respecto de
la concentracion total de ATP. Debido a que no se conoce con pre-
cisifn la concentracién molar de las enzimas en las preparaciones
ensayadas, las velocidades mé&ximas de ambas enzimas resultaron di
ferentes, pero la afinidad por el sustrato resultd ser idéntica
(ambas presentan una Km ATP = 1 mM.). E1 valor de las constante de
Michaelis determinado para estas dos enzimas es mayor que él descrip
to en la literatura para las adenilil ciclasas de membrana sensibles
a hormonas, el cual se encuentra en el orden de 0,01 mM (211). Esto
0ltimo, puede ser consideradoc como una caracteristica diferencial

del comportamiento de ambas enzimas, respecto de otras adenilil ci

clasas de mamiferos.

III. 3 Solubilizacién de la adenilil ciclasa de espermatozoides

por tratamiento con detergentes.

Segin se ha comentado previamente, la diferencia funda-
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ciclasa catalizada por un S 105 de testiculo (#) y por
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mental entre las adenilil ciclasas de células germinales y de esper
matozoides radica en su localizacidn intracelular. La primera se en
cuentra en el citosol, mientras que la segunda esté asociada a la
membrana plasmatica. Con el objeto de conocer el tipo de interaccién
existente entre la adenilil ciclasa de espermatozoides y la membra-
na, se incubaron (a 4OC durante 20 minutos) alicuotas de un P 105
con una solucién de buffer A conteniendo distintas concentraciones
de NaCl o los detergentes no idnicos BRIJ 58 y Triton X-100. Al fi
nalizar las incubaciones, las alicuotas fueron centrifugedas a
105.000 x g durante 60 minutos. Los sobrenedantes fueron separados
y los precipitados fueron resuspendidos en buffer A, midiéndose la

actividad de ciclasa en ambos. Los resultados se encuentran en la

tabla 14.

Como puede apreciarse, el tratamiento con buffer A libera al sobre
nadante un 13 % de la actividad total de ciclasa. E1 aumento de la
fuerza i6nica la soluci6n de lavado de las membranas del P_105 no
produce mayor solubilizacién de la enzima (10 al 14%). En cambio,
el tratamiento de las membranas con detergentes no ifnicos produce
una real solubilizacién de la enzima, del orden del 50% para el
BRIJ 58 y el TRITON X 100 & concentraciones finales del 1y 2 % (p/v)
respectivamente. Estos datos indicarian que la adenilil ciclasa de
espermatozoides no es una proteina de las llamadas periféricas o
"débilmente unidas" a la membrana, sino que presenta una unifn del
tipo de las proteinas intrinsecas o integrales de membrana, ya que

solamente es solubilizada con agentes disruptores de las interaccio



213

TABLA 14

Bolubilizacidn de la actividad de adenilil ciclasa de membranas de
espermatozoides. En la tabla figura la actividad de ciclasa en el
precipitado y en el sobrenadante de una centrifugacifén a 105.000 x g

de un P 105 tratado con NaCl, Brij 58 o Triton X 100. Otros detalles
se encuentran en el texto.

ACTIVIDAD DE ADENILIL CICLASA

TRATAMIENTO pmoles totales/ml % en el
precipitado sobrenadante sobrenadante

BUFFER A 6,95 1,04 13

+ NaCl 0,1 M 6,07 1,04 14
+ NaCl 0,2 M 5,94 0,78 11

+ NaCl 1,0 M 8,19 1,30 13

+ NaCl 1,5 M 8,12 0,91 10

+ BRIJ 58 0,1 % 5,84 1,45 20

+ BRIJ 58 1 % 3,88 L,11 51
+ Triton X100 2 % 3,57 3,93 52

nes hidrofébicas (detergentes).

III. 4 Ultracentrifugacién en gradientes de éacarosa.

Con el objeto de comparar los coeficientes de sedimen-
taci6n de las adenilil ciclasas de espermatozoides suluhilizédas con
Triton X 100 y citosblica 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 47, B y C). Como control,
se corrié un gradiente de la ciclasa soluble de testiculo sin deter
gente (Figura 47, A).

Aproximadamente un 40 % de la actividad de ciclasa de espermatozoi
des solubilizada con Triton sedimentd en un pico con un coeficien
te de sedimentacién de 4,3 S, valor idéntico al obtenido para la
enzima soluble de testiculo corrida en las mismas condiciones (Fi-
gura 47, B y C). E1 60 % restante de la actividad enzimatica sedi
menté en el fondo del gradiente. Si se comparan las figuras 47 Ay
B, sepuede pbservar que la presencia del detergente no i6nico no
alterd el coeficiente de sedimentacifin de la enzima soluble de tes
ticulo. Sin embargo, la presencia de Triton en el gradiente provo
cb la aparici6n de parte de la actividad de la enzima soluble sem
brada, en el fondo del gradiente (Figura 47,B). El1 hecho de que
tanto la ciclasa citosb6lica como la de membrana solubilizada hayan
presentado actividad en el fondo de los gradientes, cuando éstos
contenian Triton X 100 puede ser interpretado en términos de una
formacibn de egregados macromoleculares entre la enzima y el deter
gente. Se descartd la posibilidad de que la actividad encontrada
en el fondo del gradiente corresponda a una forma enzimiatica de
alto coeficiente de sedimentacibn ya que, de ser asi, dicha forma
deberia tener un coeficiente mayor de 11 S, lo cual significaria
un tamafio excesivamente grande, no descripto para ninguna adenilil
ciclasa de membranas (los SZD,N para las ciclasas de membranas so-

lubilizadas con detergentes oscilan entre 6,0 y 7,5 S). En base a
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las consideraciones anteriores, podemos concluir que las ciclasas
de espermatozoides y citosfilica de linea germinal presentan el mig
mo coeficiente de sedimentacién. Por otra parte, la ciclasa cito-
sblica de testiculo seria una molécula con poca capacidad de unir
detergente ya que su coeficiente de sedimentaci6tn no varia por la
presencia del mismo en el gradiente. Este hecho es interpretado cg
mo una escasa hidrofobicidad en la molécula y estd de acuerdo con
el volumen especifico parcial obtenido de 0,74 ml/g (ver seccifn

I.4.2) que es caracteristico de proteinas globuleres solubles,

I1I. 4 Discusibn.

Los experimentos descriptos en esta seccién proporcio
nan informacién adicional sobre las similitudes ya conocidas entre
las actividades de adenilil ciclasa soluble de testiculoc y de mem-
branas de espermatczoides. Las dos actividades son dependientes de
Mn*" e insensibles a fluoruro, nucle6tidos de guanosina y toxina
del cblera. En esta tesis, se ha demostrado que ambas enzimas son
sensibles a la inhibicifin por L-T, (Figura 45), que presentan la
misma km para el ATP (Figura 46) y que probablemente poseen el mis
mo tamafio (Figura 47). Ademés se pudo comprobar que la ciclasa de
espermatozoides es una proteina intrinseca de membranas ya que sdlo
es solubilizada por la accibn de detergentes.

En el trabajo de Braun y Dods de 1975 (4) se lanzdf por primera vez

la idea de que la cicleea de la linea germinal podie representar
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una forma precursora soluble de la ciclasa de membrana de esperma
tozoides. Las similitudes encontradas entre ambas enzimas podrian
reforzar esta hipftesis. Sobre todo teniendo en cuenta la similitud
en el tamafio de las dos ciclasas. Cabe destacar en este sentido que
la enzima de espermatozoides presenta un coeficiente de sedimenta-
ciébn de 4,3 S que, ademés de ser idéntico al de la ciclasa soluble
de testiculo, es sensiblemente menor que 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 més similitudes
con la ciclasa soluble de la linea germinal que con las ciclasas de
membrana de otros tejidos. E1 proceso de incorporacién de proteinas
a las membranas o el pasaje de proteinas a través de las mismas pa-
ra ubicarse en distintos compartimentos celulares recibe el nombre

de translocacidn. E1 mecanismo por el cual ocurre esta translocaci6n

ha sido objeto de numerosos estudios en los (ltimos afios (para una
revisién ver 225). Existen basicamente dos modelos de translocacifin:

co-traduccional y post-traduccional. En el primer caso la proteina

va penetrando en la membrana a medida que es sintetizada por el ri-
bosoma. Las proteinas que se sintetizan mediante este mecanismo ge-
neralmente presentan en su extremo N-terminel una secuencia de ami-
noacidos de composicidn predominantemente hidrofébica llamada pép-
tido sefial. De este manera, el péptido naciente es dirigido por di
cha secuencia hidroftbica hacia el interior de la membrana, de tal

modo que las proteinas que se translocan co-traduccionalmente son
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sintetizadas en polisomas unidos a membrana (226). En el segundo
casu, la proteina se sintetiza en forma completa antes de ser trans
locada. Esta sintesis ocurre en los ribosomas libres y determina

la existencia de una forma soluble transitoria de una proteina cuyo
destino final estd en la membrana o en algin compartimento u or-
ganela para llegar al cual debe atravesar una membrana (227). Esta
forma soluble transitoria tendria una secuencia hidrofébica, no ex-
puesta, ocluida en el interior de la molécula. Segin la hipftesis
del "gatillado" de Wickner (227), al tomar contacto con la membra
na (quizés con alguna molécula receptora especifica) la forma so-
luble sufriria un cambio conformacional que expondria la secuencia
hidrofébica permitiendo asi la translocacidn.

Si bien hasta el presente no existen datos experimentales al res-
pecto, se podria especular que la adenilil ciclasa de membranas de
espermatozoides fue translocada por un mecanismo de tipo post-tra-
duccional siendo su precursor soluble la ciclasa soluble de las cg

lulas de la linea germinal de testiculo.
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IV. PURIFICACION PARCIAL Y PROPIEDADES DE LA ADENILIL CICLASA SOLU-

BLE DE NEURDSPORA CRASSA.

Como ya fue comentado en la Introduccién (capitulo VII), Flawié
y Torres describieron en una serie de publicaciones, la existencia
de una actividad de adenilil ciclasa asociada a membranas de la mu-

tante "slime" de Neurospora crassa. Esta enzima es dependiente de

Mn++ e insensible al fluoruro, la toxina del cblera y los nucleéti
dos de guanosina. Tales propiedades fueron posteriormente demostra

das en ciclasas de eucariotes inferiores, a saber: Mucor Rouxii

(212), Blastocladiella emersoni (213), Saccharomyces cerevisiae (214)

y Trypanosoma cruzi (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 membranas plasméaticas con alto grado de pureza y buen ren
dimiento. La cepas miceliales de N.crassa también poseen una acti-
vidad de adenilil ciclasa. Sin embargo, las caracteristicas de esta
actividad enzimética no han sido estudiadas en detalle. Se conocen

fundamentalmente dos propiedades:

+

1) - la actividad enzimatica es estrictamente dependiente de Mn* Y

2) - esa actividad estéd ausente en las cepas de fenotipo "crisp"
portadoras de la mutacién cr-1 (ver Introduccién).

Experimentos preliminares mostraron que cierta proporcién de la ac-

tividad de ciclasa de un homogeneizado de la cepa salvaje de N.crassa

(StL.74) permanecia en el sobrenadante de una centrifugacién a
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10%.000 x g durante 60 minutos. Este hecho podria indicar la exis-
tencia de una forma soluble de adenilil ciclasa en el hongo. Esta

forma soluble tendria, por lo tanto,propiedades similares a las

de la adenilil ciclasas citosbflica de testiculo en cuanto a su lg

calizacifn y requerimientos de catidn divalente, y diferentes de
los conocidos pera los sistemas de ciclasas de membranas sensibles
a hormonas. Por lo tanto, se podria aceptar especulativamente que
los sistemas de adenilil ciclasas dependientes de Mn** son carac-
teristicos de los organismos eucariotes primitivos y de las célu-
las germinales del testiculc de mamifercs, y que un rasgo peculiar
de estos sistemas es la presencia de actividad catalitica en frac
ciones solubles. De ser cierta tal afirmacién, cobra importancia

el estudioc de los parémetros moleculares de la forma soluble de la
adenilil ciclasa de Neurospora y su comparacién con los encontrados

para la ciclasa citosflica de testiculo.

IV. 1 Identificecién de una forma soluble de la adenilil cicla-

sa en las cepas miceliales de N.crassa.

El primer enfogue experimental estuvo destinado a estable
cer fehacientemente la existencia de una forma socluble de ciclasa
en Neurospora. Para ello serealizf un fraccionamiento de un homoge-
neizado de micelio de la cepa StL 74, mediante centrifugacién dife-
rencial. Los micelios fueron homogeneizados segiin se describif en
Materiales y Métodos. E1 extracto fue centrifugado a 1.100 x g du-
rante 10 minutos y el sobrenadante obtenido fue sometido a centri-

fugacibn a 12.000 x g por 10 minutos. E1 sobrenadante de esta (lti-
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ma centrifugacifn fue centrifugadc a 105.000 x g por 120 minutos.

Los resultados de este experimento se encuentran en la tabla 15.

TABLA 15

Distribuci6n de la actividad de adenilil ciclaesa después de una cen
trifugacién diferencial de un micelio de la cepa StL-74. Los sedi-

mentos de cada centrifugacidn fueron homogeneizados en Buffer A.

ACTIVIDAD DE ADENILIL CICLASA

FRACCION VOLUMEN PROTEINA TOTAL ESPECIFICA
(ml) (mg) (pmoles/min) (pmoles/min/mg Prot)
Homogenato 35 507 1907 3,7
1.100xg(sedimento) 15 200 1140 5,7
12.000xg(sedimento) L 28 356 12,7
105.000xg(sedimento) 10 91 2060 22,7
105.000)(9 sobrena- 23 163 1403 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
fugacibn es mucho mayor 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 fraccién con mayor actividad (total y especifica) es el sge
dimento de 105.000 x g (microsomas y membranas plasmaticas).
Sin embargo encontramos una cantidad considerable de enzima en el
sedimento de 1.100 x g. Esta fraccifn corresponde a ndcleos, cé-
lulas no rotas y pared celular. La presencia de actividad en esta
fraccibn podria deberse a una ruptura incompleta del micelio, o a
la adhesifin a la pared celular de trozos de membrana plasmética.
3) - Un LO % de la actividad de ciclasa presente en el sobrenadan-
te de 12.000 x g, permanece en la fraccifn soluble después de
la centrifugacién a 105.000 x g por 60 minutos.
Por otro lado es importante destacar que al someter dicha fraccibn
soluble a una nueva centrifugacifn a 105.000 x g durante 180 minu-
tos, el 98 % de la actividad permanecid en el sobrenadante.
Con el fin de determinar si la existencia de una forma soluble de
adenilil ciclasa era una propiedad exclusiva de la cepa salvaje StL
74 de N.crassa o si era una caracteristica comin de las cepas mice-
liales, se realizaron centrifugaciones diferenciales de micelios de
las cepas salvajes FGSC 927, 2218, 1757 y 681. Los porcentajes de
la actividad enzimatica 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 fraccién soluble des

pués de una recentrifugacién 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 5 105
StL 74 32,0
FGSC 987 26,5
FGSC 2218 20,2
FGSC 1757 23,7
FGSC 691 24,8

La presencia de una forma soluble de adenilil ciclasa en Neurgspora
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 siquiente evidencia: la actividad de ciclesa de

la cepa FGSC 488 es despreciable tanto en las fracciones del sedi-

mento como del sobrenmadante de una centrifugacibén a 105.000 x g.
Cabe recordar que en esta cepa, portadora de la mutacién cr-1, vy
que presenta fenotipo crisp, los niveles miceliales de AMP ciclico
son diez veces mas bajos que los de las cepas que llevan el gen cr-1

salvaje. Al estar ambas actividades, soluble y sedimentable, afec-
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tadas por la presencia de una mutaci6n en un Gnico locus (cr-1) se
puede concluir que son dos formas de la misma molécula enzimética
con diferente localizacidn celular.

Otra posibilidad es que la forma soluble de adenilil ciclasa sea
consecuencia de un proceso de proteflisis a partir de la forma uni
da a membrana. Para analizar esta hip6tesis se realizf el siguien-
te experimento. Los micelios de dos cepas salvajes (StL 74 y FGSC
1757) fueron homogeneizados en buffer A conteniendo o no los inhi
bidores de proteasas PMSF (fenil metil sulfonil fluoruro) a una
concentracidn final de 5 mM o Trasilol 8 una concentracifn de 1.000
U/ml. En la tabla 17 (experimento 1) se expresaron los valores por-
centuales de actividades presentes en las fracciones P 105 y S 105
de la centrifugacién de un sobrenadante de 12.000 x g de cada homg
geneizado.

Puede apreciarse gue tanto el Trasilol como el PMSF, s las altas
concentraciones utilizadas, reducen a la mitad la actividad de ci-
clasa recuperable en el saobrenadante de 105.000 x g de la cepa StL
74. E1 efecto también se observa en la cepa FGSC 1757, pero el gra-
do de reduccién es menor. Estos resultados indicarisn gue la apari-
cibn de actividad de adenilil ciclasa en la fraccién soluble podria
ser debido, al menos en parte, a8 un proceso de proteflisis. Tal pro
te6lisis podria afectar directamente a la proteina enzimética o a
otra proteina de membrana a 1la cual estuviera unida la ciclasa.

Por otra parte existe la posibilidad de que la adenilil ciclasa de

Neurospora sea una proteina de las llamadas periféricaes de membrana.
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TABLA 17
Efecto de los inhibidores de proteasas sobre la distribucifn de la

actividad de adenilil ciclasa en micelios salvajes.

ACTIVIDAD DE ADENILIL CICLASA
A B C
EXP. CEPA  FRACCION SIN INHIBIDOR ] TRASILGL(1DDDU/m1; PMSF  (5mM) ]
TOTAL ESPECIFICA® TOTAL ESPECIFICA® TOTAL ESPECIFICA
(%) (%) (%)
StL 74 P 105 67,5 41,5 83,8 64,6 85,1 54,9
5105 32,5 8,5 16,2 4,1 14,9 4,7
1
FGSC 1757 P 105 76,1 43,7 81,1 50,8 85,3 L3,4
S 105 23,9 5,0 18,9 3,1 14,7 2,8
StL 74 P 105 16,1 20,2 28,1 38,0 29,4 L, 3
5 105 83,9 104,0 71,9 96,6 70,6 96,3
2
FGSC 1757 P 105 35,4 22,6 30,9 41,7 47,1 62,0
S 105 64,6 77,5 69,1 110,0 52,9 54,7
P 105 69,2 23,0
3 StL 74
s 105 30,8 21,0

(a) pmoles de AMP ciclico producido por minuto por mg de proteina.

Experimento 1:- Actividades enziméticas 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) fue
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ron resuspendidos en la misma solucién buffer usada en la homoge-
nelzacibn.

Experimento 2:- Alicuotas de los P 105 resuspendidos del experi-
mento 1 fueron ajustadas a una concentracidn final de NaCl de 0,5 M
y recentrifugadas a 105.000 x g durante 60 minutos. Los sobrenadan
tes fueron separados y los sedimentos fueron resuspendidos en bu-
ffer A conteniendo NaCl a una concentracidn de 0,5 M y el inhibidor
de proteasas correspondiente.

Experimento 3:- Una alicuota 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 concentracién de 0,5 M.

Esto es, que estuviera débilmente unida a la membrana y gque parte
de la actividad enzimética se liberara al sobrenadante durante los
procesos de homogeneizacidn y centrifugacién diferencial. De ser
asi, la actividad de ciclasa deberia ser extraila por tratamiento

de las fracciones sedimentables con soluciones salinas de alta fuer
za ibnica. E1 experimento 2 de la tabla 17 muestra que el tratamien
to de las fracciones sedimentadas y resuspendidas (P 105) del expe-
rimento 1 con una solucidn de buffer A conteniendo NaCl a una con-
centracitn de 0,5 M provoca una solubilizacifn del 84 % de la acti
vidad para la cepa StL 74 y de un 65 % para la cepa FGSC 1757 (exp.
2 columna A). Ademés se observa gque la presencia de los inhibidores
de proteasas no reduce mayormente la extracci6n por alta fuerza if
nica (exp. 2, columnas B y C).

Valga como ejemplo lo que ocurre con la cepa StL 74. Mientras, como
ya se mencionb, los inhibidores de proteasas reducian en un 50 % la

cantidad de enzima recuperable en el sobrenadante de un homogeneize
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do realizado a baja fuerza ifnica, los mismos inhibidores sflo re
ducen en un 15 % la cantidad de enzima extractable con soluciones
salinas de alta fuerza i6nica.

En base a los resultados de la tabla 17 se decidié realizar el si
guiente experimento: en lugar de solubilizar la actividad de cicla
sa por tratamiento de un P 105 con soluciones conteniendo NaCl 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 (PMSF o trasilol). Luego se practi
cb una centrifugacifn diferencial y se midi6 actividad de adenilil
ciclasa en las fracciones obtenidas. Los resultados pueden verse
en la tabla 18.

Los valores de la tabla 18 nos muestran que cuando las homogeneiza
ciones son realizadas en buffer de alta fuerza ibnica, un 50 % de
la actividad de ciclasa presente en un sobrenadante de 1000 x g es
recuperada en el sobrenadante de 105.000 x g. Adem3s, este porcen-
taje no es practicamente alterado por 1a edicién de inhibidores de
proteasas al buffer de homogeneizacién.

Hasta aqui podemos concluir que, independientemente de la existencia
de un proceso de proteflisis, la enzima en estudio no se comporta
como una proteina integral de membrana, sinoc més bien como una pro
teina débilmente unida a la fraccién sedimentable. Esta afirmacién

puede ser corroborada si se analizan los resultados del experimento

3 de la tabla 17.



218

TABLA 18
Distribucibén de la actividad de adenilil ciclesa en las fracciones
de una centrifugacibn diferencial® de homogeneizados de micelios de

Neurospora StL 74 realizados en buffer de alta fuerza ibnica, con o

sin el agregado de inhibidores de proteasas.

INHIBIDOR ACTIVIDAD DE ADENILIL CICLASA
pRU?EASAS FRACCIONES TOTAL %
(pmoles/min)
CRUDD 6953
P 10.000 609 a
NO
P 105.000 3225 L3
S 105.000 3675 49
CRUDO 10860
P 10.000 824 7
PMSF
(5mM) P 105.000 5552 47
S 105.000 5343 Le
CRUDO 10132
P 10.000 2500 21
TRASILOL
(100 U/ml) P 105.000 L4356 37
S 105.000 L4770 L2

a Tres parciones de 15 g (peso himedo) de micelio fueron homogenei-
zadas cada una en 20 ml de buffer A conteniendo NaCl 0,5 M, NaCl
0,5M+ PM5F 5 mM y NaCl 0,5 M + Trasilol 100 U/ml respectivamen-
te. Los homogeneizados fueron sometidos a una centrifugacién dife
rencial a 1000, 10.000 y 105.000 x g. El1 sobrenadante de 1000 x g
fue considerado fraccién "cruda". Los precipitados fueron resuspen

didos en las soluciones buffer de homogeneizacidn correspondientes.
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Ellos muestran que "lavando" con solucidn buffer conteniendo NaCl,
la fraccién correspondiente al P 105 del experimento 2, aln es pg
sible solubilizar un 30 % adicional de enzima. 5i se observan los
resultados de la columna A para la cepa StL 74 siguiendo consecutl
vamente los 3 experimentos se puede razonar que si se parten de un
100 por ciento de actividad enzimética presentes en un sobrenadan-
te de 12.000 x g y se hacen consecutivamente, una centrifugacidn a
105.000 x g y dos "lavados" de la fraccidn sedimenteble con aolugip
nes de NaCl, se llegaré a tener s6lo 7,5 por ciento de actividad

en la Gltima fraccibén sedimentable, habiendo pasado a la fracci6n

soluble el 92,5 por ciento restante.

IV. 2 Propiedades cinéticas de la forma soluble de la adenilil

ciclasa de N.crassa.

La actividad de la ciclasa soluble de N.crasss fue despre
ciable cuando los ensayaos fueron reelizados en presencia de Mg++ en
lugar de Mn**. Por otra parte, no hubo efecto de activacibén cuendo
las mezclas de reaccidn fueron suplementadas con fluoruro, GTP o
GMPP (NH)P. Tampoco se detectd activacifn al preincubar o ensayar
las preparaciones enzimaticas en presencia de toxina del cblera (pre
tratada o no con ditiotreitol) ya sea en presencia o ausencia de NAD.
La actividad enzimatica mostrdé su Gptimo en el rango de pH compren

dido entre 6,2 y 7,4 unidades (resultados no mostrados).
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IV. 3 Purificacidn parcial y propiedades fisicas.

Una manera de comprobar que la actividad de sdenilil ci-
clasa asociada a la fraccifn soluble corresponde a una enzima autéﬂ
ticamente soluble y que no se trata de una enzime unida a pequefias
vesiculas membranosas no sedimentables, consiste en someter la ac-
tividad enzimiatica mencionada a un proceso de purificacif6n median-
te métodos utilizados cominmente para proteinas solubles. De acuer
do con esto, la actividad de adenilil ciclasa de un S 105 de la ce
pa S5tL 74 fue sometida a una cromatografia de intercambio ibnico
en columna de DEAE-celulosa. La Figura 48 muestra el perfil de elu
cién de la columna. Se ve que la actividad de ciclasa eluye en un
Gnico pico bastente estrecho a uns concentracif6n de NaCl de aproxi
madamente 0,27 M. Las dos fracciones con mayor actividad enziméti-
ca fueron combinadas. La preparacifn resultante fue precipitada con
sulfato de amonio, dializade y filtrada & 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 0,5m y 1,5m).
Ademas de comprobar la autenticidad del carécter soluble de la enzi
ma, la filtracifn en gel tuvo por objetivo obtener el valor del ra-
dio de Stokes de la ciclasa. Es por eso que se incluyeron proteinas
mearcadoras en la preparacibén sembrada. E1 perfil de elucifn de esta
columna esta graficado en la Figura 49. La ciclasa eluye en un ani

co pico gue precede a la ﬁ)galactnsidasa, con una kE de 1,63. Este

1
valor corresponde a un radio de Stokes de 7,3 nm (Figura 49, inser-

ta).
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Figura 48:- Cromatografia en columna de DEAE celulosa de un § 105

de la cepa 5tL 74 de Neurospora crassa.

@®, actividad de adenilil ciclasa; Q ,proteina.

Las condiciones experimentales fueron descriptas en Ma
teriales y Métodos. -
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Figura 49:- Filtraci6n por columna de Bio Gel A 5m de una prepara-
ci6n de DEAE de Neurospaora (StL 74) precipitada con sul
fato de amonio y dializada.
®, actividad de adenilil ciclasa; O, proteina. Las
flechas indican la posicifn de elucifn de una suspensi6n
de bacterias (Bact) o de las proteinas marcadoras [3 ga-
lactosidasa (G); catelasa (C); lactato deshidrogenasa(L);
malato deshidrogenasa (M) y citocromo c (Cc). El1 gréafico
insertado muestra la relacidn entre los radios de Stokes
y los k_, para la actividad de ciclasa ( ) y para las
proteinas marcadoras ( ). La k_; estéd definida por el cg
ciente entre los volimenes de e}uciﬁn de la ciclasa o0 las

proteinas marcadoras y el volumen de elucifn de la sus-

pensifn de bacterias (volumen de exclusi6n de la columna).

Las condiciones experimentales fueron descriptas en Mate-
rialeae v Métndns.
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Después de los dos pasos anteriores la enzima se purificd unas 46
veces (ver tabla 19). El pasaje por DEAE-celulosa parece eliminar
un inhibidor existente en el sobrenadante de 105.000 x g, ya gue
el rendimiento de esa etapa es de un 223 % respecto del § 105. El
rendimiento del pico de actividad del Bio Gel A 5m es un 78% res-
pecto del S 105 y sblo un 35 % respecto del pico de actividad de
la DEAE celulosa.
TABLA 19

Purificacibn parcial de la adenilil ciclasa soluble de Neurospora

crassa, cepa StL 74.

ACTIVIDAD DE  ADENILIL  CICLASA

FRACCION PROTEINA TOTAL RENDIMIENTO ESPECIFICA PURIFICACION
(mg TOTALES) (pmoles/min) % (pmoles/min/ VECES
mg prot)
S 105 188,4 1860 100 9,87 1
DEAE-celulosa 20,0 L4160 223 208,00 21
Bio-Gel A 5m 3,2 1455 78 L51,86 L6

Con el objeto de conocer el coeficiente de sedimentecién y el volu-
men especifico parcisl de la enzima, se realizaron ultracentrifuga-
ciones en gradientes de sacarosa hechos en HZD 0 DZU' La Figura 50
muestrs el perfil de sedimentacifin de la actividad de ciclasa de una

preparacién de DEAE en ambos tipos de gradientes.
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Figura 50:- Centrifugaciones en gradientes de sacarosa de una pre-
paracién de DEAE de N.crassa, StL 74. Los gradientes
fueron hechos en agua o en Oxido de deuterio. Las fle-
chas indican la posicibén de las proteinas marcadoras:
citocromo c (Cc); malato deshidrogenasa (M) y lactato
de hidrogenasa (L). En el grafico insertado se encuen
tra 1la relacifn entre los coeficientes de sedimentacitn
(58) y la posicién en los gradientes de la ciclasa (O)

y las proteinas marcadoras (@). Las condiciones expe-
rimentales fueron descriptas en Meteriales y Métodos.
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Las constantes de sedimentacifn fueron las mismas en ambos gradien
tes, presentando un valor de 6,25 S5 (inserto de la Figura 50). Este
hecho indica que la ciclasa y las proteinas marcadoras tienen esen
cialmente el mismo volumen especifico parciel, 0,74 ml.g-1, que es
caracteristico 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 parémetros hidrodinémicos y molecula
res de la adenilil ciclasa soluble de Neurospora. Los valores de
estos pardmetrps 8on similares a los de las ciclasas de tejidos de

mamiferos solubilizadas con detergentes (ver Discusifn).

TABLA 20
Parametros hidrodin&micos y moleculares de la adenilil ciclasa so-

luble de Neurospora crassa.

PARAMETRO VALOR
SZU,U (S) 6,25
a (nm) 7,3
T (ml.g™ 0,74
PM 202.000
f/fo 1,65

pl 4,65
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Por otro lado se determinf el punto isoeléctrico de la enzima me-
diante un electroenfoque en capa delgada realizado entre pH 4,0 y
6,0. La preparacifin enzimatica sembrada fue un sobrenadante de
105.000 x g. La Figura 51 presenta el perfil de elucidn de dicho
electroenfoque. Se obtuvo un (nico pico de actividad enzimética a
pH = 4,65, que no coincide con la banda de tincibn mayoritaria con

azul de Coomassie.

IV. 4 Discusibn.

Las evidencias que proporcionan los experimentos descrip
tos en esta seccifin indican que es posible extraer una actividad de

adenilil ciclasa soluble del micelio de Neurospora crassa. No es

posible establecer si esta forme soluble existe in vivo, o si se
trata de una solubilizacidn parcial de la ciclasa unida a membra-
na durante el proceso de homogeneizacibn del micelio. E1 hecho de
gque la mutacibn cr-1 afecte tanto a la actividad de ciclasa soluble
como a la sedimentable permite concluir que esas dos actividades
representan formas de la misma enzima.

Los resultados de la tabla 17 indican que la adenilil ciclasa aso
ciada a membranas de las cepas miceliales se comporta como una pro
teina débilmente unida, ya que es posible solubilizarla con solucio
nes salinas. Esto la diferencia de las ciclasass de membrana de cé-
lulas de mamiferos gue sdlo son solubilizadas por la sccién de de-

tergentes. La existencia de formas de adenilil ciclasa solubles o
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La parte superior de la figura muestra el patron de ban
das obtenido en una tira de papel de filtro ubicade so-
bre la superficie del gel de Sephadex y luego tefiida pa
ra proteinas con azul de Coomassie. Las condiciones ex-
perimentales fueron descriptas en Materiales vy Métodos.
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débilmente unidas a membrana no ha sido estudiada detalladamente
en los eucariotes inferiores. Franco da Silveira et al no detec-
taron actividad enzimdtica en el sobrenadante de 105.000 x g de

Trypanosoma _cruzi (215). Lopes Gomes et _al (213) por otro lado mos

traron que si bien el 73 % de la actividad de ciclasa de Blastocla-

diella emersoni se encuentra en el sedimento de 105.000 x g, hay

un 18 % de actividad de ciclasa en el sobrenadante post microsomal.
La ciclasa sedimentable fue solubilizada con Triton X-100 al 1% pero

no se probd la accibén de soluciones salinas. En Saccharomyces cere-

visiae existe un 16 % de la actividad de ciclasa en el sobrenadante
de 105.000 x g. La actividad sedimentable fue solubilizada por Vari
mo y Londesborough (214) por medio de tratamiento con una mezcla de
Lubrol al 0,1 % y KCl & una concentracién de 0,3 M. Sin embargo los
mismos autores demostraron que es posible solubilizar un 40 % de la
actividad presente en el sedimento de 105.000 x g por tratamiento

con soluciones conteniendo KCl & una concentracifén de 0,3 M o saca-

rosa 1 M. Ademéds la adenilil ciclasa del protozoo Tetrahymens pyri-

formis también fyue solubilizada por extraccién con soluciones de
sacarosa (228). Estos datos estarian de acuerdo con la evidencia ob

tenidas en Neurospora crassa.

Es posible hacer algunas generalizaciones en cuanto a las caracteris
ticas y localizacibn intracelular de las adenilil ciclasas a lo lar

go de la escala evolutiva:

Segiin Ide (229) la adenilil ciclasa de bacterias puede ser clasifi-
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cadas tentativamente en dos grupos: uno dependiente de piruvato u
otros cetolcidos 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 estén asociadas a
la fraccibn soluble mientras que las que no son activadas por di-
cho compuesto se encuentran en la fraccibén particulada. Al primer

grupo pertenecen las bacterias Gram-positivas o Gram-variables como

Brevibacterium, Micrococcus y Arthrobacter mientras que en el segun
do grupo se encuentran tanto Gram negativas como positivas y los

ejemplos mAs estudiados son Escherichia coli, Nocardia, Alkaligenes,

Corynebacterium y Erwinia. En cuanto a los requerimientos de catién

i . . ++
divalente en ambos grupos las ciclasas pueden funcionar con Mg 0

Mn++, pero en E.coli y Brevibacterium liquefaciens el Mn'" es inhi-

bitorio a concentraciones mayores de 5mM en tento que en Nocardia

erythropolis el Mn'" es mucho mas efectivo gue el Mg++ en todo ran-

go de concentraciones.

En los eucariotes inferiores o Protistas (hongos, protozoos y algas)
se podria generalizar que las adenilil ciclaesas son estrictamente
dependientes de Mn++ y estén asociadas a las membranas paor interac-
ciones débiles caracteristicas de las proteinas periféricas.

No existen 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 mamiferos, como ya se ha discutido anteriormente las ciclasas
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son dependientes de Mg++, unides fuertemente a ls membrana plasmé
tica y regulsbles por hormonas, con la excepcibn de la ciclasa so
luble de células de la linea germinal de testiculo cuyas caracte-
risticas han sido discutidas extensivamente en esta tesis.

Resulta interesante puntualizar que la forma soluble de la acenilili

ciclasa de Neurospora crassa presenta los mismas parémetrcs hidro-

dinémicos y peso molecular (alrededor de 200.000) que las ciclaeas
unidas a membrana de mamiferos (ver tabla 8 bis).
Esto es, aln siendo soluble, 1a enzima de Neurospora es una molécu-
la mas asimétrica (f/fo = 1,65) y de mayor tamafio que la ciclasa so
luble de testiculo (f/fo = 1,4). Ademés ambas enzimas presentan pun
tos isoeléctricos diferentes: 5,30 para testiculo y 4,6 para Neuros-
ora.
De acuerdo con estos datos, la ciclasa soluble de Neurospora es el
primer caso descripto de un componente catalitico de adenilil cicla
sa de peso molecular grande,susceptible de ser purificado sin el uso
de detergentes. E1 tamafio, la forma y las propiedades cinéticas vy
funcionales de la ciclasa de Neurospora permitirian identificarla
con la subunidad catalitica C descripta por Gilman (68) en células
de mamiferos. Esto indicaria que la enzima responsable de la sinte-
sis de AMP ciclico en Neurospora es un tipo de "proto" ciclasa en
la cual esté ausente el componente regulatorio G/F. Hasta el presen
te, este tipo de ciclasa ha sido ademés descripto en mutantes de

lineas celulares como el linfoma S 49 (ver Introduccién, secci6n I1I1.7)
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donde la proteina G/F esté ausente.

La existencia de un organismo vivo (no una linea celular mutante)
como Neurospora, gque solamente posea el componente catalitico C

de la ciclasa permitiria concluir que & lo largo de la evolucifn
de los eucariotes aparecib primeramente la actividad catalitica
para la sintesis de AMP ciclico, siendo la actividad regulatoria
una adquisicidn més reciente. Resumiendo, los sistemas de adenilil
ciclasa dependientes de Mn'® en los organismos eucariotes inferip

res estarian representados por un tipo de protociclasa no sujeta

a8 los mecanismos de control conocidos que regulen a laos sistemas

de mamiferos donde la enzima seria una holociclasa.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

1 - Se purificd a homogeneidad la actividad de adenilil cicla-

sa soluble de testiculo de rata de acuerdo al siguiente pro-

cedimiento:

HOMOGENATO TOTAL
¥
SOBRENADANTE 105.000 x g|
¥
DEAE - CELULOSA
¥
SO,(NH,), 30-60 %
¥
BIO GEL A 0,5 m
¥
SO,(NHy), 60 %

¥
ENFOQUE ISOELECTRICO EN
PANGO ESTRECHO (pH 50 -56)




233

2 - La enzima pura presenta una (nica bande polipeptidica en elec
troforesis en geles de poliacrilamida con SDS, correspondien-
te a un peso molecular de 69.000. La purificacién 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 parédmetros hidrodinémicos y moleculares de
la enzima por medio de filtraciones en gel y ultracentrifuga-
ciones en gradientes de sacarosa hechos en HZU o DZD' Los re-
sultados indicaron que la enzima posee un coeficiente de sedi
mentacién de 4,3 S, un radio de Stokes de 3,95 nm, un volumen
especifico parcial de 0,74 ml/g y un peso molecular relativo
de 74.000. Este dltimo dato concuerda con el peso molecular de
la enzima pura en geles de poliacrilamida con SDS, lo cual in
dica gue la ciclasa soluble de testiculo es una proteina mong
mérica. Ademés se calculd el cociente friccional (f/fo) de la
enzima, cuyo valor de 1,4 indica que se trata de una proteina

ligeramente asimétrica.

4 - Se estudid el efecto de la triiodotironina sobre la actividad

de ciclasa de distintos tejidos, observéndose que la actividad

enzimatica asociada a la fraccidn soluble de testiculo es inhi-

bida selectivamente por la presencia de la hormona en la mez-

cla de incubacién. Lcs actividades de ciclasa de higado, rifén,
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cerebro y corazén no son afectadas por la preasencia de la L—T3.
El efecto inhibitorio es reversible y no requiere preincubacifn
de la enzima con la hormona.

La enzima presenta una curva V vs S de tipo michaeliano (hiper
b6lica) y la inhibicién causeda por la L-T3 es de tipo no com-
petitivo tanto con respecto al ATP como con respecto al Mt

El efecto inhibitorioc no es producido por la capacidad de la

L—T3 de quelar Mn++ u otros cationes divalentes.

5 - Se estudid la relacidn entre la actividad enzimética y la con-
centraci6n de hormona: entre 107 C y 107® M 1a inhibicién osci
la entre un 15 y un 25 % y a concentraciones mayores de 10-6 M
se observa una fuerte inhibicién llegéndose a un 90 % a una con
centracién de L-T3 de 1D-AM. Se investigd la influencia de com-
puestos andlogos a la L—T3 sobre la actividad de la enzima. En
tanto el Nal no afecta la actividad de la ciclasa, la D-T, pro

3

duce un efecto idéntico al de la L-T3.

La T, y la isopropil T2 presentan la misma eficiencia inhibito

I
ria que la L-T3 en rangos de concentraciones bajas, mientras
gue a concentraciones altas inhiben pero en menor medida. Las
iodotirosinas (MIT y DIT) no produjeron mayor efecto sobre la
ciclasa.

& - El efecto inhibitorio no fue abolido por el tratamiento con di

ferentes drogas (urea, guanidina, N-etil-maleimida, bromurc de
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cianbgeno, ditiotreitol, hidroxilamina, EGTA y NaCl) ensaya-
das a aistintas concentraciones.

El Triton X-100 no modificé la actividad basal de la ciclasa
soluble de testiculo, pero anulé por completo el efecto inhi
bitorio, posiblemente a causa de su capacidad de unir L—T3 por

medio de interacciones hidrofébicas.

Por otra parte se demostrd que la L-T, es capaz de inhibir la

acumulacifn de AMP ciclico intracelular cuando es afiadida al

medio de un cultivo de trozos de testiculo de rata decapsula-
dos. Esta inhibicién presenta una curva de dosis respuesta que
si bien no es idéntica se puede correlacionar con la curva de
actividad de adenilil ciclasa en funcibn de la concentracidn
de L—T3.

Se detect6 la existencia de una actividad ligadora (bindindﬁ

de [12511 L-T, en el S 105 de testiculo. La unifn de la horma

3

na a su presunto sitio receptor es especifica, saturable, re-

versible y temperatura y tiempo dependiente.

Al someter la preparacitn enzimitica de testicula s diversos
métodos de purificacién se encontrf que existe una asociacibn

fisica entre las actividades de ciclasa y de unifn ("binding")

de L1251J L-T3. Tal asociacién permitiria explicar el efecto
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inhibitorio que ejerce la L-T, sobre la enzima, efecto que se

3
observa en preparaciones enzimdticas de todos los grados de

purificacién alcanzados.

Se calcularon las constantes de disociacidn y capacidad de unidn
de [12511 L—T3 a una preparacifn enzimética parcialmente puri-
ficada.

Existen dos componentes de unién: uno de elta afinidad (kd = 6,5
x 1D—BM) y baja capacidad (1ng de L—T3/mg prot.) y otro de ba-:
ja afinidad (kj = 3 x 10_6M) y alta capacidad de unién (24 ng

de L—T3/mg prot.). La existencia de dos sitios con afinidades
diferentes por la hormona podria estar correlacionada con el ti
po de curva de dosis-respuesta bifésica de la inhibicifn de la

adenilil ciclasa por 1la 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, nucleﬁtl
dos de guanosina y gonadotrofinas.

Ademés, dicha actividad enzimitica es inhibida por la L-triiodo
tironina a altas concentraciones (1D_QM). Le enzima presenta un
km para el ATP de 1mM y al ser solubilizada por tratamiento de
las membranas con Triton X-100 presenta un coeficiente de sedi

mentacidn de 4,3 5. Todas estas caracteristicas son similares
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a las descriptas para la adenilil ciclesa asociada a la frac-
cidn soluble de testiculo de rata, y diferentes de las propie
dades conocidas para las adenilil ciclasas de membrana de otros

tejidos de mamiferos.

Se determind la existencia de una_forma "spluble" de adenilil

ciclasa en cepas miceliales del hongo Neurospora crassa. En

fraccionamientos subcelulares de homogeneizados realizados en
soluciones de baja fuerza ibénica, se obtiene de un 20 a un 30 %
de la actividad de ciclasa en el sobrenadante post-microsomal.
5i las homogeneizaciones se llevan a cabo en soluciones de alta
fuerza ibnica, un 50 % de la actividad enzimatica permanece en
el sobrenadante. Ademés, es posible extraer en forma soluble
hasta un 90 % de la actividad de ciclasa mediante lavados suce-

sivos del precipitado de 105.000 x g con soluciones salinas de

alta fuerza ibnica.

La adenilil ciclasa "soluble" de N.crassa presenta propiedades
similares a las ya descriptas para la enzima asociada a membra-
nas (dependencia de Mn++, insensibilidad a F , etc.). Esta ac-
tividad no es detectable en la cepa mutante cr-1 (carente de ac
tividad de adenilil ciclasa) lo cual podria indicar que las ci-
clasas de membranas y soluble del hongo representan dos formas

de la misma enzima con diferente localizacién.
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14 - La enzima fue parcialmente purificada (46 veces) a través de
cromatografia en columna de DEAE-celulose y Bio Gel A 5m. Se
calcularon los parémetros hidrodinédmicos y moleculares de la
enzima: coeficiente de sedimentacién, 6,25 S; radio de Stokes,
7,3 nm; volumen especifico parciel, 0,74 ml/g; pesc moleculsar,
202.000; cociente friccional, 1,65 y punto isoeléctrico, &4,65.
Estos datos indican que le ciclasa soluble de Neurospora posee
un tamafic similar al descripto para el componente catalitico
C de los sistemas de adenilil ciclasas regulables por hormonas

de tejidos de mamiferos.

W"‘m/ j
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