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3
INTRODUCCION
I- LA FOSFODIESTERASA DE NUCLEOQOTIDOS CICLICOS
La fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos (E.C.3.1.4.17) es la enzima

responsable de la hidrdlisis de los nucledtidos ciclicos 3',5'-monofosfato
en los correspondientes nucledtidos 5'-monofosfato:. Esta reaccidon consti-

tuye la primera etapa del catabolismo de los nucledtidos ciclicos prepon-

.derantes, AMP ciclico, GMP ciclico y de otros mas raros como el IMP cicli-

co o el CMP ciclico. Una actividad fosfodiesterdsica de nucledtidos cicli-
cos ha sido descripta en todos los tejidos u organismos estudiados.

En l1a fig I se ejemplifica la accion de la fosfodiesterasa sobre el
AMP ciclico.

El estudio de esta actividad enzimatica presenta, por diversas razones,
un interés particular. En principio, la actividad fosfodiesterdsica desem-
pefia un papel primordial en la regulacion de los niveles intracelulares de
los nucledtidos ciclicos. Diversos estudios tedricos han mostrado que la
fosfodiesterasa tiene una importancia similar a la de la adenilato ciclasa
(enzima sintetizante de AMP ciclico) en la determinacidn de los niveles de
AMP ciclico basales o estimulados por hormonas en los organismos sensibles
a estas Ultimas. Diversos autores (Erneux et al. 1980; Reynolds, 1982) de-
mostraron que los niveles intracelulares de AMP ciclico en el equilibrio,
después de una estimulacion hormonal de la ciclasa, dependen de las carac-
teristicas cinéticas de la fosfodiesterasa.

Una particularidad de la fosfodiesterasa, que justifica los numerosos
estudios que le han sido consaarados, es su gran complejidad en el aspecto

bioquimico. Comprende ruchas formas, de propiedades y distribucidon celular



NH; NH»
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Fig I. Hidrolisis del AMP ciclico por accidn de la fosfodiesterasa



notablemente diferentes. Ciertas formas revelan propiedades cinéticas no
clasicas, que evidencian fendomenos complejos de cooperatividad entre sitios
miltiples (Wells y Hardman, 1977; Beavo et al., 1982).

La fosfodiesterasa estda sometida a diversos mecanismos fisioldgicos de

2+ (com-

regulacion, los que modulan su actividad a través de los iones Ca
plejo Ca-calmodulina), hormonas, 11pidos y otros (Wells y Hardman, 1977;

Beavo et al., 1982; Thompson y Strada, 1978).



II- EL AMP ciclico

I1.1. E1 segundo mensajero

Dos nucledtidos muy importantes desempefian un papel clave en la accion
bioquimica de cierto nimero de hormonas: el AMP ciclico y el GMP ciclico.
E1 AMP ciclico se produce a partir de ATP por accion de una enzima general-
mente localizada en la membrana celular, la adenilato ciclasa, la cual en
organismos eucariontes superiores es regulada por hormonas aportadas por
el torrente sanguineo. Recibe el AP ciclico el nombre de "segundo mensa-
jero" porque transmite y amplifica en el interior de la célula las sefales
quimicas que aportan las hormonas, los primeros mensajeros.

En los vertebrados, la secrecion de adrenalina a la sangre provoca en
el organismo un aumento de la presion sanguinea, un incremento en el ritmo
cardiaco, la relajacion de algunos misculos lisos, la contraccién de otros,
esto es, respuestas fisioldgicas que lo preparan para "luchar o huir". Ocu-
rre simultaneamente un gran incremento en la velocidad de degrad;cién del
glucdgeno en los misculos produciendo lactato y en el higado, provocando
un aumento de la glucemia. A comienzos de la década del '50 E.W. Sutherland
estudio este Ultimo fenomeno in vitro; la adicion de adrenalina a cortes
de tejido hepdtico intacto conducia a la aparicion de glucosa en el medio
de suspension (Robinson et al, 1971). A partir de estos resultados, las ya
clasicas investigaciones ulteriores sirvieron para establecer las bases
bioquimicas de 1a accion de la adrenalina. En una primera etapa, la adre-
nalina actla sobre la membrana de la célula hepatica induciendo la forma-
cion enzimatica de un factor termoestable en una reaccidn que requiere ATP

y Mg; en una segunda etapa, el factor termoestable estimula la degradacion



enzimdtica del glucdgeno activando 1a fosforilasa (Rall et al, 1957). El
compuesto termoestable resulto ser el AMP ciclico. Posteriormente se deter-
mind la estructura de este compuesto (Cook et al, 1957), y se fueron des-
cubriendo numerosos efectos de este nucledtido ciclico sobre todos los ni-
veles de organizacion celular. Se le asignd el papel de "segundo mensajero"
(Robinson et al, 1971), que transferiria a la maquinaria celular la infor-
macion que aportan las hormonas a las células receptoras. La mayoria de

las hormonas peptidicas, las catecolaminas y las prostaglandinas producen
una modificacion en los niveles intracelulares de AMP ciclico en las célu-
las receptoras. E1 primer paso en este proceso consiste en la unidn de la
hormona a su receptor especifico de la superficie externa de 1a membrana
plasmatica. En respuesta a esta union se produce la activacion de la enzi-
ma adenilato ciclasa que cataliza la sintesis de AMP ciclico a partir de
ATP; de este modo aumentan los niveles intracelulares de AMP ciclico en
respuesta a la hormona especifica. El mecanismo bioquimico efector por el
que se expresa el mensaje hormonal es la activacion de las quinasas de pro-
teinas dependientes de AMP ciclico (Walsh et al, 1968; Langan, 1968; Miya-
moto et al, 1969; Kuo y Greengard, 1969; Corbin y Krebs, 1969), enzimas

que por la accion activadora del nucledtido ciclico son capaces de fosfo-

rilar diversos sustratos proteicos.

I1.2. Metabolismo del AMP ciclico, su sintesis y su accion

La sintesis del AMP ciclico, catalizada por la enzima adenilato cicla-

sa, transcurre segin la reaccion:

ATP —————~ AMP ciclico + PPi
2+
Me



2+ . . . 2+ . .
en eucariontes superiores o bien Mn~  en eucariontes in-

donde Me es Mg
feriores.

La adenilato ciclasa estd generalmente localizada en la membrana plas-
matica (Pohl et al, 1969). En los organismos superiores, la union de la
hormona a su receptor especifico de la superficie externa de la membrana
citoplasmatica, conduce a la activacion de la adenilato ciclasa; como con-
secuencia de ello, se produce un aumento de los niveles intracelulares de
AMP ciclico y la consiguiente activacion de la quinasa de proteina depen-
diente de AMP ciclico. De esta manera se produce la fosforilacion de algin
sustrato proteico el cual modifica su funcion y por lo tanto conduce a un
efecto fisiologico determinado. La reversion de dicho proceso fisioldgico

se da a través de la desfosforilacion posterior del sustrato proteico por

accion de las fosfatasas de fosfoproteinas (fig II).

I11.2.1. Adenilato ciclasa

Se sabe que la adenilato ciclasa sensible a hormonas estd compuesta
por al menos tres proteinas interactuantes (Ross y Gilman, 1980): una sub-
unidad catalitica (C) que no es regulable; una proteina que une nucledti-
dos de guanina (N); uno o mis receptores hormonales (R). Se propuso un mo-
delo de interaccion de los tres componentes del sistema (Limbird, 1981).
Al unirse el receptor a su antagonista se facilita la formacion de un com-
plejo R-N cuya conformacion conduce a la posterior estructuracién de un
complejo N-C; esto produce un incremento de la actividad catalitica. La
union de GTP a la subunidad N disocia al complejo R-N permitiendo la for-
macion del complejo N-C; esta formacion perdura hasta que el GTP se hi-
droliza a GDP disociando a N de C v cerrando entonces el ciclo de activa-

cion.



ATP ADP

Quinasa de
Proteina

Proteina Proteina-Fosfato

Fosfatasa de

Fostoproteina

Fig II1. Mecanismo de fosforilacion-desfosforilacion de proteinas
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En eucariontes inferiores, la adenilato ciclasa se comporta en general,
como la subunidad catalitica de los sistemas superiores. Sin embargo, se

ha encontrado activabilidad por hormonas de las enzimas de Neurospora cra-

ssa (Flawia y Torres, 1972; Flawia y Torres, 1973) y de Phycomyces blakes-

leeanus(Cohen et al, 1980), como asi también activacion por nucledtidos de
guanosina de las enzimas de N. crassa (Rosenberg y Pall, 1983), de Saccha-

romyces cerevisiae (Casperson et al, 1983) y de P. blakesleeanus (Cohen et

al, 1980).

En Mucor rouxii la adenilato ciclasa se halla en la fraccion proteica

de restos de pared con membrana asociada que sedimenta a bajas revolucio-
nes. La enzima puede solubilizarse con CI1K 0,5 M, tiene un requerimiento
absoluto de iones Mn2+ no reemplazables por Mg2+ y es insensible a los mo-
duladores que actian sobre las enzimas de eucariontes superiores, GTP,

fluoruro u hormonas (Cantore y Passeron, 1982).

11.2.2. Quinasas de proteinas

Las quinasas de proteinas catalizan la siguiente reaccion:

Proteina + NTP Proteina-fosfato + NDP

0 Mn
donde NTP es generalmente ATP y raramente GTP (Rodnight y Lavin, 1964;
Traugh et al, 1973). La fosforilacion ocurre principalmente sobre el grupo
hidroxilo de una serina de la proteina sustrato, aunque en menor grado
puede ser sobre el de una treonina; se han descripto algunas quinasas es-
pecificas que pueden transferir el fosfato a histidina, lisina o tirosina

(Smith et al, 1974; Hunter y Sefton, 1980).
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Existen diversos agentes moduladores que interactian directamente y
regulan la actividad de las quinasas de proteinas. Entre ellos, el AMP ci-
clico, cuyo mecanismo de activacién fue exhaustivamente estudiado (Bros-
trom et al, 1970; Gill y Garren, 1970; Tao et al, 1970; Kumon et al, 1970).

Las quinasas de proteinas dependientes de AMP ciclico estdn formadas
por dos tipos de subunidades: Cataliticas (C) y Regulatorias (R), y son

activadas por el nucledtido ciclico de la siguiente manera:

R,C, + 4 AMP ciclico ——— R2.(AMP cich’co)*+ 2 C

Holoenzima Subunidad
catalitica
inactiva activa

(Carlson et al, 1979; Beavo et al, 1975)

Las numerosas quinasas de proteinas dependientes de AMP ciclico que
han sido caracterizadas, independientemente de su origen, muestran gran
similitud en cuanto a propiedades tales como afinidad por el AMP ciclico y
especificidad de sustrato (Kuo et al, 1970; Yamamura et al, 1972). Se han
realizado e;tudios que demuestran la actividad de la enzima de un tejido
sobre.sustratos de otros, asi como aquellos en que se han reconstituido
quinasas de proteinas dependientes de AMP ciclico utilizando subunidades
cataliticas y regulatorias de distinto origen (Huttunen el al, 1970; Corbin
et al, 1970; Yamamura et al, 1972). La mayoria de las quinasas de protei-
nas estudiadas tienen un peso molecular de alrededor de 140-190 K (Miyamoto
et al, 1971; Corbin et al, 1972; Gill y Garren, 1971; Reimann et al, 1971).
Los pesos moleculares de 1a subunidad catalitica, una proteina tipicamente

basica, y del dimero de subunidad regulatoria, subunidades estas que son
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acidas y cuyo caracter confieren a la holoenzima, son de 40 K y de 110 K
respectivamente (Lincoln y Corbin, 1978).

En eucariontes inferiores el nimero de estudios sobre las quinasas de
proteinas dependientes de AMP ciclico es comparativamente mucho menor. Se

han caracterizado estas enzimas en Saccharomyces cerevisiae (Takai et al,

1974). En Coprinus macrorhizus se encontrd que la actividad quindsica au-

menta durante la formacion de los basidiocarpos (Uno e Ishikawa, 1974).

En Dictyostelium discoideum se encontraron varias formas de esta enzima

(Sampson, 1977). En Neurospora crassa se encontraron formas mdltiples de

quinasas de proteinas, de las cuales una de ellas es dependiente de AMP

ciclico (Powers y Pall, 1980; Judewicz et al, 1981). En Ustilago maydis

se ha descripto una forma de quinasa de proteina dependiente de AMP cicl-
co con caracteristicas que combina alqunas de las descriptas para euca-
riontes superiores (Kerner y Passeron, 1984).

En Mucor rouxii se ha demostrado la existencia de una quinasa de pro

teina dependiente de AMP ciclico en extractos solubles de ambas morfolo-
gias del hongo (Moreno et al, 1977). Sus parametros fisicos, estructura-
les y su mecanismo de activacion han sido exhaustivamente estudiados

(Moreno y Passeron, 1980; Pastori et al, 1981; Moreno et al, 1983).

11.2.3. Fosfatasas de fosfoproteinas

Las reacciones de fosforilacion de proteinas deben ser reversibles
para que cumplan un papel regulatorio en los eventos metabdlicos. La des-
fosforilacion de las proteinas fosforiladas se realiza por la accion de
fosfatasas de fosfoproteinas, completando de esta manera el mecanismo de

requlacion por fosforilacion.
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En Mucor rouxii se ha descripto la existencia de al menos dos formas

de fosfatasas de fosfoproteinas en la fraccion soluble de 1a forma fila-
mentosa del hongo (Seigelchifer y Passeron, 1984), Estas dos formas difie-
ren en sus requerimientos de cation divalente y en su peso molecular: La
Forma I dependiente de Mn2+; peso molecular, 40 K, La Forma II activa en
ausencia de cation, peso molecular 30 K. Estas formas de bajo pe%o molecu-
lar serian semejantes a la subunidad catalitica aislada de tejidos supe-
riores, la cual se halla asociada a profeinas reguladoras las que le con-
fieren un peso molecular mayor (Lee et al, 1973; Killilea et al, 1976; Li

et al, 1978).
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ITI- LA DEGRADACION DEL AMP ciclico

Las fosfodiesterasas de nucledtidos ciclicos

Diferentes formas enzimaticas contribuyen a la actividad de fosfodies-
terasa de nucleétidos ciclicos (PDE). Existe actualmente interés y contro-
versias con respecto al nimero, regulacion y funcion de las miltiples for-
mas. Es el esfuerzo presente de los investigadores de este campo el inten-
tar determinar si estas formas enzimaticas miltiples son productos de di-
ferentes genes o bien, productos de] mismo gen modificados por un procesa-
miento diferencial,

A partir de los estudios inicialmente citados en que la reaccion de la
fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos fuera originalmente estudiada
(Butcher y Sutherland, 1962; ver paragrafo I1.1) se hizo posible la sepa-
racion de miltiples formas de la actividad (Beavo et al, 1970; Thompson y
Appleman, 1971; Russel et al, 1973). Algunas de estas formas difieren en
su especificidad de sustrato, distribucion y propiedades cinéticas. Los
primeros intentos de identificacion y caracterizacion de las enzimas indi-
viduales se basaron en la posicion de elucion en cromatografias en DEAE-
celulosa. Sin embargo, este criterio no resultod tomplefamente satisfacto-
rio, abordandose el de las diferencias funcionales, describiendo las acti-
vidades primeramente como fosfodiesterasas de AMP ciclico o de GMP cicli-
co. Tampoco este sistema resultd satisfactorio a partir de la demostracion
de que una misma enzima era capaz de hidrolizar ambos nucledtidos ciclicos
con relativamente alta eficiencia (Beavo et al, 1970; Ho et al, 1977). Mas
recientemente, varias de las diversas fosfodiesterasas de nucledtidos ci-

clicos han sido purificadas a homogeneidad aparente, lo que permitid el
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el inicio de las caracterizaciones (Miki et al, 1975; Ho et al, 1977; Mar-
tins et al, 1982; Thompson et al, 1979).

Es probable que a través de los caminos de estudio actualmente elegi-
dos, se puedan entender mas profundamente las bases moleculares de las di-

ferencias responsables de las maltiples formas.

II1.1. Formas miltiples en los tejidos de los organismos superiores

En 1a mayoria de los tejidos estudiados las diversas técnicas separa-
tivas revelan la existencia de varias formas de PDE. Su nimero es variable
segin el tejido y comprende desde una forma, como por ejemplo en el dtero
(Gardner et al, 1978), hasta seis diferentes en el cerebelo (Pledger et al
1974). Por otra parte, para un mismo organismo, el método y las condicio-
nes de fraccionamiento empleados influyen notablemente sobre el nimero de
formas puestas en evidencia. Asi, por ejemplo, se muestra que a partir de
rifion de rata se pueden obtener desde una_hasta tres formas fosfodiesteri-
sicas, de propiedades variables. segun la técnica resolutiva utilizada
(isnelectroenfoque, cromatografia de intercambio idnico, filtracidn mole-
cular en gel, centrifugacion eﬁ gradiente de densidad), segin la presencia
o no de agentes que afectan grupos ti6licos o que influyen sobre el carac-
ter hidrofobico del medio, segin el pH del medio, etc. (Van Inwegen et al,
1976).

Es probable que en ciertos casos, algunas formas detectadas represen-
ten artificios de la técnica; asi, la protedlisis limitada puede hacer apa-
recer formas suplementarias (Epstein et al, 1978; Tucker et al, 1981; Sa-

kai et al, 1978). La agregacion de proteinas enzimaticas podria también
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dar origen a algunas de las distintas fracciones descriptas en ciertos sis-
temas (Naridrasorasak et al, 1982; Pichard y Cheung, 1976), asi como tam-
bién alteraciones en el contenido lipidico unido a la molécula enzimdtica
(Minneman, 1976), fendmenos de fosforilacién y desfosforilacion de la en-
zima (Weber y Appleman, 1982), etc.

Sea como fuere, se sabe actualmente que muchos tejidos contienen va-
rias formas distintas de fosfodiesterasas de nucleotidos ciclicos no in-
terconvertibles, particuladas o citosdlicas. Las miltiples formas también
se expresan durante los ciclos de crecimiento. Asi, en cultivos primarios
de hepatocitos de rata adulta se aprecian carbios que dependen del estado
de crecimiento celular (Lad et al, 1984), los cuales estdn relacionados
con los niveles de actividad de la adenilato ciclasa. En estudios realiza-
dos en embridon de pollo, se han encontrado diferentes actividades fosfo-
diesterasicas durante los diferentes estadios embrionarios e incluso en las
distintas capas germinales durante la etapa de gastrulacion (Neuman, 1963).
Recientemente se han realizado estudios que sugieren que varias formas
miltiples de PDE son entidades moleculares distintas (Takemoto et al, 1982).
La comparacion de los mapas peptidicos tripticos de diversas fosfodieste-
rasas (fosfodiesterasa de cerebro sensible a calmodulina, PDE de higado
sensible a insulina, PDE de retina) establecen una muy escasa correlacion

entre las formas enzimaticas estudiadas.

111.2. E1 problema de la nomenclatura

E1 hecho de que varias enzimas distintas puedan catalizar la hidroli-
sis de nucledtidos ciclicos, ha causado un nroblema considerable en la no-

menclatura. Dado que no han sido descriptas propiedades Gnicas e inambiguas
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para la mayoria de las distintas formas enzimaticas, resulta muy dificil
asignarles nombres descriptivos. Se ha recomendado el uso de los términos
fosfodiesterasa de nucledtido ciclico para las enzimas que catalizan la
hidr6lisis de AMP ciclico y de GIP ciclico, en tanto que fosfodiesterasa
de GMP ciclico o fosfodiesterasa de AMP ciclico para las enzimas con poca
capacidad de hidrolizar cualquier otro nucleotido ciclico. A medida que‘se
vaya ganando informacion acerca de cada uno de estos tipos, seguramente se

realizaran ulteriores subclasificaciones.

II1.3. La determinacion de las distintas formas enzimaticas

Los estudios que relacionan las propiedades cinéticas, fisicas y regu-
latorias, han permitido obtener considerables progresos en cuanto a la de-

terminacion de una cierta actividad fosfodiesterasica.

I11.3.1. La especificidad de sustrato

Se han encontrado grandes diferencias en la especificidad de sustrato
entre muchas PDE parcialmente purificadas. En algunos casos la especifici-
dad para cierto nu¢ledtido ciclico es casi absoluta, reflejandose ésta en
los valores de Vm y de afinidad. En otros casos existen grandes diferencias
solamente en los valores de las Km aparentes para el AMP ciclico y el GMP
ciclico. Asi, los ensayos de actividad a concentraciones de sustrato satu-
rante y subsaturante pueden ser diagnésticos. Sin embarqo, si no existiese
una completa separacion de las formas enzimaticas, las diferencias solamen-
te en la especificidad de sustrato no son definitorias. Por ejemplo, ex-

tractos de pulmdon humano cromatografiados a través de una columna DEAE-ce-
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lulosa evidencian una sola forma principal de PDE cuando se hace el estu-
dio con GMP ciclico 100 #M. Sin embargo, con AMP ciclico 1 HM como sustra-
to, se determinan picos adicionales de actividad. Del mismo modo, han sido
descriptos otros estudios similares (Russel et al, 1973; Appleman y Tera-

saki, 1975).

I11.3.2. La accidon de los efectores endogenos

A los éfectos de determinar y cuantificar una determinada forma enzi-
matica, ha resultado muy Gtil la medida de la actividad en presencia y au-
sencia de efectores conocidos, por ejemplo en el caso de la PDE que es ac-
tivada varias veces por cal;io y calmodulina. Por lo tanto, cualquier frac-
cion activada por estos factores o inhibida por EGTA es considerada porta-
dora de esta forma enzimatica (ver por ejemplo Ho et al, 1977). Desafortu-
nadamente, la falta de respuesta a un efector en una fraccion enzinatica
no significa necesariamente la ausencia de la forma fosfodiesterasica. Mu-
chas de las fosfodiesterasas nativas son altamente sensibles a protedlisis
y a menudo los productos proteoliticos iniciales son completamente activos
pero no ya sensibles a efectorés. Esto ya ha sido demostrado para la fos-
fodiesterasa estimulable por calmodulina (Tucker et al, 1981), para la
fosfodiesterasa de retina activada por luz (Miki et al, 1975) y para las
enzimas especificas de AMP ciclico de las membranas plasmaticas de muchas
células (Epstein et al, 1978; Loten et al, 1980). Todas estas formas pue-
den también ser activadas por protedlisis limitada, convirtiéndolas en in-
sensibles a la accion del efector (complejo Ca-calmodulina, rodopsina ac-

tivada por la luz, activacion en respuesta a la insulina). La fosfodieste-
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rasa de AMP ciclico estimulable por GMP ciclico puede a veces identificar-
se por la accion del GMP ciclico sobre la hidrolisis del AMP ciclico. Pero
la presencia de alta actividad de otras fosfodiesterasas en el sistema
puede eclipsar el efecto estimulante onor el crecimiento de la actividad
basal hidrolitica de AMP ciclico, 1o que indica una vez mas que los resul-
tados negativos no son suficientes para excluir la presencia de una deter-
minada forma enzimatica.

También ta respuesta de una actividad enzimatica hacia otros efectores
conocidos puede resultar una herramienta Util en la determinacion de la
forma enzimatica presente. Por ejemplo, solamente la forma estimulable por
calmodulina puede ser activada por imidazol o bien el caso de ciertas for-
mas fosfodiesterasicas que presentan una reactividad diferencial a varios
inhibidores competitivos (Weiss et al, 1974; Amer y Kriegbaum, 1975; Wells

et al, 1975).

111.3.3. Las propiedades fisicas

Resultan muy Utiles como examen diagnostico en preparaciones crudas,
las meédiciones de ciertos parametros fisicos tales como el tamafio y la
forma molecular o bien el orden de elucidon en cromatografia de intercam-

bio idnico.

I11.3.4. E1 examen inmnunologico

La identificacion de fosfodiesterasas especificas en preparaciones
crudas encuentra en el andlisis inmunologico el mas sensible y quizds el

mas exacto de los métodos (Tucker et al, 1981; Hansen y Beavo, 1982; Sa-
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rada et al, 1932). Las nuevas tecnologias para producir grandes cantidades
de anticuerpos monoclonales especificos de sitio parecen ser particular-
mente promisorias para los propdsitos de identificacion de las diversas

formas.

I11.4. Las propiedades de las distintas formas enzimaticas

II1.4.1. La forma activable por calcio-calmodulina

La forma de PDE mas intensamente estudiada, 1a primeramente descripta
(Butcher y Sutherland, 1962) es la generalmente 1lamada “"forma de alta km",
fosfodiesterasa de nucledotido ciclico activada por calcio-calmodulina
(Cheung, 1970; Kakiuchi y Yamazaki, 1970). Ha sido purificada por diversos
grupos de trabajo a partir de cerebro (Klee et al, 1979; Morril et al,
1979; Sharma et al, 1980; Tucker et al, 1981; Kincaid et al, 1981) y de
corazon bovino (Ho et al, 1977; La Porte et al, 1979). Esta forma enzimd-
tica es citosdlica y presenta la particularidad de ser activable por la
proteina termoestable, fijadora de calcio, la calmodulina (Cheung et al,
1978). Por otra parte, esta propiedad ha sido muy utilizada como herra-
mienta en la purificacion de l1a enzima, haciendo uso de la cromatografia
de afinidad en una columna de calmodulina inmovilizada.

Hasta el momento se han encontrado por 1o menos tres formas distintas
de la fosfodiesterasa activable por Ca2+-calmodulina. la proveniente de
cerebro, la de corazon y la de baja Km. Estas pueden diferenciarse por sus

pesos moleculares y su especificidad de sustrato.

Las enzimas provenientes de corazon y de cerebro pueden ser reversible-
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mente activadas por lo menos diez veces por el complejo Ca2+-ca1modulina.
La protedlisis limitada es capaz de convertirlas en una forma totalmente
activada, independiente de la presencia de Ca2+-calmodulina (Tucker et al,
1981). Ambas enzimas son precipitables por anticuerpos contra la enzima de
corazon (Hansen y Beavo, 1982). Sin embargo la enzima de cerebro parece
tener una movilidad algo menor en electroforesis en gel de poliacrilamida
con SDS que la forma de corazdn. A través de esta técnica se han determi-
nado pesos moleculares de 61 K para la forma de cerebro y de 59 K para a-
quella de corazon.

Existen controversias en cuanto a la estructura polimérica de las en-
zimas. Los diferentes autores que han obtenido preparaciones mas proximas
a la homogeneidad aparente, han propuesto una estructura homodimérica
(Morril et al, 1979; Sharma et al, 1980; Ho et al, 1977; La Porte et al,
1979). E1 peso molecular de esta forma dimérica seria de 120 K y uniria
dos moléculas de calmodulina por cada dimero de fosfodiesterasa obtenien-
do una activacién mixima. También se han nropuesto estructuras homotetra-
mérica: (Tucker et al, 1981), heterotrimérica (Klee et al, 1979) 0 mono-
mérica en equilibrio con una forma agregada (Kincaid et al, 1981). Re-
cientemente, estudios realizados mediante la preparacion de anticuerpos
monoclonales (Sharma et al, 1984) revelaron la existencia de dos formas
monoméricas diferentes de la fosfodiesterasa de cerebro activable por
calmodulina, las cuales se combinarian para dar tres formas diméricas di-
ferentes.

En los tejidos, la cantidad de calmodulina se halla en exceso respec-
to de la fosfodiesterasa y quizas también en exceso sobre todas las pro-

teinas que 1igan calmodulina, de modo que el factor limitante sea proba-
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blemente el nivel de Ca2+ 1ibre (Sharma et al, 1980). La mayoria de los
datos cinéticos indican que debe existir energia acoplante entre el sitio
activo y el sitio de union de la calmodulina dado que el sustrato causa
un incremento aparente en la afinidad de la enzima por la calmodulina
(Keller et al, 1982).

Recientemente se ha demostrado que la enzima de cerebro es sustrato
de la quinasa de protefna dependiente de AMP ciclico (Sharma et al, 1Y80).
La enzima incorpora dos moléculas de fosfato por molécula de holoenzima a
una velocidad comparable a la de la mezcla de histonas. Sin embargo, no
se ha encontrado que esta fosforilacion provoque cambios en la actividad
de la enzima ni se ha encontrado que ocurra en la célula intacta.

Tanto el AMP ciclico como el GMP ciclico son relativamente buenos
sustratos para esta enzima, con valores de Km de alrededor de 10u M para
el GMP ciclico y de 200, M para el AMP ciclico, siendo la Vm mayor para
este Gltimo sustrato.

Aunque la actividad de las enzimas activadas por calmodulina es inhi-
bida por los derivados de la fenotiazina (lLevin y Weiss, 1977), estos a-
gentes no parecen ser inhibidores mas especificos que 1o que o es el
EGTA.

Recientemente han aparecido varios estudios sobre una actividad de
PDE especifica y de alta afinidad para el AMP ciclico que es estimulable
por Ca2+-calmodu1ina (Smoake et al, 1981; Purvis et al, 1981; Andrenyak y
Epstein, 1982). Esta actividad enzimatica ha sido descripta durante el de-
sarrollo de corazdn de pollo, y también en membranas de higado. La suscep-

tibilidad a calmodulina se pierde con el almacenado y s6lo es evidente a
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bajas concentraciones de AMP ciclico. Anticuerpos monoclonales contra las
fosfodiesterasas estimulables por calmodulina de cerebro o de corazon no
reaccionan contra esta enzima. Es probable que esta forma sea responsable
de al menos parte de la actividad de fosfodiesterasa especifica de AMP
ciclico, de baja Km, observada en cromatografia en DEAE-celulosa de mu-
chos extractos tisulares, Hasta el momento no se conoce el mecanismo mo-
lecular de la accion activadora de la calmodulina sobre esta forma enzi-
matica.

Los resultados obtenidos del estudio de la forma fosfodiesterasica
activable por calmodulina difieren de un equipo de investigacion a otro;
asi se han observado estimulaciones que van de cinco a sesenta veces con
respecto del nivel basal. La variacion de los resultados segin la forma
de preparacion de la enzima pura, parece responder a dos fendmenos: 1-

La presencia eventual o no de proteasas endogenas, muy dificiles de eli-
minar totalmente, que aumentando el nivel basal de la-enzima, disminuyen
su activabilidad por calmodulina. 2- La posibilidad de interconversion
monomero-dimero, regida por las condicione§ y duracion del almacenaje,
que conllevan a una modificacion de la sensibilidad de la enzima a la
calmodulina. La fijacion de calmodulina induce en la fosfodiesterasa un
cambio conformacional que al igual que la protedlisis limitada, descubre

los sitios cataliticos de la enzima.

I11.4.2. Fosfodiesterasas que unen GMP ciclico

Se han descripto hasta ahora tres tipos distintos de fosfodiesterasa

que unen GMP ciclico con alta afinidad y tienen diferentes propiedades
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cinéticas, regulatorias y fisicas. La distribucion tisular de las mismas
varia y algunas de ellas son relativamente egpecificas de ciertos tipos
de tejidos. Todas estas formas contienen un sitio de union de GMP ciclico
aparentemente distinto del sitio del sustrato. Los tres tipos descriptos

son:

a) Fosfodiesterasa de GMP ciclico, activada por luz, de bastoncillos de

retina
Uno de los mas interesantes mecanismos para el control de la activi-

dad de fosfodiesterasa de nucledtido ciclico esta siendo estudiado en re-
Tacion a la enzima principal encontrada en los segmentos exteriores de
los bastoncillos de la retina (Stryer et a1, 1981; Pober y Bitensky,
1979). E1 grado de blanqueo de la rodopsina controla la actividad de es-
ta enzima. Los detalles del mecanismo a través del cual la rodopsina ac-
tivada por luz causa un incremento en la actividad de PDE permanecen ain
poco comprendidos. Sin embargo, pareceria probable que el mecanismo mole-
cular fuera andlogo al propuesto para la activacion hormonal de adenilato
ciclasa. En resumen, ha sido demostrado que el GTP y una proteina de la
membrana periférica que une GTP, la transducina, son necesarios para la
actividad de la enzima nativa (Stryer et al, 1981). Asi se produce un
flujo de informacion que va desde la rodopsina fotoexcitable, pasa por el
complejo que forman la transducina y el GTP, y termina en la forma acti-
vada de la PDE. La trahsducina, ademas de ligar GTP, esta formada por
tres tipos de cadenas polipeptidicas: subunidad Ta de 39 K, subunidad 18
de 36 K y subunidad Ty de 10 K. En presencia de GDP, estas tres cadenas
estan asociadas, en cambio, cuando esta unido GTP, la subunidad Ta se di-

socia de las otras dos (Fung et al, 1981; Stryer, 1983). La subunidad Ty
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posee una actividad GTPasica activada por luz (Shinozawa et al, 1980). La
rodopsina, facilita la formacion del complejo transducina-GTP, el cual
activa la fosfodiesterasa (fig III). La activacion puede ser revertida

por la conversion de GTP a GDP en un paso que requiere de la subunidad Tr
de la transducina (Pober y Bitensky, 1979). Ademids el estado de activacion
de 1a rodopsina puede ser modificado por una fosforilacion independiente
de nucledtidos ciclicos catalizada por una quinasa de opsina (Kuhn et al,
1973).

La actividad de la fosfodiesterasa de los segmentos externos de las
células en bastoncillos de retina de anfibio y bovina, ha sido purificada
a homogeneidad (Miki et al, 1975; Baehr et al, 1979). Por estudios elec-
troforeticos, las enzimas purificadas se revelaron como un doblete de 108
Ky 110 K para la enzima de rana y de 84 K y 88 K para la bovina. Una
propiedad caracteristica de estas fosfodiesterasas es su baja actividad
catalitica en la oscuridad. Se encontrd una estimulacion de la actividad
basal de hasta. veinte veces por digestion controlada con tripsina (Miki
et al, 1975), To que sugiere que la enzima esta sujeta a un represor in-
hibitorio, de cuya existencia ha habido informes (Hurley et al, 1981).
Recientemente se encontrd una tercera subunidad que completa el doblete,
con un peso molecular de 20 K (Pober y Bitensky, 1979) para la de anfibio
y de peso molecular 11 K para la bovina (Baehr et al, 1979). Esta pequedna
subunidad inhibe la actividad de fosfodiesterasa confiriendo a la enzima
susceptibilidad regulatoria; es sensible a la tripsinizacion y su degra-
dacion proteolitica puede ser responsable de la activacidon por tripsina
de estas enzimas (Stryer et al, 1981).

La PDE de los segmentos externos de los bastoncillos de la retina une
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Fig III. Mecanismo de activacion de la fosfodiesterasa de bastoncillos de

retina (tomado de STRYER, 1983)

R*: Rodopsina fotoexcitada; cataliza el intercambio GDP-GTP. Se
forman alrededor de 500 T.GTP por molecula de rodopsina exci-
tada.

T: Transducina

PDEi: fosfodiesterasa inactiva

PDE*: fosfodiesterasa activada
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GMP ciclico en un sitio cinéticamente similar a aquellos en que lo hacen
las enzimas de corazdn y de pulmon (como se comentard luego). Presenta
curvas de asociacion bifdasicas con valores de Kd aparentes de 0,16 uM y
de 0,83 uM. Parece ser que el sitio de union del GHP ciclico es distinto
del sitio catalitico (Yamazaki et al, 1980). La subunidad inhibitoria de
la PDE puede también modular la union de GMP ciclico (Yamazaki et al,
1982). La funcion de la unidon del nucleétido ciclico a la enzima ain no
ha sido dilucidada.

La enzima hidroliza GMP ciclico con una Km de 150 uM después de acti

vacién por tripsina (Baehr et al, 1979), pero hidroliza AMP ciclico con
mucha menos eficiencia.

b) Fosfodiesterasa de nucledtido ciclico estimulada por GMP ciclico

La forma estimulada por GMP ciclico debe su nombre al hecho de que a
niveles subsaturantes de GMP ciclico se produce un incremento en la velo-
cidad de hidrolisis del AMP ciclico, cuando la concentracidon de este nu-
cledtido ciclico es menor que la saturac%én (Beavo et al, 1971; Terasaki
y Appleman, 1975).

Los estudios cinéticos indican que la hidrolisis de GMP ciclico o de
AMP ciclico muestra una cooperatividad positiva, aunque de mayor efecto
para el AMP ciclico (Terasaki y Appleman, 1975; Martins et al, 1982).

Esta enzima, estimulable por GMP ciclico, ha sido purificada a homo-
geneidad a partir de tejido cardiaco y suprarrenal bovinos (Martins et al,
1982). Los estudios mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con
SDS revelan una sola banda de peso molecular 105 K y en ausencia de SDS
una de alrededor de 240 K, con un coeficiente de sedimentacion de 8,8 S.

La enzima pura cataliza la hidrolisis de GMP ciclico y de AMP ciclico



con valores de Km de 40 xM y de 10 M respectivamente, a valores semejan-
tes de Vm, Existiria un sitio de unidn del GMP ciclico por el que otros
nucledtidos ciclicos incluyendo al AMP ciclico no competirian. E1 GMP ci-
clico puede estimular 1a enzima de 50 a 80 veces, pero a niveles de con-
centracion fisioldgicos puede verse un incremento de alrededor de cinco
veces (Martins et al, 1982). Recientemente, la enzima estimulable por GMP
ciclico proveniente de higado de ternera fue purificada a homogeneidad,
revelandose como un dimero asimétrico de dos subunidades de peso molecu-
lar = 102 K cada una de ellas y un coeficiente de sedimentacion de 6,9 S
cada subunidad (Yamamoto et al, 1983).

Los sitios de sustrato uniran e hidrolizaran AMP ciclico o GMP cicli-
co y parecen estar funcionalmente l1igados en una forma de cooperatividad
positiva. Parece ademds haber otra clase de sitios distintos del catali-
tico y como ya se sefialara especifico para el GMP ciclico. La ocupancia
de este sitio causa la pérdida de 1a interaccion cooperativa entre los
sitios del sustrato (Martins et al, 1982). Estos resultados son avalados
por los estudios realizados acerca del efecto de varios analogos de nu-
cledtidos ciclicos sobre la activacion de la enzima (Erneux et al, 1981 y
1982). Sus datos sugieren que el "sitio alostérico" es distinto del sitio
catalitico.

Utilizando anticuerpos monoclonales contra la fosfodiesterasa estimu-
lable por GMP ciclico, que no inhiben la actividad catalitica, ha sido
posible medir la cantidad de esta enzima en muestras crudas conteniendo
otras fosfodiesterasas (Hurtwitz et al, 1982). Asi, por ejemplo, en higa-
do o adrenal bovinos esta enzima es responsable de mas del 30% de la ac-

tividad hidrolitica total de AMP ciclico, indicando la importancia de es-
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ta forma enzimdtica en el mantenimiento de los niveles de nucledotidos ci-
clicos en estos tejidos.

c) Fosfodiesterasas que unen GMP ciclico en plaquetas y pulmén

En plaquetas se ha descripto una PDE que hidroliza GMP ciclico, pre-
sentando ademas sitios de union de GMP ciclico distintos de los sitios
cataliticos (Coquil et al, 1980). Pareceria ser que esta enzima actda muy
poco sobre el AMP ciclico.

En pulmén, la PDE de GMP ciclico comparte con la quinasa de proteina
dependiente de GHP ciclico la categoria de proteinas receptoras de dicho
nucledtido ciclico; cada una de ellas 1iga cantidades equivalentes de GMP
ciclico, medido a igual concentracion de nucledtido (Francis et al, 1980).
Esta PDE de pulmdn parece ser idéntica a 1a enzima de plaquetas.

Hasta el momento no ha sido demostrada la funcion de 1a union del GMP

ciclico a la enzima.

I11.4.3. Forma especifica de AMP ciclico

Otro tipo de PDE observado en numerosos tejidos se caracteriza por una
fuerte afinidad por el AMP ciclico, una afinidad considerablemente menor
por el GMP ciclico e insensibilidad a 1a calmodulina y a los iones calcio.
No hay certeza acerca de si todas las fracciones de fosfodiesterasa espe-
cifica de AMP ciclico son derivadas del mismo precursor o son productos
génicos separados. En muchos tejidos este tipo de actividad enzimatica a-
parece en la fraccion particulada, aunque son de facil solubilizacion por
procedimientos relativamente suaves. Alqunas formas son muy susceptibles a

protedolisis, tratamiento que las activa y convierte en formas solubles
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(Epstein et al, 1978; loten et al, 1980; Wilson y Houslay, 1983). También
han sido descriptas formas solubles de esta enzima. Asi, ha sido purifi-
cada a homogeneidad y caracterizada la PDE de AMP ciclico soluble de ri-
non de perro (Thompson et al, 1979; Epstein et al, 1982). La enzima co-
rresponde a un monomero de cerca de 60 K, con cinética michaeliana, pre-
sentando una Km para el AMP ciclico de 2,2 uM y para el GMP ciclico de
312 uM. Es posible que esta forma se halle, al menos parcialmente, unida
a la membrana celular y que la homogenizacion en medio hipotonico conduz-
ca a su solubilizacidn. Una forma aparentemente semejante presente en pul-
mon humano, ha sido purificada (Moore y Schroedter, 1982), y también se
ha purificado una enzima con la misma especificidad de sustrato a partir
de membranas de higado de rata (Marchmont et al, 1981). Para esta enzima
de membrana se ha observado una cinética de cooperatividad negativa (Km
para el AMP ciclico de 0,7 uM; coeficiente de Hill: 0,62). Esta forma en-
zimatica periférica, débilmente unida a la membrana plasmatica, es facil-
mente solubilizable a alta fuerza ionica. Se presenta bajo la forma de mo-
nomeros de 52 K y quizds sea diferente de una forma intrinseca de las mem-
branas de higado, no extraible por simple lavado, y de una forma citos6li-

ca de fuerte afinidad por el AMP ciclico (Marchmont y Houslay, 1980a).

I111.4.4. Otras fosfodiesterasas de nucleotidos ciclicos

Se han descripto las propiedades de una PDE presente en varias lineas
celulares de células de linfoma S 49 (Brothers et al, 1982) las que la a-
semejan a la actividad de fosfodiesterasa de GMP ciclico de alta afinidad.

Presenta una Km para el GMP ciclico de 40 uM y para el AMP ciclico de 100
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uM; la Km para el QP ciclico es mucho menor que 1a de la mayoria de las
otras fosfodiesterasas descriptas. Esta forma enzimdtica no estd presente
en extractos de células de tipo salvaje y no se sabe si es el resultado
de un producto génico de PDE alterado o bien se trata de un gen que no
se transcribe normalmente en los linfocitos S 49. Estas lineas celulares
mutantes son resistentes a la muerte por accion de agentes que aumentan
los niveles de AMP ciclico en la célula.

También se ha purificado y caracterizado a partir de higado porcino
una PDE no especifica que hidroliza eficientemente AMP ciclico y CMP ci-
clico (Helfman et al, 1981); esta enzima tiene muy baja actividad frente
al GMP ciclico. Es responsable de solamente el 1% de la actividad fosfo-
diesterasica citosdlica. Estd constituida por un mondmero de 33 K y es
capaz de hidrolizar diversos nucleotidos 2',3' (Helfman y Kuo, 1982).

Es importante destacar que el papel del CMP ciclico en la célula es
ain desconocido; quizas se trate de un efector positivo de la prolifera-

cion celular (Helfman y Kuo, 1982).

II11.5. Variabilidad del equipamiento de fosfodiesterasas de los tejidos

Las diferencias de especificidad, de cinética, de sensibilidad a di-
versos activadores, de estructura cuaternaria y de pesos moleculares son
considerables entre las diversas formas enzimaticas. Resulta poco proba-
ble que la multiplicidad de tipos observados sea en todos los casos un
artificio. Sin embargo, la existencia de subunidades comunes entre las
distintas formas enzimaticas no ha sido descartada por ciertos autores

(Thompson et al, 1979; Moore y Schroedter, 1982), 1o que apoyaria la teo-
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ria de un origen comin o de la interconvertibilidad de la mayoria de las
fosfodiesterasas. Existe inmunorreactividad cruzada entre las formas espe-
cificas de AMP ciclico y de GMP ciclico de rifion de perro (Sarada et al,
1982). Por otra parte, se ha encontrado también relacion inmunoldgica en-
tre la PDE de alta afinidad por el AMP ciclico de membranas de higado de
rata y la forma especifica de GMP ciclico de dichas nembranas, pero no con
la forma citosclica de alta Km de higado (Whitson y Appleman, 1982).

E1 hecho se basa en la similitud eventual entre las formas fosfodies-
terasicas detectadas en diferentes tejidos. La presencia de formas aparen-
temente idénticas, correspondientes a los tres tipos principales (forma
activable por calcio-calmodulina; forma especifica de AIYP ciclico; forma
modulada por GMP ciclico), ha sido constatada en numerosos tejidos de una
misma especie o de especies diferentes (Appleman y Terasaki, 1975; Hidaka
et al, 1977).

En ciertos casos (como por ejemplo, PDE de retina activable por luz)
una forma enzimétipa puede estar circunscripta a un solo tejido. Sin em-
bargo, en general, 1o que parece diferenciar principalmente al equipamien-
to de fosfodiesterasas de diversos tipos celulares es la proporcién de
cada una de las formas principales. Por ejemplo, la forma dependiente de
Ca2+ es minoritaria en higado de rata, mientras que es preponderante en
corazon de conejo (Appleman y Terasaki, 1975) y representa mas del 90% de
la actividad cerebral (Kincaid et al, 1981). La relacidn entre actividad
citosolica y particulada varia considreablemente de tejido en tejido; al-
rededor del 50% de la actividad hidrolitica de AMP ciclico se halla en la
membrana de higado de rata (Whitson y Appleman, 1982) mientras que la ac-

tividad de pulmén humano es casi exclusivamente citos6lica (Moore y Schro-
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edter, 1982).
La degradacion de los nucledtidos ciclicos en los tejidos es la resul-
tante de la accion de todas las formas presentes, lo que determina una re-

gulacion variable segiun el tipo celular.

III.6. Requlacion fisiologica de las fosfodiesterasas

La importancia del papel desempefiado por la actividad de las fosfo-
diesterasas de nucledtidos ciclicos en la regulacion de los niveles celu-
lares de dichos nucledtidos, permite prever 1a existencia de sistemas de

regulacion fisiologicos de esta actividad.

II1.6.1. Regulacion por los sustratos

Las caracteristicas de las diversas formas de la enzima muestran que
la actividad de ciertas fosfodiesterasas puede estar bajo control de su
propio sustrato. Asi, la cooperatividad negativa observada en la cinética
enzimatica de ciertas formas especificas de AMP ciclico quizds tenga im-
portante repercusion sobre los niveles del nucledtido. Un sistema de coo-
peratividad negativa podria permitir, luego de una estimulacion hormonal,
el mantenimiento de un nivel elevado de AMP ciclico durante un tiempo su-
ficiente como para permitir que se completen sus efectos fisioldaicos; una
enzima de cinética michaeliana 1levaria mucho mds rapido al sustrato su
nivel basal (Russel et al, 1972). Estudios tedricos muestran que la coo-
peratividad negativa amplifica el factor de estimulacion de las concen-
traciones de AMP ciclico.

E1 GMP ciclico podria también, en cierta mediday regular in vivo ia
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actividad de la forma fosfodiesterdsica de cinética de cooperatividad po-
sitiva (Martins et al, 1982; Terasaki y Appleman, 1975). La union de GMP
ciclico en los sitios regulatorios de la enzima estimula la actividad hi-
drolitica de los sitios cataliticos 1o que produce una cinética de coope-
ratividad positiva para la hidrolisis de GMP ciclico y a baja concentra-
cion de AMP ciclico una estimulacién de su hidrolisis. La importancia fi-
siologica de esta regulacion ha sido puesta en duda porque Solamente seria
observable in vitro a concentraciones de la enzima poco probables de exis-

tir in vivo (Guan y Cheung, 1980).

I11.6.2. Regulacion de la PDE activable por calcio. Accion de 1ipidos y

fosfolipidos

Un modo de requlacion muy importante corresponde al que ejerce sobre
la fosfodiesterasa de alta Km el complejo Ca2+-ca1modu]ina. La concentra-
cion optima de ca’? bara el proceso de estimulacion se encuentra en el or-
den de las concentraciones fisioldgicas de este ion (1-5 uM),

As1,-las variaciones del calcio intracelular podrian entonces influir
sobre 1a hidrolisis de los nucledtidos ciclicos. La calmodulina, que cons-
tituye el nexo esencial de las acciones reguladoras del calcio estd pre-
sente en gran cantidad (hasta 600 mg/kg de tejido) en todas las células de
los organismos superiores. Es una proteina de peso molecular 16.700 cuya
estructura primaria ha sido determinada en cerebro bovino (Watterson et al,
1980). Posee cuatro sitios de union de Ca2+, en cuya presencia sufre un
cambio conformacional uniéndose con alta afinidad a numerosas proteinas,

entre ellas, la fosfodiesterasa de alta Km. Las proteinas ligadoras de cal-
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modulina, cuyas actividades bioldgicas se ven modificadas por esta unién,
pertenecen a sistemas celulares muy variados: quinasa de la cadena livia-

na de la miosina, regulando asi el estado contractil de las fibras lisas;

ATPasa dependiente de Ca2+-Mg2

membrana, dependiente de Ca2+; etc.

¥ de eritrocitos; quinasa de proteina de

La PDE activable por calmodulina es también estimulable in vitro por
numerosos lipidos y fosfolipidos que se fijan independientemente del cal-
cio sobre una zona hidrofobica de la molécula enzimitica, que podria ser
el sitio de union de la calmodulina (Gietzer et al, 1982). La estimulacion
observada es del mismo orden que la provocada por la calmodulina.

Los agentes activos comprenden acidos grasos saturados e insaturados
(oleico, linoleico, estedrico), fosfolipidos (fosfatidilinositol), liso-
fosfolipidos (lisofosfatidilinositol, lisofosfatidilserina, lisofosfati-
dilcolina), etc. (Wolf y Brostrom, 1976; Tai y Tai, 1982). Estas acciones
de los 1ipidos_podrfan tener influencia fisiolégica importante por su par-
ticipacion en isquemias cardiacas o en las manifestaciones contractiles
patologicas (Katoh et al, 1982). Ademds, ciertos productos del metabolis-
mo de los fosfolinidos (dcidos grasos insaturados, fosfatidatos, lisofos-
fatidilinositol) podrian estar implicadas en uno de los efectos de los
agentes colinérgicos o a-adrenérgicos: la disminucion de los niveles de
AMP ciclico intracelular (Tai y Tai, 1982; Nemecek y Honeyman, 1982). Es-
tos agentes provocan una acumulacion de fosfatidato, una aceleracion de
la produccidon de acidos grasos insaturados y de lisofosfatidilinositol, y
estos compuestos son activadores de la fosfodiesterasa sensible a calmo-
dulina. Asi se explicaria narcialmente la relacion entre el AMP ciclico v

ciertos efectos fisioléaicos de los agentes colinérgicos y a-adrenérgicos



(Nemecek y Honeyman, 1982),

Sin embargo, la accidon estimulatoria de 1ipidos y fosfolipidos tam-
bién ha sido descripta para la fosfodiesterasa especifica de AMP ciclico
de diversos tejidos, insensible a calmodulina. La PDE de AMP ciclico de
alta afinidad purificada parcialmente a partir de la fraccion microsomal
y membranas plasmaticas de adipocitos es estimulable por fosfolipidos
anionicos (lisofosfatidilglicerol, lisofosfatidilcolina, fosfatidilglice-
rol, fosfatidilserina) en un proceso en el que aumenta 1a Vm de la enzima
pero no se modifica 1a Km para el sustrato. Esta accion de los fosfolipi-
dos sobre la PDE de baja km ha sido encontrada también en membranas intac-
tas por 1o que se postula un papel de los fosfolipidos en la regulacion
metab6lica (Lance Macaulay et al, 1983 -a y b-),

De las tres formas solubles de fosfodiesterasa de corazon de rata se-
paradas por isoelectroenfocado (Némoz et al, 1981), se ha encontrado que
la enzima especifica de AMP ciclico es estimulable por accion de la fasfo-
lipasa c y su producto de metabolismo, el acido fosfatidico (Prigent et
al, 1984). La forma de PDE de AMP ciclico particulada de alta afinidad de
cerebro dé rata es inestable, inclusive conservada a 4 °C 6 a -20 °C. Se
ha encontrado que los fosfolipidos extraidos de cerebro de rata, buey y
de cerdo, estabilizan la enzima y ademds, estimulan su actividad (Ong y
Koh, 1982 -a y b-). E]1 mecanismo molecular por el cual estos fosfolipidos

ejercen su accion permanece aim desconocido.

I11.6.3. Regulacion de protedlisis

La regulacion de la actividad fosfodiesterasica por accion de la pro-
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tedlisis ha sida descripta en diversos sistemas. En la mayoria de los ca-
sos, la protedlisis ejerce un efecto estimulatorio de 1a actividad cata-
1itica siendo responsable de procesos tales como el de desenmascaramiento
de una actividad parcialmente inactiva (Cheung, 1969) hasta de la apari-
cion de miltiples formas derivadas de una original (Narindrasorasak et al,
1982).

En todos los casos descriptos, este mecanismo de regulacion irrever-
sible provoca la eliminacion de una region de la mdlécula enzimitica que
ejerceria un efecto inhibitorio sobre l1a actividad fosfodiesterasica. De
esta manera se inducirian cambios en el tamaiio molecular, en algunos ca-
sos muy apreciables; asi la proteolisis de 1a PDE de AMP ciclico soluble
de Utero de rata 1leva a la enzima de una forma cuyo coeficiente de sedi-
mentacion es 7 S a otra de 4 S (Epstein et al, 1978). Es muy probable que
la remocion de la region regulatoria de las fosfodiesterasas induzca cam-
bios conformacionales en la molécula de 1a enzima, tal como actuaria el
complejo Ca2+-ca1modu1ina sobre las proteinas receptoras del mismo. Se ha
encontrado que muchas fosfodiesterasas estimulables por calmodulina tam-
bién 1o son por protedlisis controlada, siendo ambos efectos no aditivo;
sino alternativos, como se encontrara en la activacjon por quimotripsina
de la fosfodiesterasa de GMP ciclico soluble de higado de rata (Moss et
al, 1978). La protedlisis estimula la actividad fosfodiesterdsica, tor-
nandola insensible a la accion de 1a calmodulina (Tucker et al, 1981; Pri-
gent et al, 1984; Orellana et al, 1984).

La protedlisis controlada estimulatoria de la actividad fosfodieste-

rasica ha sido encontrada también en otros sistemas no sensibles a calmo-
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dulina, como el de la PDE activada por luz de bastoncillos de retina
(Miki et al, 1975) (ver Fosfodiesterasas de GMP ciclico activadas por luz
paragrafo III1.4.2.a) o el de la PDE de mioblastos y misculo esquelético
de rata (Narindrasorasak et al, 1982). En este G1tirno sistema se ha en-
contrado una forma nativa original cuya actividad es regulada por un pro-
ceso de fosforilacion dependiente de AMP ciclico. Dicha forma nativa ge-
neraria por protedlisis otras formas enzimaticas no sensibles a la regu-
lacion por fosforilacion. Al igual que en otros sistemas, en misculo de
rata no se ha dilucidado si la generacidn de miltiples formas por proted-
lisis es un proceso regulatorio fisiolégico o si se trata de un artificio
debido a protedlisis inespecificas durante las preparaciones enzimaticas.
No obstante ello, en higado (Saki et al, 1978) y en rifion de rata (Strew-
Ter y Manganiello, 1979), se ha encontrado una proteasa lisosomal que ac-
tiva las respectivas fosfodiesterasas solubles de dichos sistemas y cuya
accion activadora es suprimida por inhibidores de proteasas tales como la
leupeptina, antipaina e inhibidor de catepsina Bl. También se ha encontra-
do que en sistemas de fosfodiesterasas particuladas, la actividad puede
ser solubilizada por accidn de la tripsinizacion controlada, como ocurre
con las varias fosfodiesterasas descriptas en reticulo endoplasmatico

(Wilson y Houslay, 1983).

I11.6.4. Regulacidn por insulina. Fosforilacion de la fosfodiesterasa

Entre los casos observados de modulacion hormonal de la fosfodieste-
rasa, la accion de la insulina ha dado lugar a numerosos estudios. Es co-

nocido desde el afio 1970 y ampliamente verificado que la insulina produce
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en dosis fisioldgicas, por contacto con las células del tejido adiposo
intactas un incremento de dos a cinco veces en la actividad fosfodieste-
rasica que sobreviene en pocos minutos (Francis y Kono, 1982). La forma
enzimatica estimulada presenta una alta afinidad por el AMP ciclico y co-
rresponde a una fraccion membranosa. Una accion semejante de la insulina
ha sido también observada en hepatocitos. La estimulacion de la degrada-
cion del AMP ciclico por insulina, una de las numerosas acciones celula-
res de esta hormona, puede explicar sus efectos sobre los niveles de AMP
ciclico hepatico: el decrecimiento de los mismos que habjan sido incre-
mentados previamente por accion del glucagon. Aqui puede radicar, al me-
nos parcialmente, el origen de los efectos inhibitorios de 1a insulina
sobre la glucogenolisis y la glucogénesis y constituye un ejemplo del
antagonismo entre estas dos hormonas.

E1 mecanismo de accion de la insulina sobre la fosfodiesterasa perma-
nece aun en el terreno especulativo. Se ha demostrado que in vivo no hay
interaccion directa entre la hormona y 1a molécula enzimatica (Marchmont
y Houslay, 1981) ni se halla involucrada sintesis proteica (Francis y
Kono, 1982), Las experiencias de solubilizacién de la enzima han aportado
algunos elementos de informacion. La insulina posee receptores de membra-
na disociables de la enzima lueqgo de la solubilizacion de esta Gltima
(Appleman y Terasaki, 1975). Una proteolisis limitada de las membranas de
higado o de adipocitos puede imitar el efecto activador de la insulina
sobre la actividad fosfodiesterasica y liberar a 1a fraccion soluble un
fragmento de PDE con actividad catalitica. Se puede suponer que un elemen-

to regulador, que ejerce en ausencia de insulina una inhibicion sobre la
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fosfodiesterasa intacta queda incluido en la membrana. La insulina modi-
ficaria las propiedades de ese elemento regulador que eliminaria la inhi-
bicion sufrida por la parte catalitica (Francis y Kono, 1962; Loten et al,
1980). La solubilizacion de la enzima por accion de detergentes produce

un aumento del radio de Stokes después de estimulacion hormonal, lo que
puede reflejar un cambio conformacional 0 la fijacion de una subunidad
suplementaria bajo los efectos de la insulina (Loten et al, 1980). Un me-
canismo de fosforilacion habfa sido sugerido como implicado en este proce-
so. Recientemente se ha demostrado una estrecha relacion entre la fosfo-
rilacion de una PDE periférica de la membrana de higado y el aumento de
su actividad bajo el efecto de la insulina. Estos efectos son observables
in vitro sobre una preparacion de membranas, requiriendo la presencia de
AMP ciclico e involucrando 1a accion de una quinasa de proteina dependien-
te de AMP ciclico. Una concentracion de este nucleétido de 4 uM, corres-
pondiente a los niveles observados en higado después de una estimulacion
de la adenilato ciclasa por glucagon, es optima para estos fenomenos y
permite obtener una duplicacion de la actividad fosfodiesterasica (March-
mont y Houslay, 1980b). Esto explicaria las fluétuacidnes del efecto es-
timulatorio de la insulina encontradas en hepatocitos intactos, cuyos ni-
veles de nucledtidos ciclicos pueden ser variables. La enzima sensible a
insulina ha sido purificada a homogeneidad (Marchmont y Houslay, 1981;
Marchmont et al, 1981). En su forma activada incorpora un fosfato por mo-
1écula de enzima. E1 efecto de la fosforilacion conduce principalmente a
un incremento de la cooperatividad negativa con respecto a la enzima na-

tiva (el coeficiente de Hill pasa de 0,62 a 0,47), 1o que se traduce, a
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las concentraciones fisioldgicas del sustrato, en un incremento de la ac-
tividad hidrolitica (Marchmont y Houslay, 1981). La fosfodiesterasa hepa-
tica sensible a insulina se fija reversiblemente con gran afinidad a las
membranas plasmdticas sobre receptores proteicos (Houslay y Marchmont,
1981), que podrian coincidir o al menos ser parte de los receptores insu-
1inicos. La insulina, por su fijacion sobre su receptor, conduciria a un
cambio conformacional de la fosfodiesterasa, permitiendo que esta enzima
se torne accesible a una quinasa de proteina, luego sea fosforilada y por
ende activada. Sin embargo es importante destacar que la enzima de mem-
brana de higado que se fosforila no seria la misma enzima descripta por
Loter (Loter et al, 1980), la cual es activada por insulina y también por
glucagon (Heyworth et al, 1983). Los resultados obtenidos por el grupo de
Houslay permiten proponer un mecanismo coherente para la estimulacion de
la fosfodiesterasa hepatica por insulina. Sin embargo estos resultados no
han sido confirmados por otros grupos y no se sabe si pueden ser extrapo-
lados al tejido adiposo. Ciertos autores proponen una mediacion de diver-
sos efectos celulares de la insulina por la liberacion de una pequefia mo-
1écula de peso molecular 1000-1500, quizds peptidica, que actuaria luego
de que la hormona se fija a sus receptores de membrana. Este factor pare-
ceria capaz de activar la PDE del tejido adiposo (Kiechle y Jarett, 1981),

Este modelo no es necesariamente excluyente del precedente.

I111.6.5. Acciones hormonales diversas sobre las fosfodiesterasas

Ha sido descripto otro tipo de regulacion hormonal de la PDE de mem-

brana: los agentes lipoliticos estimulan la PDE luego de estar en contac-
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to algunos minutos con células aisladas de ciertos tejidos. Las catecol-

aminas y la corticotrofina (ACTH) (Makino y Kono, 1980) son activas sobre

la enzima de adipocitos; el glucagon estimula la enzima de hepatocitos

(Loten et al, 1978). Estos efectos son imitados por el AMP ciclico o el
dibutiril AMP ciclico y son independientes de sintesis proteica. En adi-
pocitos parece ser que la misma especie enzimatica es activada por insu-
lina y por adrenalina, en hepatocitos por insulina y por glucagon (ver
paragrafo I11.6.4.). Es probable que los agentes lipoliticos actien a
través de la fosforilacion dependiente de AMP ciclico de alguna proteina.
Se puede suponer que la insulina y los agentes lipoliticos inducen la
fosforilacion de sitios distintos de una misma fosfodiesterasa (Makino y
Kono, 1980). Resulta paradojico que agentes hormonales cuyas principales
acciones fisioloaicas son antagonicas produzcan un efecto aparentemente
idéntico sobre un mismo destinatario enzimatico. La estimulacion de PDE
podria ser responsable de la disminucion de los niveles de AMP ciclico
que ocurre luego del alza inducida por el glucagon en hepatocitos o in
vivo (Loten et al, 1978).

Otras hormonas podrian estar implicadas en la reqgulacion de la acti-
vidad de PDE. Las hormonas tiroideas provocan una caida de la actividad
de muchas formas de la enzima en tejido adiposo (Nufiez y Correze, 1981) y
en higado (ilorgan et al, 1982). E1 hipertiroidismo aumenta notablemente
las actividades fosfodiesterasicas normales; la caida de la concentracién
de AMP ciclico suprime la respuesta de las células a las hormonas lipoli-

ticas. E1 mecanismo de accion de las hormonas tiroideas sobre la PDE aun

no se conoce.
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También las hormonas esteroideas participan en 1a modulacion de 1la
PDE. E1 estradiol in vivo disminuye la actividad fosfodiesterasica en {-
tero de rata (Gardner et al, 1973). La testosterona induce la caida de la
actividad de PDE en epididimo y prostata de rata; en ratas adultas, la
castracion o los compuestos antiandrogénicos incrementan la actividad de
hidrolisis de AMP ciclico de cinco a diez veces (Holtz et al, 1981). La
suprarrenalectomia incrementa la actividad de Ta PDE de GMP ciclico en
diveros tejidos, efecto reversible por la administracion de glucocorticoi-
des (Thompson v Williams, 1974). Por otro lado, los glucocorticoides a
concentraciones fisioldgicas inhiben a 1a PDE in vitro (Schmidtke et al,
1976). La importancia fisiologica de estas respuestas del organismo a las
hormonas esteroideas no ha sido aiin establecido. La mayoria de los efec-
tos de las hormonas esteroideas sobre la PDE son relativamente lentos y
parecen depender de sintesis proteica, quizas un modulador que inhiba la

enzima (Holtz et al, 1981).

I11.6.6. Fenomenos de reaulacidon lenta

Existe, efectivamente, una requlacion a largo plazo de la actividad
fosfodiesterasica. La induccion de la sintesis "de novo" de ciertas for-
mas de la enzima es observable en diversos tipos de células en cultivo,
vor el agregado de agentes que aumentan los niveles intracelulares de AMP
ciclico (catecolaminas, inhibidores de la PDE, dibutiril AMP ciclico).
Por ejemplo, en mioblastos se observan en estas condiciones la induccion
de una sola de las varias formas especificas de AMP ciclico presentes

(Ball et al, 1980). En una linea de células de hepatoma, el mantenimiento
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de las concentraciones elevadas de AMP ciclico intracelular induce la
forma especifica de AP ciclico, mientras que la incubacion prolongada de
las células en presencia de glucocorticoides provoca una represion de las
dos formas especificas de GMP ciclico (Vaughan et al, 1981). La influen-
cia de los nucledtidos ciclicos sobre 1a modulacidn a largo plazo de su
propia degradacion ha sido constatada en numerosos otros sistemas celula-

res (Wells y Hardman, 1977; Strada y Thompson, 1978).

I11.7. Fosfodiesterasas en plantas superiores

La presencia de AMP ciclico en tejidos de plantas superiores (Brown y
Newton, 1973) alento la bisqueda de los sistemas enzimdticos regulatorios,
Asi, se han encontrado actividades fosfodiesterasicas de nucleotidos ci-

clicos en diversas especies vegetales: Spinacea deracea Brown et al,

1980), Solanum tuberosum (Ashton y Polva, 1975; Zau-kowwleczewska et al,

1984), Hordeum vulgare (Vandepeute-et al, 1973), Pisum sativum (Po chao y

Varner, 1972) y callos de soja (Brewin y Northcote, 1973).

En la mayoria de los casos la actividad fosfodiesterasica se ejerce
sobre nucledtidos ciclicos 2',3' y 3',5'. Son formas de alto peso molecu-
lar (180 K - 370 K), generalmente formadas por subunidades agregadas, no
regulables por los inhibidores clasicos (metilxantinas, por ejemplo) ni

activadores (calmodulina o imidazol).

I11.8. Fosfodiesterasas en eucariontes inferiores

En algunos eucariontes inferiores se ha informado de la presencia de

mas de una forma de PDE, pero en la mayoria de los casos resulta muy di-
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ficil asimilarlas a alquno de los tipos descriptos para organismos supe-

riores. Asi, por ejemplo, se han encontrado en el musgo Funaria hygrome-

trica dos formas de PDE que se separan por cromatografia de afinidad en
columna de AMP ciclico-agarosa. Una forma que eluye con el lavado (PDE I)
es insensible a metilxantinas e imidazol y copurifica con nucleotidasas.
Esta forma se relaciona por sus propiedades con las encontradas en plan-
tas superiores. La otra forma (PDE 1I) eluye de la resina a 100 uM de AMP
ciclico, es inhibible por metilxantinas y estimulable por imidazol y estd
libre de nucledtidos; esta forma esta relacionada con las fosfodiestera-
sas encontradas en animales (Sharma y Johri, 1982). Por cromatografia en
DEAE-celulosa, se separan dos picos de propiedades diferentes y por re-
cromatografia del segundo se obtiene un desdoblamiento en otros dos picos
nuevos con ganancia de actividad especifica (Sharma y Johri, 1983). Estos
resultados sugieren que las mdltiples formas podrian derivar de una forma
nativa, quizas por un proceso de proteslisis, a juzgar por la ganancia de
actividad, y por analogia a To que ocurre con las fosfodiesterasas de a-
nimales superiores.

Los estudios de fosfodiesterasas realizados en hongos han demostrado
la existencia de una gran variedad de formas enzimaticas; sin embargo.y
quizds a causa de que no son muchos los estudios realizados, no ha podido
confeccionarse una clasificacion generalizadora de dichas formas.

En Dictvostelijum discoideum se ha descripto la existencia de al menos

dos tipos de PDE de AMP ciclico, una extracelular y otra asociada a la
membrana plasmatica (Chang, 1968; Gerish et al, 1972; Pannbacker y Pravard,

1972). La forma extracelular se excretaria al medio como una forma de
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alta afinidad (Km para el AMP ciclico 15 ulM) durante todo el desarrollo.
Esta actividad es modulada por la cosecrecion de una proteina inhibidora
(Dicou y Brochet, 1979; Riedel et al, 1973) que forma un complejo con la
enzima elevando la Km a 2 mM, Existen varias formas de PDE extracelular
que se distinguen por cromatografia de intercambio ionico y por su peso
molecular (Toorchen y Henderson, 1979). Se trataria de las diferentes aso-
ciaciones de dos subunidades de glicoproteinas de peso molecular 50 K y
52 K, relacionadas inmunoldqicamente (McDonald y Sampson, 1983). La PDE
asociada a membrana (Malchow et al, 1972) es una forma de alta afinidad
por el AMP ciclico (Km 10 uM) y comparte con la enzima extracelular las
propiedades cinéticas, el punto isoeléctrico, el peso molecular de la
subunidad de 50 K y similares mapas peptidicos (Shapiro et al, 1983) lo
que sugeriria una relacion genética entre ambas enzimas.

En Physarum polycephalum se han descripto dos formas de PDE, una par-

ticulada y otra soluble que se excreta al medio; ambas formas tienen como
sustrato AMP ciclico, requieren cation divalente, son inhibibles por me-
tilxantinas y por ATP y son de baja afinidad por el sustrato (Murray et
al, 1971 Kincaid y Mansour, 1979).

En Aspercillus niger se han encontrado dos formas de PDE de AMP ci-

clico, una extracelular y otra intracelular (Wold y Suzuki, 1974) y en

A. giganteus variaciones de los niveles de actividad de PDE de AMP cicli-

co durante la fotomorfogénesis de conididforas gigantes (Zurzycka et al,

1983).

En Blastocladiella emersonii se ha demostrado la existencia de una

L}

actividad de PDE de AMP ciclico soluble en extractos de zoosporas (Maia
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y Camargo, 1974) que es inhibible por adenina mas que por metilxantinas.
También se ha descripto una fosfodiesterasa de GMP ciclico soluble que se
presenta en varias formas de distinto coeficiente de sedimentacion, quizas
un equilibrio de asociacion de subunidades (Vale et al, 1975).

En Coprinus macrorhizus se describid una actividad de PDE de AMP ci-

clico inducida por el pasaje de la oscuridad a la luz (Uno et al, 1974),

En Phycomyces blakesleeanus existe una actividad de PDE de AMP ciclico
activable por luz azu]len presencia de GTP, es soluble, de alta afinidad
por el AMP ciclico, siendo el GMP ciclico un inhibidor de la actividad
(Cohen, 1974; Cohen, 1979).

En Saccobolus platensis se ha estudiado la actividad de PDE encontran-

dose accion hidrolitica sobre AMP ciclico y GMP ciclico. La Tuz requerida

por S. platensis para producir apotecios puede ser reemplazada en oscuri-

dad por el agregado al medio de cultivo de dibutiril AMP ciclico, AMP ci-
clico, 3-isobutil-I-metilxantina (MIX) o teofilina, estos dos dltimos
compuestos, inhibidores clasicos de las fosfodiesterasas de nucleotidos
ciclicos. Los cultivos sometidos a luz blanca presentan un nivel de acti-
vidad de PDE menor que los sometidos a bscuriaad (Galvagno et al, 1984).
En levadura de panaderia se ha estudiado una PDE soluble de alta Km
que contiene Zn, e hidroliza AMP ciclico y GMP ciclico. Se trata de un di-
mero cuyas subunidades tienen un peso molecular de 43 K (Londesborough y
Suoranta, 1983). En la fraccion microsomal y en su sobrenadante se ha en-
contrado una PDE de AMP ciclico de alta afinidad por su sustrato (Km:
0,2 uM). Es probable que esta enzima pueda unirse reversiblemente a ribo-

somas y a otras particulas (Londesborough, 1977; Londesborough y Jankkari,
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1982). Para esta enzima se describen dos formas, una de una sola cadena
polipeptidica de 61 K de la que derivaria por accion proteolitica una
forma de dos cadenas: 45 K y 17 K unidas no covalentemente. Esta forma de
dos cadenas polipeptidicas presenta mayor actividad especifica que la for-
ma monomérica (Suoranta y Londesborough, 1984).

Los estudios realizados en Neurospora crassa permitieron describir

una actividad de PDE de AMP ciclico asociada a la fraccion particulada,
inhibible por metilxantinas y estimulable por imidazol (Scott y Solomon,
1973). También se han descripto varias actividades solubles de PDE, re-
solviendose dos formas, una aue tiene como sustrato AMP ciclico y GMP ci-
clico oor ianual, y otra aue es fundamentalmente activa en la hidrdolisis
de GMP ciclico (Tellez-Ifdén et al. 1982), Se ha encontrado ademds que ca-
da uno de estos tipos es capaz de desdoblarse en otros e incluso de sufrir
estos una interconversion con las especies primitivas; esto sugeriria que
se trata de formas agregadas (Tellez-Inon et al, 1982). En N. crassa fue
aislada y caracterizada la proteina ligadora de calcio, la calmodulina,
la cual comparte las propiedﬁdes de la calmodulina de los vertebrados y
su composicion de aminoacidos es similar a la calmodulina de plantas (Or-
tega-Perez et al, 1981; Cox et al, 1982). Existen controversias acerca de
la existencia en este organismo de una PDE regulable por calmodulina. Ha
sido informado que existen en extractos solubles dos formas de PDE de GMP
ciclico y de AMP ciclico, termoestable una y termolabil la otra, las cua-
les son inhibibles por calcio en un proceso aparentemente independiente
de calmodulina o de proteasa estimulable por calcio (Shaw y Harding,

1983). También a partir de extractos solubles del hongo se ha purificado
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parcialmente una PDE estimulable por calmodulina e inhibible por antago-
nistas de la calmodulina, como ser pimozida, trifluoperazina y clorpro-
mezina (Ortega-Perez et al, 1983). Esta enzima es retenida por una colum-
na de calmodulina-Sepharosa y es posible eluirla por quelacidon del calcio
con EGTA.

Recientemente se ha demostrado la existencia de dos actividades fos-
fodiesterasicas extracelulares en cultivos de N. crassa (Hasunuma, 1983).
Se trata de dos formas homopoliméricas de una subunidad de peso molecular
50 K y tiene como sustratos nucledtidos ciclicos 2',3' y 3',5', como las

fosfodiesterasas encontradas en vegetales superiores.



IV- DIMORFISMO EN MUCOR, ACCIOM DEL AMP ciclico

Existen ciertos hongos que presentan el fenomeno de la dualidad mor-
fologica. Asi, seqin las condiciones ambientales pueden crecer bajo la
forma de micelio filamentoso ramificado, tabicado o cenocitico, o bien
bajo 1a forma de células levaduriformes que se reproducen por gemacidn.
Se ha definido el dimorfismo como la conversion reversible de formas mi-
celianas y levaduriformes controlada por el entorno ambiental (temperatu-
ra, composicidon de la atmésfera, nutrientes, etc.).

MUCOR es un género de hongos perteneciente a la clase ZYGOMYCETES,
orden MUCORALES cuvo dimorfismo esta controlado por las condiciones at-
mosféricas de crecimiento. En anaerobiosis desarrolla un micelio cenoci-
tico tipico, produciendo estructuras de reproduccion vegetativa, las cla-
midosporas. Bajo ciertas condiciones, se producen en los extremos de las
hifas esporangios portadores de esporas asexuales, esporangiosporas. La
reproduccion sexual se produce por copulacion cametangial produciendo una
cigospora. En la figuraiv se puede ver el ciclo de vida aerdobico de este
género.

Como una respuesta adabtativa de MUCOR a una atmdsfera pobre en oxi-
geno, aparecen células esféricas o hifas cortas muy engrosadas que se re-
producen por gemacidn. Esta fase levaduriforme desaparece por aereacion.
MUCOR resulta asi un excelente sistema bioldgico para el estudio de 1a
diferenciacion celular a nivel bioquimico.

Se ha estudiado el fendémeno del dimorfismo en MUCOR desde diversos
puntos de vista, como ser: la influencia de los nidratos de carbono
(Bartnicki-Garcia, 1963; Friedenthal et al, 1374), el metabolismo respi-

ratorio (Paznokas y Sypherd, 1975), la sintesis de proteinas (Orlowsky y
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Svpherd, 13977). Se han realizado importantes adelantos en cuanto a la di-
lucidacion de las bases moleculares del dimorfismo en MUCOR estudiando el
panel desempefiado por el AMP ciclico. La adicion de dibutirilAMP ciclico
a cultivos aerobicos del hongo inhibe el crecimiento apical, promoviendo
el crecimiento levaduriforme, Las células levaduriformes tienen una con-
centracion intracelular de AMP ciclico mayor que la de la forma filamen-
tosa (Larsen y Sypherd, 1974; Paveto et al, 1975). Durante la aereacién
de un cultivo levaduriforme los niveles de AMP ciclico disminuyen, dis-
minucion esta que precede a la aparicion de los tubos germinativos. Es-
tos efectos requieren la pfesencia de un azicar fermentable en el medio
de cultivo (Larsen y Sypherd, 1974; Cantore et al, 1983).

De acuerdo con los estudios hasta ahora realizados, la regulacion del
dimorfismo en NMUCOR es el resultado de una interaccion compleja de facto-
res ambientales y nutricionales en donde el AMP ciclico desemnefia un pa-
pel muy importante., Por lo tanto resulta indispensable considerar su me-
canismo de accion para el estudio de las bases moleculares de la regu];-
cion del dimorfismo. En la fiaq v nuede verse un esquema de los principa-
les factores ambientales y nutricionales que participan en‘las transicio-
nes dimorficas en {IUCOR ROUXII.

En muchos otros organismos eucariontes inferiores se ha demostrado
que el AMP ciclico cumple un papel importante. Asi, se ha encontrado en

el hongo acuatico B. emersonii una relacidon entre los cambios de las con-

centraciones intracelulares del nucledtido ciclico v la citodiferencia-
cion (Maia y Camargo, 1974). En K. crassa (Scott, 1976; Terenzi et al,

1974) 1o mismo que en D. discoideum (Loowis, 1972), el AMP ciclico es de-

terminante de la morfologia del hongo.
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V- ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio han demostrado

que Ta PDE soluble de Mucor rouxii es una enzima de alta afinidad por el

AMP ciclico y especifica para su sustrato. Estudiados sus requerimientos

2+ o Mn2+,

se encontro una dependencia absoluta de cation divalente, Mg
insensibilidad a la inhibicidn por metilxantinas e indiferencia absoluta
a activadores clasicos tales como el imidazol o el complejo Ca2+-calmodu-
lina. Sin embargo, presenta un mecanismo de control de su actividad cata-
1itica por fosforilacion dependiente de AMP ciclico y por protedlisis
controlada. Ambos recanismos, independientemente, conducen a un aumento
no aditivo de la actividad fosfodiesterasica (Galvagno et al, 1979; More-
no et al, 1982).

A la luz de estos resultados, altamente novedosos para una fosfodies-
terasa de nucledotido ciclico de un organismo eucarionte inferior, y que
constituyeron parte de la tesis doctoral del Dr. il.A. Galvagno, nos pro-

pusimos estudiar los eventos moleculares que reaulan la actividad de la

enzima de M. rouxii.



MATERIALES Y METODOS

Lista de soluciones utilizadas

Solucion A: Tris-ClH 10 mM pH 7,4, 2-tercaptoetanol 2 mM, EDTA 1,5 mH,

Soluciodn B:

Solucion C:

Solucion D:

Solucion E:

Solucion M:

Solucion L:

EGTA 1 mM, Antipaina 3 ug/ml.

Tris-C1H 50 mM pH 8,1, 2-Mercaptoetanol 4 mM, EDTA 1,5 mM,
EGTA 1 mM, Antipaina 3 ug/ml.

Tris-C1H 50 mM pH 7,4, 2-Mercaptoetanol 4 mM, EDTA 1,5 mM,
EGTA 1 mM, Antipaina 3 ug/ml,

Pipes 10 mM pH 6,3, 2-lMercaptoetanol 2 mH, glicerol 10%,

Antipaina 3 pg/ml.

2-Mercaptoetanol 2 mM, glicerol 10%, Antipaina 3 ug/ml.

Tris-C1H 10 mM pH 7,4, 2-Mercaptoetanol 2 mM, EDTA 1,5 md,

EGTA 1 mM, Benzamidina 10 mM,

Tris-C1H 10 mM pH 7,4, 2-Mercaptoetanol 2 mM, EDTA 1,5 mM,

55



56

I. PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

I.1. Organismo utilizado

Mucor rouxii (NRRL 1894) ., cepa original del Dr. C.W. Hesseltine

(Northern Utilization Research and Development Division, Peoria, III),

cedida por el Dr. Roger Stork (Rice University, Houston, Texas).

1.2 Obtencidn de esporas y mantenimiento de la cepa

Para la obtencion de esporas se hizo crecer el hongo en un medio agar
5% - jugo de tomate (1:1) mezclados inmediatamente después de someter a
los componentes a esterilizacidn por autoclave, y vertidos en botellas de
Roux. Como prueba de esterilidad, se mantuvieron las botellas durante 24
hs a 28 °C; al cabo de este tiempo se sembrd en cada botella una suspen-
sion de esporas (alrededor de 2 ml; 100 esporas/ml) que se incubaron du-
rante 18 hs mas. Luego, se invirtieron las botellas y se dejaron incuban-
do a 28 °C a lo largo de 5-7 dias. Las esporas se cosecharon por suspen-
sion de las mismas en agua destilada esteril mediante raspado de la su-
per%icie del cultivo con una varilla de vidrioAcon el objeto de despren-
der las esporas de los esporangios. Las esporas, lavadas reiteradas veces
con agua destilada esteril mediante sucesivas suspensiones y centrifuga-
ciones, fueron cuardadas en suspension de agua esteril en fracciones de
3-4 ml a 4 °C por espacio de uno o dos meses. Se mantuvo la cepa por ino-
culacion de tres tubos en pico de flauta con medio agar-jugo de tomate;
una vez producida la esporulacidon, luego de incubar los tubos en las con-

diciones antes descriptas, se guardaron los mismos a 4 °C,
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1.3. Cultivos

Se fea]izaron inoculando esporas (5 x 105 esporas/ml de medio de cul-
tivo) en Erlenmeyers de 2 1 conteniendo 600 1 de un medio de cultivo
complejo, el cual contenia:
a- Glucosa 2 % como principal fuente carbonada.

b- Extracto de levadura (Difco) 0,3 %.

c- Hidrolizado acido de caseina (casaminodcidos; Difco) o bien peptona

(inorp tipo M C 3) 1 %, segin se indica.

[«
!

Acido sulfurico 5 N para ajustar el pH a 4,5.

Se crecieron los cultivos aerdbicamente con agitacidon constante a 23
°C hasta la fase de crecimiento deseada: 7 hs para un cultivo de células
en germinacion incipiente, 12 hs para uno de un micelio en fase exponen-
cial media, 16-18 hs para un cultivo de fase estacionaria. Se cosecho el
micelio por filtracion sobre papel Whatman N® 1 y se lavd exnaustivamente
con solucion fria de Tris-CIH 10 mM pH 7,4; 2-Hercaptoetanol 2 mM, EDTA
1,5 mM, EGTA 1 mM, Antipaina 3 pg/ml (Solucién A). En las primeras prepa-
raciones, este lavado exhaustivo se hizo con agua destilada fria. Luego
del lavado, se secd el micelio obtenido por presion entre dos l1aminas de
papel de filtro y se 1o molid con nitrdogeno 1iquido hasta obtener un pol-

vo fino, el cual fue procesado inmediatamente o quardado a - 70 °C.

2. PREPARACION DE EXTRACTOS ENZIMATICOS

Todos los pasos se realizaron a 4 °C.
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2.1. Preparacion de extractos de los distintos estadios del crecimiento

filanentoso

2.1.1, Método de ruptura suave

Se suspendid el polvo de micelio en dos volimenes de Solucidon A y la
suspension resultante se agitd suavemente con varilla de vidrio durante
50 min, al cabo de los cuales se centrifug6 el extracto a 1000 xg durante
10 min; el sobrenadante obtenido se centrifigd a 2000 xg durante 15 min,
Al sobrenadante resultante se 1o centrifugd a 100 000 xg durante 60 min

y el sobrenadante obtenido constituyd la fraccion S 100.

2.1.2. Método de ruptura drastico

E1 polvo de micelio se suspendid en tres volimenes de solucidn conte-
niendo Tris-CiH 10 mif pH 7,4, 2-Mercaptoetanol 2 mM, EDTA 1 mM, Benzami-
dina 10 mM (Solucidn M); se agregaron dos volimenes de perlas de vidrio
(75-150 um) y la mezcla se homogeneizd en un homogenizador Omnimixer Sor-
vall durante 5 min en periodos de 1 min de operacion y 30 seq de interva-
lo, a maxima velocidad. E1 homogeneizado se centrifugd durante 10 min a
2000 xg y se recogio el sobrenadante; el precipitado se lavd, por suspen-
sion y centrifugacion, con un volumen de solucion N; se juntaron los so-
brenadantes y se centrifugaron a 100 000 xq durante 60 min. E1 sobrena-

dante constituyd la fraccién S 100.

2.2. Preparacion de extractos de esporas de Mucor rouxii
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Las esnoras se molieron en un mortero de porcelana con dos volimenes
de arena y 0,3 volumenes de Solucion A, hasta lograr un 90 % de ruptura
(por observacion al microscopio). Se agregaron a la mezcla dos volimenes
de Solucion A y a la suspension obtenida se centrifugd a 2000 xg durante
10 min. Se recogid el sobrenadante y se lavd el precipitado con un volu-
men de Solucidon A y se centrifugd en las mismas condiciones descriptas.
Se juntaron los sobrenadantes y se centrifugaron a 100 000 xg durante 60

min. El sobrenadante constituyo la fraccion S 100.

3. PURIFICACION PARCIAL DE LA ACTIVIDAD DE FOSFODIESTERASA DE AMP ciclico

Todos los pasos se realizaron a 4 °C. Se sometido a l1a fraccion S 100
a un corte de 0 a 50 % de saturacion con sulfato de amonio s6lido y se
recogio el precipitado por centrifugacion a 10 000 xg durante 20 min

(fraccidon SA).

3.1. Cromatoarafia en DEAE-celulosa

Se cromatografido la fraccion SA, resuspendida en Solucidén A (10 mg
de proteina/ml) y desalada por filtracidn a través de una columna de Se-
phadex G-25, en una columna de DEAE-celulosa equilibrada en Solucidn A.
Se sembrd la muestra en una relacion de 10 mg de proteina/ml de resina
empaquetada y se desarroll6 la cromatografia con un gradiente lineal de
0 a 0,35 4 de CINa en Solucidon A, cuyo volumen fue diez veces mayor que
el de la columna. Se recogieron fracciones de un décimo del volumen de

la columna a una velocidad Je flujo de una fraccion cada 10 min. En cada



60

fraccidn se dosd proteina y actividad de fosfodiesterasa basal y activada
bajo condiciones de fosforilacion o de tripsinizacion controlada. Se se-
pararon dos fracciones designadas arbitrariamente PDE 1 (fraccidn activa-
ble) v PDE II (fraccidn no activable). Estas se concentraroh separadamen-
te por precipitacion con sulfato de amonio s6lido hasta 80 % de satura-
cion. Cuando se utilizo la cromatografia en DEAE-celulosa con caracter a-
nalitico, se procedio exactamente de la misma manera en cuanto a equili-
brio de la resina, sembrado de 1a muestra, desarrollo de la cromatogra-
fia, dosaje de las fracciones y concentrado de aquellas con actividad en-

zimatica.

3.2. Cromatografia en Sephacrvl S-300

Se resuspendio la fraccion proveniente del paso de DEAE-celulosa
(fraccion POE I o PDE II) en solucion de Tris-CI1H 50 mM pH 8,1, 2-Mer-
captoetanol 4 mM, EDIA 1,5 mM, EGTA 1 mM, Antipaina 3 ug/ml (Solucidn B)
a una concentracion de 10 mg de proteina/ml; la suspension se clarificé
por centrifugacion y se la cromatografid en una columna de Sephacryl
S-300 (relacion altura a diametro de alrededor de 40) equilibrada con So-
lucion B, a una velocidad de flujo de un volumen de columna cada 16 hs.
Se recogieron fracciones de volumen de un centésimo del de la columna y
en cada una se dosd proteina y actividad de PDE basal y activada. Se jun-
taron las fracciones con actividad y se las concentrd por precipitacion

con sulfato de amonio sdlido (fraccidon S-300).

3.3. Cromatoagrafia en Sephadex G-100
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Se resuspendido 1a fraccion S-300 en solucion de Tris-CI1H 50 mM pH 7,4,
2-Mercantoetano! 4 mM, EDTA 1,5 mM, EGTA 1 mi, Antipaina 3 mg/ml (Solu-
cion C) a una concentracion de proteina de 10 mg/ml y se clarificé por
centrifugacion. Se desarrollo la cromatografia en una columna de Sephadex
G-100 (relacion altura a didmetro de alrededor de 45) equilibrada con So-
lucion C, a una velocidad de flujo de un volumen de columia cada 48 ns,

Se recogieron fracciones de un centésimo del volumen de la columna en las
cuales se dosO proteina y actividad de PDE basal y activada. Se juntaron
las fracciones con actividad enzimatica, las cuales se concentraron por
dialisis contra sacarosa 2,5 M preparada en Solucidn C, hasta una concen-

tracién de proteina de 5 mg/ml (fraccion G-100).

4. QTROS PASOS DE PURIFICACION

4.1. Cromatografia en columna de Azul 2-agarosa

Las fracciones PDE I o PDE II provenientes del paso. DEAE-celulosa,
resuspendidas separadamente en solucion de Pipes (Piperazina -N, N' -
bis [ 2-acido etanosulfonico ]) 10 m4 pH 6,3, 2-Mercaptoetanol 2 mM, gli-
cerol 10 %, Antipaina 3 pg/ml (Solucion D) Cl,Mg 2 mM se sometieron a
cromatografia en minicolumnas de Azul-2 agarosa (1 ml). Se equilibro la
columna con Solucion D y se sembrd 1a muestra diluida a una coincentracion
de proteina de 1 mg/ml; el percolado se volvido a pasar por la columna dos
veces mas para asegurar un maximo de pegado de la enzima. Luego se lavo
la columna con cuatro volimenes de Solucion D, recolectando el lavado en

fracciones de un volumen de columna cada una. La elucidon se desarrollo
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alternativamente por dos métodos.

4.1.1, Elucion por fuerza idnica y AMP ciclico

Se procedid al desarrollo de la cromatografia eluyendo con diez voli-
menes de columna de Solucidén D conteniendo CINa 0,1 M y AMP ciclico 10 mM.
Se recogieron diez fracciones iguales, cada una de las cuales se dializo

exhaustivamente contra Solucion A.

4.1.2. Elucidon por aumento de pH
Se desarrol16 la elucion pasando a través de la columna cuatro voli-

menes de cada una de las siguientes soluciones en forma sucesiva:

a- 2-Mercaptoetanol 2 mM, glicerol 10 %, Antipaina 3 ug/ml (Solucidn E),
Bis Tris propano-ClH 10 mM pH 6,8.

b- Solucion E, Bis Tris propano-C1H 10 mM pH 7,1,

c- Solucidn E, Bis Tris propano-C1H 10 mM pH 7,5,

d- Solucion E, Bis Tris propano-CIH 10 mM pH 8,1,

En todos los casos se recogieron fracciones de un volumen de columna.
Se tomaron alicuotas de cada una de ellas y se dializaron exhaustivamente
contra Solucion A, Luego se dosd en cada una proteina y actividad de PDE
basal y activada por fosforilacion o tripsinizacion. Se concentraron las
fracciones con actividad enzimatica por dialisis contra sacarosa 2,5 M

preparada en Solucion A.

4.2, Cromatografia en columna de AMP ciclico - agarosa




Se cromatografiaron las fracciones de PDE I o PDE II provenientes del
paso de DEAE-celulosa en una minicolumna (1 m1) de AMP ciclico - agarosa.
Las soluciones de resuspension de las fracciones y de equilibrio de 1a

columna, utilizadas alternativamente, fueron las siguientes:

Solucidon de resuspension Solucion de equilibrio
a- Solucidon D Solucion D
b- Solucién D, CioMg 2 mi Solucion D
c- Solucion A, C1,Mg 2 mM Solucion A

Se sembraron las muestras a una concentracion de proteina de 1 mg/ml
mediante tres pasajes sucesivos a través de la columna. Inmediatamente
después se lavo la resina con cuatro volimenes de la correspondiente so-
lucidon de equilibrio y se recogieron cuatro fracciones iguales. Finalmente
se pasaron cuatro volimenes de solucion de equilibrio conteniendo CiNa 1 M
y AP ciclico 1 mM (eluido especifico). Se recogieron fracciones de un
volumen de columna cada una y alicuotas de cada fraccién fueron desaladas
a través de pequenas columnas de Sephadex G-25 equilibradas con Solucion
A. En cada fraccion se dosd proteina y actividad de PDE basal y activada

por fosforilacion o protedlisis.

5. CENTRIFUGACION EN GRADIENTES DE SACAROSA

Se realizaron centrifugaciones en gradientes de sacarosa lineales de
5 a 20 % (P/V) preparados mediante siete capas superpuestas de 0,65 mil

cada una de Solucion A conteniendo sacarosa 20 %, 17,5 %, 15 %, 12,5 %,
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10 %, 7,5 2 y 5 % respectivamente. Los gradientes se dejaron a temperatu-
ra anbiente durante dos horas, Tuego se enfriaron a 4 °C y se utilizaron
inmediatamente. Las centrifugaciones se realizaron en un rotor SW 55 Ti
Beckman a 140 000 xg durante 16 hs a 4 °C, Se utilizaron como marcadores
de coeficientes de sedimentacidn:

Fosfatasa alcalina (E. coli) : 6,3 S

Peroxidasa (Rabano picante) : 3,5 S

Citocromo c (corazdn equino) : 1,7 S

Luego de la centrifugacion, se fraccionaron los gradientes desde el
fondo a la superficie, mediante un dispositivo sifon, en 21 fracciones;
en cada una de ellas se dosd actividad de PDE basal y activada bajo con-

diciones de fosforilacion o de tripsinizacidon controlada.

6. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Se desarrollo la electroforesis en gel de poliacrilamida en condicio-
nes no desnaturalizantes a 4 °C segin las instrucciones del manual de Ca-
nalco (1980) en geles .planos- o cilindricos conteniendo acrilamida mas
N,N'-retilenbisacrilamida 7% (P/V). En todos los casos se precorrieron los
geles durante dos horas a 1,2 mA/cm de gel (celes planos) o bien a 2 mA/
gel (geles cilindricos). Las corridas fueron de cuatro horas a 2 mA/cm de
gel (geles planos) o a 2 mA/gel (geles ci]ihdricos) hasta que el marcador

de frente (azul de bromo fenol) recorriera unos 8 cm aproximadamente.

6.1. Procesamiento de los geles despuds de electroforesis
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6.1.1. Tincion para proteinas. Autorradiografia

E1 revelado de las proteinas se hizo por tincion con azul de Coomas-
sie brillante siguiendo las recomendaciones del manual de Canalco (1380).
En los casos en que se realizaron autorradiografias, los geles previamen-
te secados se expusieron a una pelicula Kodak X-Omat S Film en una panta-

11a amplificadora a -70 °C durante un periodo de 5-7 dias.

6.1.2. Dosaje de actividad de PDE y de incorporacion de 32P a proteina en

los geles

En los casos en que se determind la actividad de PDE se procedid a
cortar el gel, luego de la electroforesis, desde el origen hasta la posi-
cion del marcador de frente, en rodajas de 2 mm de ancho cada una. Se uti-
1926 cada una de estas rodajas (o fracciones de las mismas) como fuente
de fosfodiesterasa en una mezcla de incuba;ién para un ensayo de activi-

dad en las condiciones requeridas en cada caso:

a- Geles en los que se midio actividad basal y activacion. En este caso’
se utilizd un cuarto de rodaja para la actividad basal y un cuarto para
cada una de las mediciones de actividad activada (bajo condiciones fosfo-

rilantes y de tripsinizacidn controlada).

b- Geles en los que se midio actividad e incorporacion de 32P. Se utilizo
media rodaja para medir actividad enzimatica y la otra mitad para medir
incorporacion de fosfato radioactivo. En este G1timo caso se disolvio la
fraccion de la rodaja de gel en 0,4 ml de H202 al 30 % P/V (30 min a 100
°C) y se contd la radiactividad vertiendo la solucion sobre la mezcla



66

centelleadora de Arkopal - Tolueno (ver paragrafo 14. Medicion de radio-

actividad).

7. FOSFORILACION DE LA FOSFODIESTERASA POR MEDIO DE LA SUBUNIDAD CATALITI-

CA DE LA QUINASA DE PROTEINA DEPENDIENTE DE AMP ciclico

Se incubd una alicuota de la fraccion G-100 de PDE de MUCOR (250 ug
de proteina en 50 u1) durante 20 min a 30 °C en una mezcla conteniendo

fosfato de potasio 20 mM pH 7,4, C1,Mg 10 mM, ATP [7-52p) 0,1 mM (800-1000

2
cpm/pmol) y 200 unidades de subunidad catalitica de quinasa de proteina
dependiente de AMP ciclico de corazdn bovino (unidades definidas segin
Sigma). Inmediatamente después se filtrd la mezcla a través de una peque-
fia columna de Sephadex G-25 equilibrada con Solucidon C, a los efectos de
eliminar el ATH'7-32P] que no reacciond. Se concentro la muestra por dia-
1isis contra sacarosa 2,5 M preparada en Solucidon C hasta una concentra-
cion de proteina de 5 mg/ml. La fraccion asi obtenida, tal cual o bien
tripsinizada segin se detalla mas abajo (ver 8. Tratamiento con tripsina
de la preparaci@n de PDE), fue analizada por electroforesis en gel como

se indica en el pardgrafo precedente (6. Electroforesis en gel de polia-

crilamida).

8. TRATAMIENTO CON TRIPSINA DE LA PREPARACION DE PDE

Del paso de purificacion que se indique se sometid a protedlisis con-
trolada una alicuota de preparacion de PDE por tratamiento con tripsina

en solucidon o bien con tripsina inmovilizada en acrilamida.
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8.1, Tripsinizacion de la fraccion PDE I

Se procedié a tripsinizar una alicuota de la fraccion PDE I provenien-
te del paso de DEAE-celulosa (15 mg de proteina en 1,5 ml de Solucion L,
la cual estd libre de inhibidores de proteasas), incubandola durante 30
min a 4 °C con 1 mg de tripsina. La reaccion fue detenida por el agregado
de 3 mg de inhibidor de tripsina de clara de huevo. Se sometio a la mues-
tra asi obtenida a andlisis por cromatografia en DEAE-celulosa, centrifu-
gacion en gradientes de sacarosa o bien electroforesis en gel de polia-

crilamida.

8.2. Tripsinizacion de la fraccion G-100

Se sometio a la fraccion G-100 fosforilada o sin fosforilar (ver sec-
cion 7.) a tripsinizacion controlada con tripsina inmovilizada en acril-
amida. Se incubd una alicuota de la preparacién (100 ug de proteina) con
5 unidades de tripsina-acrilamida durante 20 min a 4 °C con agitacion
constante. La reaccion se detuvo centrifugando la mezcla, se tomd el so-
brenadante y se reg]izaron los analisis ulteriores (electroforesis en gel

después de fosforilar o no con ATP [7-32P] ).

9. TRATAMIENTO DE LA PREPARACION DE PDE EN CONDICIONES FAVORABLES A LA

PROTEOLISIS ENDOGENA

Se filtrdo una alicuota de la traccidén PDE I (30 mg de proteina en 3
ml de Solucién M) a través de una columna de Sephadex G-25 equilibrada

con solucion L (la cual estd libre de inhibidores de proteasas) y se man-
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tuvo a 4 °C durante 24 hs. La preparacion asi obtenida fue sometida a ul-
teriores andlisis (cromatografia en DEAE-celulosa, centrifugacion en gra-

dientes de sacarosa).

10. METODOS DE ENSAYO

10.1. Ensayo habitual de PDE de AMP ciclico

Se ensay6 la actividad de PDE siguiendo el método de dos pasos des-
cripto por Thompson y Appleman, 1971. La mezcla de incubacion consta de:
Tris-ClH 50 mM pH 7,4, 2-Mercaptoetanol 2 mM, 50 ug de seroalbimina bovi-
na, Cl,Mg 10 mM, AMP ciclico 5 uM (50.000-80.000 cpm) y la preparacidn
enzimatica, en un volumen final de 0,1 ml. Se incubaron las mezclas du-
rante 12 min a 30 °C y la reaccion se detuvo calentando a 100 °C durante
45 seq. Después de enfriar se agregaron 50 ug de veneno de serpiente

(Ophiophagus hannah); se incubd durante 10 min a 30 °C y la reaccion se

detuvo por el agregado de 1,1 ml de una suspension de resina de intercam-
bio anidnico AGI - X 2 (suspensidon 1:2 de resina en metanol 50 %). Se
centrifugaron los tubos y se tomaron 0,5 ml del sobrenadante cuya radio-
actividad se determind en mezcla centelleadora de Arkopal - tolueno. En
todos los casos se ajustaron las condiciones de modo que las reacciones
fueran lineales con el tiempo y que el consumo de sustrato no fuera mayor
del 25 %.

Se definié como una unidad de actividad de PDE a la cantidad de enzi-
ma que cataliza Ta hidrolisis de 1 pmol de AMP ciclico por min bajo las

condiciones habituales de ensayo.
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10.2. Activacion de la PDE por tripsina

Se realizd la activacion de la PDE por tripsina mediante la preincu-
bacion de la alicuota de preparacion enzimdtica a ensayar con 10 ug de
tripsina durante 10 min a 4 °C en un volumen final de 50 u1. Se detuvo la
protedlisis agregando 30 ug de inhibidor de tripsina de clara de huevo.
Luego se midio la actividad de PDE en 1a muestra completa bajo las condi-

ciones habituales de ensayo.

10.3. Activacion de la PDE por fosforilacion

Se realizd la activacion de la enzima por fosforilacion preincubando
durante 10 min a 30 °C la muestra de PDE con subunidad catalitica de qui-
nasa de prqteina de corazon bovino bajo condiciones fosforilantes. La
mezcla de preincubacidn contenia: fosfato de potasio 50 mM pH 7,4, 2-Mer-
captoetanol 2 mM, C12Mg 10 mM, 50 #g de seroalbimina bovina, ATP 0,1 mM,
5 unidades de subunidad catalitica de quinasa de proteina y la muestra de
PDE en un volumen de 50 ul. Después de la preincubacion se inicid el en-
sayo de PDE por el agregado de AMP cic]ico-[3H 15 uM llevando la mezcla a
un volumen final de 0,1 ml y la reaccidon se siguié en las condiciones ha-

bituales.

10.4. Actividad de PDE medida después de electroforesis en gel de polia-

crilamida
Se midio la actividad de PDE después de electroforesis en gel de po-

liacrilamida utilizando como fuente enzimatica una rodaja del gel o frac-
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cién de 1a misma (ver seccidon 6.1.2.) en una mezcla de incubacion de 250
ul conteniendo: Tris-C1H 50 mM pH 7,4, 2-Mercaptoetanol 2 mM, Cleg 10
mM, glicerol 20 %, 125 ug de seroalbimina bovina, AMP ciclico-[3H 11,5 uM
(50.000-80.000 cpm)., Luego de incubar durante 90 min a 30 °C, se tomd una
alicuota de 100 u1 de la mezcla de incubacidn y se desarrol1d el segundo
paso del ensayo bajo condiciones habituales, mediante el agregado de 50

kg de veneno de serpiente,

10.4.1. Activacion por tripsina de la PDE después de electroforesis en

gel de poliacrilamida

Se preincubd la fraccion de rodaja del gel con 10 ug de tripsina du-
rante 20 min a 4 °C en un volumen de 200 ul conteniendo todos los compo-
nentes de la mezcla de incubacion para la medicion de actividad de PDE do-
sada en gel, salvo AMP cfc]ico-[3H ]y seroalbimina bovina. Se detuvo la
preincubacion por agregado de 30 ug de inhibidor de tripsina de clara de
huevo y se inicio la incubacion del ensayo de PDE por el agregado de AMP
cic]ico-[3H ly seroalbimina bovina. E1 dosaje se realizd tal cual 1o des-

cripto en el paragrafo 10.4.

10.4.2. Activacion de la PDE por fosforilacion después de electroforesis

en gel de poliacrilamida

En cada fraccion de rodaja del gel se realizd la activacion por fos-
forilacion después de electroforesis en gel de 1a PDE, simultaneamente con

el ensayo de actividad. De este modo se agregd a la mezcla de incubacion
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ATP 0,1 mM y 10 unidades de subunidad catalitica de quinasa de proteina,
E1 ensayo fue desarrollado entonces como 1o descripto en el pardgrafo

10.4.

10.5. Ensayo de actividad de quinasa de proteina dependiente de AMP cicli-

co

E1 ensayo de actividad de quinasa de proteina dependiente de AMP ci-
clico se realizo de acuerdo a lo descripto por ﬁoreno et al, 1982. La mez-
cla de incubacion contenia en 0,1 ml: Tris-C1H 50 mM pH 7,4, C12Mg 10 mM,
2-Mercaptoetanol 2 mM, histona (tipo II S-Sigma) 1,5 mg/ml, ATP r1§2P ]
0,1 mM (300-1.000 cpm/pmol), AMP ciclico 10 uM y la fraccion enzimitica a
ensayar (cuando la fuente de enzima fue 1a subunidad catalitica de quinasa
de proteina, el AMP ciclico se omitio). Las incubaciones se realizaron

durante 10 min a 30 °C. La reaccion se detuvo por dos métodos alternati-

VoS :

a- Agregando 50 ug de seroalbimina bovina y 1 m1 de TCA 10 %. La proteina
precipitada fue colectada por centrifugacion y lavada dos veces por resus-
pension en fosfato de sodio y amonio 1 M y reprecipitacion en TCA 10 %.
Finalmente la muestra disuelta en 0,1 m1 de OHK 1 N, fue sembrada en pa-
peles Whatman N° 1 de 2 cm de lado los que fueron secados en estufa, La

radioactividad fue determinada en mezcla centelleadora de tolueno.

b- Sembrando la mezcla en papeles de fosfocelulosa de 2 cm x 2 cm. Los
papeles entonces fueron lavados exhaustivamente con agua, secados y la

radioactividad se determind en mezcla centelleadora de tolueno.
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10.6. Ensayo de otras actividades enzimaticas

10.6.1. Actividad de peroxidasa

Se siguid la técnica descripta en el manual de Worthington (1972) mi-
diendo el color desarrollado por la oxidacion de la o-dianisidina luego

de la descomposicion enzimatica del H202.

10.6.2. Actividad de fosfatasa alcalina

Se utilizd la técnica del dosaje de p-nitrofenol liberado (lectura a

410 nm) a partir de p-nitrofenilfosfato (Worthington Enzyme Manual, 1972),

10.6.3. Actividad de glucosa oxidasa

Se siguid la técnica de Hugget y Nixon (1957), modificada por el aco-

ple del sistema peroxidasa - o-dianisidina.

10.6.4. Actividad de B-galactosidasa

Se siguif el método descripto en el manual de Worthington (1972) uti-

lizando o-nitrofenil p-D-galactopirandsido (ONPG) como sustrato.

10.7. Dosaje de proteina

. La proteina se dos6 segin el método de Bradford, 1976, utilizando se-

roalbimina bovina como patron,
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11. DETERMINACION Y CALCULO DE LOS PARAMETROS FISICOS E HIDRODINAMICOS

11.1 Radio de Stokes

A los efectos de estimar el radio de Stokes de los distintos tipos de
fosfodiesterasa de M. rouxii se uéiiizaron los datos de elucion de la co-
lumna de Sephadex G-100. Se usaron las siguientes proteinas marcadoras:
p-Galactosidasa para determinar el volumen de exclusion (Vb)' Glucosa oxi-
dasa (4,2 nm), Peroxidasa (3 nm), Citocromo ¢ (1,8 nm).

Los valores de los radios de Stokes buscados se obtuvieron por inter-
polacion grafica de acuerdo con el método de Laurent y Killander (1964),

/2 en funcion del radio de Stokes correspon-

representando el (-log Kav)1
diente de las proteinas marcadoras. El Kav se define como la relacion:

Ve - V0

av

t Vo

donde Ve: volumen de elucion de la proteina.
Vo: volumen de exclusion de la columna.

Vt: volumen total de la resina.

11.2. Coeficiente de sedimentacién (s)

Los valores de coeficientes de sedimentacion se obtuvieron de los da-
tos de sedimentacidn en gradientes de sacarosa, a partir de la relacion

lineal que se logra graficando la distancia recorrida por las proteinas
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marcadoras desde la superficie del gradiente, en funcion de sus respecti-
vos valores de s (Martin y Ames, 1961). Los coeficientes de sedimentacidn

de los distintos tipos de PDE se obtuvieron por interpolacion grafica.

11.3. Peso molecular (Mr)

Se utilizo para el cdlculo de los pesos moleculares el método descrip-

to por Siegel y Monty, 1966, aplicando la formula:

6% Nn
Mr = 20,w .a. sZO.w
1-v P20,w
donde N : Nimero de Avogadro
T,0 . - Viscosidad del agua a 20 °C 1,1 x 107¢
’ cm Seg
a : radio de Stokes (nm)
Sy @ coeficiente de sedimentacion (10'13 seg)
v : volumen especifico parcial (se considerd V = 0,74 cm3/g)
by, : densidad del agua a 20 °C (0,988 g/cm’)

11.4. Coeficiente friccional (f/f )

Para determinar el coeficiente friccional se utilizaron los parametros
calculados de Tos radios de Stokes (a) y de los pesos moleculares (Mr); se

aplico la formula de Siegel y Monty, 1966:




11,5, Parametros hidrodinamicos de las proteinas marcadoras

La siguiente tabla resume los valores de los parametros utilizados

correspondientes a las proteinas marcadoras.

COEFICIENTE DE  RADIO DE PESO
PROTEINA SEDIMENTACION STOKES MOLECULAR
(s) (nm) (K)

p-galactosidasa 15,9a 6,8a 520
Citocromo ¢ 1,7a 1,8a 12,4
Peroxidasa 3,5P 3,04¢ 39,8
Fosfatasa alcalina 6,3d 2,93c 80d
Glucosa oxidasa 8,3e 4.18c 152¢

a- Haga et al, 1977
b- Cecil y Ogston, 1948
c- Valores de radios de Stokes obfenidos a partir de la formula de Haga

et al, 1977:

k T

67 n20,w D

20,w
donde los valores de coeficientes de difusion corregidos (D20 w) fueron
»

obtenidos de tablas (Cecil y Ogston, 1951; Garen y Levinthal, 1960).

k : Constante de Boltzman

"20,w: viscosidad del agua a 20 °C
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T : 293 °K

d- Cecil y Ogston, 1951

e- Garen y Levinthal, 1960

12, DETERMINACION DE LOS VALORES DE LOS PARAMETROS CINETICOS

A los efectos de la determinacion de los valores de Km y Vm, se uti-
lizaron varias formas de tratamiento de los datos obtenidos en el estudio
de las velocidades iniciales (v) en funcidon de diferentes concentraciones
de sustrato (S) segin la ecuacion de Michaelis:

Vm

Km
1+ ==

Asi, siguiendo a Dixon y Webb, 1958, se analizd cada conjunto de datos

mediante las siguientes ecuaciones:

a- =Km 1 +

vV S
m m

L 1
v V
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13. OTRAS TECNICAS APLICADAS

13.1. Sintesis de ATP-y S2p]

Se siguio la técnica de Glynn y Chappel, 1964, con las modificaciones

introducidas por Chang et al, 1974,

13.2. Purificacién del AMP ciclico [°H ]

Se procedié a la purificacion del AMP ciclico [3H] mediante el pasaje
de la muestra a través de una pequefia columna de resina AG 50 W - X8 (100-
200 mesh), en su forma H+. Luego de sembrada la muestra, se eluyd la co-
lumna con agua destilada, recogiéndose el eluido en pequefias fracciones
en las cuales se dosd la radioactividad; se descarté el primer pico (5°'
AMP) y se juntaron las restanées fracciones con radioactividad (AMP ci-
clico), las que se llevaron a sequedad en un evaporador rotatorio a tem-
peratura ambiente, Se resuspendio el residuo seco en etanol 50 % en un
volumen igual al original y se guardd a -20 °C. Para constatar la pureza
del nucledtido, se cromatografio una alicuota de la fraccion purificada
en capas delgadas de PEI - celulosa, utilizando CILi 1 M como solucidn de

desarrollo.

14, MEDICION DE LA RADIOACTIVIDAD

Se realizd la medicion de las muestras radioactivas en un contador de
centelleo 1iquido utilizando solucion centelleadora de tolueno. Para me-

dir la radioactividad en soluciones acuosas (ensayo de PDE, contaje de
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las rodajas de gel de poliacrilamida disueltas) se utilizé una mezcla de
solucion centelleadora de Arkopal - Tolueno (1:3 V/V),

Composicion de la solucion centelleadora:

0,1 g de dimetil POPOP 1,4 bis 2(4-metil-5fenil oxazolil benceno)
4 g de PPO0 2,5-difeniloxazol

en 1 1 de tolueno

15, REACTIVOS UTILIZADOS

AMP ciclico 2,631 : Actividad especifica 38 Ci/mmol. Radio Chemical

Centre (Amersham).

32 2

P : En solucidon clorhidrica, utilizado en la sintesis de ATP-[13 Pl
Comision Nacional de Energia Atomica.

Reactivos provistos por Sigma Chemical Company:

Todas las proteinas y enzimas marcadoras. Veneno de serpiente (Ophiopha-
gus hannah). Tripsina de pancreas bovino tipo I1I, inhibidor de tripsina
de clara de huevo tipo III, Tripsina-acri]amida, Seroalbimina bovina cris-
talina fraccion V, Subunidad cata]itiéa de quinasa de proteina de corazdn
bovino, histona tipo II - S de timo de ternera, antipaina, leupeptina,
PMSF, TLCK, benzamidina, EGTA, EDTA, TCA, Pipes, 2-Mercaptoetanol, sulfa-
to de amonio (grado III), sacarosa (qrado I), PPO, dimetil POPOP, ATP,
AMP ciclico, 5' AMP, adenosina, Reactivo azul 2-agarosa (1-4 umoles de
reactivo azul 2 por ml de gel), AMP ciclico-agarosa (AMP ciclico ligado
por el C8 a través de un brazo espaciador de 6 dtomos de carbono) y DEAE-

celulosa (microgranular).



E1 Arkopal fue donado por Quimica Hoechst.

Acrilamida, bisacrilamida y azul de coomassie fueron provistos por Merck
o Fluka.

Temed fue de Eastman Kodak, o-dianisidina fue de BDH.

Las resinas AGI - X 2 (200-400 mesh) y AG 50 W - X 8 (100-200 mesh) fue-
ron de Bio-Rad.

Sephadex G-25 (poro medio), Sephacryl S-300, Sephadex G-100 (de poro su-
per fino) fueron provistos por Pharmacia Fine Chemicals (UPPSALA).

E1 papel de fosfocelulosa fue whaFman.

E1 resto de los reactivos utilizados fue de grado anmalitico.
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RESULTADOS

1. VARIACIONES DE LA FORMA MOLECULAR DE LA PDE DE AMP ciclico SEGUN EL

ESTADIO DEL CRECIMIENTO FILAMENTOSO

Los primeros estudios del mecanismo de regulacion de 1a PDE de AMP
ciclico de M. rouxii por fosforilacion y por protedlisis habian estable-
cido que ambos mecanismos producen un incremento de la actividad catali-
tica en forma alternativa, no aditiva y que dicho incremento es del orden
de 1,5 a 3 veces respecto de la actividad basal (Galvagno et al, 1979;
Moreno et al, 1982), Estos valores fueron variables entre las distintas
preparaciones, e incluso el que algunas fueran insensibles a dicho meca-
nismo regulatorio, hizo pensar en la existencia de una poblacion molecu-
lar heterogénea de la enzima. E1 problema consistid en establecer qué ti-
po de heterogeneidad era la responsable de las variaciones a la suscepti-
bilidad requlatoria. Esto es, si existen dos tipos de moléculas, unas re-
gulables y otras insensibles, que cbnducen a que la activacion resultante
sea en consecuencia un reflejo de la proporcidén de uno y otro tipo mole-
cular, o bien si existe una poblacion dnica de moléculas, todas las cua-
les responden de un mismo modo a la activaciom, pero que dicha poblacion
varia en los diferentes cultivos. Una tercera alternativa resulta de una
combinacién de ambas posibilidades.

Asi, cuando se proces0 una preparacion enzimatica, proveniente de un
micelio de fase exponencial media, hasta la etapa de fraccionamiento por
un sulfato de amonio (ver Materiales y Métodos) y se la sometié a croma-

tografia en DEAE-celulosa, se obtuvieron los resultados de 1a figura 1l-a.



Fig. 1. Perfiles de elucion de la actividad de fosfodiesterasa en croma-
tografia de DEAE-celulosa de extracto de miceTios cosechados en
diferentes estadios de crecimiento.

A- fraccién SA (175 mg) de un micelio cosechado en fase exponen-
cial media.

B- fraccidn SA (50 mg) de células en germinacidn incipiente.

C- fraccion SA (167 mg) de un micelio de fase estacionaria.

La cromatografia se desarrolld como se describe en Materiales y Métodos
en ?na columna de 1,4 cm x 14,5 cm (A y C) y en una columna de 1 cm x 6
cm (B).

En alicuotas apropiadas se doso:

actividad de fosfodiesterasa basal (e), despuds de tripsinizacion (o),
bajo condiciones fosforilantes (@)

Proteina (A535 ...)

Conductividad ( — )
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Como puede verse, la actividad de PDE eluyo como un ancho pico que abarcd
un amplio rango de concentracion salina. Cuando se comparé la actividad
basal con la obtenida mediante el ensayo en condiciones fosforilantes o
después de tratamiento con tripsina, se encontrd, como puede observarse
en la misma figura, que las fracciones eluidas a fuerza ionica mas baja
fueron muy activables, en tanto que las eluidas a mayor concentracién sa-
lina fueron insensibles a los tratamientos de activacion, De este modo se
pudieron separar distintoé tipos de PDE que difieren en el grado de res-
puesta a la activacion (desde las muy activables hasta inclusive aquellas
completamente insensibles), todos provenientes de un mismo cultivo. A los
efectos de simplificar el lenguaje, de aqui en mas se van a denominar

PDE I al tipo activable y PDE II al tipo insensible, por supuesto sin que-
rer significar con ello formas moleculares definidas.

En la figura 1-a puede verse también que los grados de activacion ob-
tenidos son valores que comprenden 4 a 6 veces, esto es, variables y ma-
yores a los encontrados previamente (de 1,5 a 3 veces) en que se habia
trabajado con el conjunto de ambos tipos PDE I y PDE II (Galvagno et al,
1979; Moreno et al, 1982). De esta forma resulfaria que el grado de ac-
tivacion en una preparacion dada es, muy probablemente, la resultante de
cada uno de los correspondientes de un conjunto de formas moleculares, ca-
da uno aportando un distinto nivel de susceptibilidad a la activacion por
ambos mecanismos de fosforilacion y protedlisis.

A los efectos de estudiar la composicion de la poblacion enzimatica
en distintas fases de crecimiento de micelio, se realizé el mismo tipo de

andlisis mediante cromatografia en DEAE-celulosa, de preparaciones enzi-
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maticas provenientes de los siguientes estadios:
a- Cultivo de células redondas con tubo germinal incipiente (fig 1-b).

b- Cultivo de micelio de fase estacionaria en el que el crecimiento se ha
interrumpido y ha comenzado la autolisis de las hifas mas viejas (fig

1-c).

Como puede verse, en la cromatografia en DEAE-celulosa de las prepara-
ciones de células en germinacion incipiente, toda actividad de PDE es sen-
sible en alto grado a la activacion v eluye en el rango de fuerza ionica
correspondiente al tipo PDE I; en el eluido a concentracidn salina mayor,
no se detecta actividad de PDE. Por el contrario, las preparaciones obte-
nidas de micelio cosechado en fase estacionaria, dan un agudo perfil de
actividad en cromatografia en DEAE-celulosa, casi insensible a la activa-

cion por fosforilacion o por protedlisis y que eluye a una fuerza idnica

correspondiente al tipo PDE II (fig 1-c). Estos resultados indicarian que

-las formas moleculares de PDE obtenidas varian segin el estado de creci-

miento del hongo, pasando de un tipo altamente activable en las células
en germinacion incipiente hasta un tipo completamente insensible en un
micelio de fase estacionaria; estadios de crecimiento intermedio eviden-
cian ambos tipos moleculares en proporciones variables entre las distin-
tas preparaciones (resultados no mostrados).

Estos resultados sugieren la existencia de una forma molecular "nati-
va" activable por fosforilacion o protedlisis que daria origen al tipo
insensible muy probablemente por un mecanismo de protedlisis endogena.
Esta idea se sustenta en el hecho de la susceptibilidad demostrada por 1la

PDE de MUCOR a la activacidn por tripsinizacion controlada y en el hecho



de que esta transformacion torna a la enzima insensible a la activacion
por fosforilacion (ver mas adelante). Ademas es bien conocido que la fase
estacionaria en los hongos filamentosos esta acompafiada por autolisis con
la consecuente liberacion de enzimas catabolicas como, por ejemplo, di-
versas proteasas. Si se pensara en un proceso proteolitico gradual, se
podria entonces entender el ancho perfil en cromatoqrafia en DEAE-celulo-
sa de una preparacion proveniente de un micelio de fase exponencial media
(fig 1-a); resultaria asi una poblacion heterogénea de moléculas de PDE
producida por distintos grados de protedlisis ocurrida "in vivo" o duran-
te las preparaciones enzimaticas, a pesar de la inclusion de inhibidores
de proteasas en las soluciones preparativas (ver mas adelante y Tabla I),
Con el objeto de estudiar si en las esporas de M. rouxii existe una
PDE preformada y a qué tipo corresponde, se procedid a realizar una pre-
paracion enzimdtica proveniente de esporas y a analizarla por cromatogra-
fia en DEAE-celulosa, Efectivamente, se encontrd una actividad de PDE de
AMP ciclico activable por fésfori]acién v por protedlisis con un perfil
cromatografico (fig 2) muy parecido al obtenido a partir de una prepara-
cidn de células ‘en germinacion incipiente (comparar con la fig 1b); si
bien se encontrd exclusivamente el tipo activable, el grado de activabili-
dad resulto ser menor que el encontrado para las células germinales inci-
pientes y, en general, para el tipo PDE I. Esto podria deberse a una accidn
proteolitica mpas pronunciada como consecuencia de utilizar un método de
ruptura de las esporas mas drastico y por ello quizas conducente a la Ii-
beracion de proteasas por disrupcion de estructuras subcelulares (ver Ma-

teriales y Métodos).
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Fig. 2. Perfil de elucion en cromatografia de DEAE-celulosa de la acti-
vidad de fosfodiesterasa proveniente de esporas.

La fraccidén SA de una preparacion proveniente de esporas (5 mg) fue cro-
matografiada en una columna de 0,8 cm x 3 cm. En alicuotas apropiadas se
dosdé actividad de fosfodiesterasa basal (e), activada por tripsinizacion
(o) o bajo condiciones fosforilantes (o). Se midido conductividad ( — )
a través de todo el gradiente.

Las flechas ubican la posicion de elucion de las fracciones PDE I y POE

II (ver fig. 1.).
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2. ACTIVIDADES PROTEOLITICAS Y ACTIVACION DE LA PDE DE M. rouxii

La activacidon de las enzimas por protedlisis controlada es un hecho
ampliamente conocido, en particular para varias fosfodiesterasas de dis-
tintos origenes y localizacidon tisutar (Epstein et al, 1978; Tucker et al,
1981; Strewler et al, 1978; Miki et al, 1975), en cuyos sistemas se han
encontrado actividades proteoliticas endégenas responsables de modifica-
ciones estructurales.

Ante las evidencias de la existencia de actividades proteoliticas en
nuestro propio sistema y los antecedentes registrados en la literatura,
se estudio la relacion entre la activabilidad de 1a molécula fosfodieste-
rasica de MUCOR, la aparicion de las miltiples formas y las actividades
proteoliticas endogenas. Todas las nreparaciones enzimaticas se habian
realizado en presencia de benzamidina y EGTA por su accion inhibidora de
proteasas. Para estudiar la accidn proteolitica endogena. se eliminaron de
una muestra de la fraccion PDE I altamente activable los inhibidores de
proteasas presentes en las soluciones preparativas. Para ello, la muestra
fue filtrada rapidamente por una columna de Sephadex G-25 equilibrada con
una solucién conteniendo Tris-CIH 10 mM pH 7,4, 2-mercaptoetanol 2 mM,
EDTA 1,5 mM (Solucidn L). Inmediatamente después de la filtracidén en una
alicuota se dosaron las actividades basal y activada, valores estos que
se consideraron "contro!" (ver Tabla I), en tanto que la muestra restan-
te fue dividida en diversas fracciones y mantenida a 4 “C durante 24 hs,
Cada fraccion contenia por separado cada uno de los inhibidores de pro-
teasas indicados en la Tabla I o ninguno. Después del periodo de 24 hs,

se ensayaron nuevamente las actividades basal y activada en cada una de



Tabla I. Activacidn por tripsina de la actividad de fosfodiesterasa des-

pués de su mantenimiento en presencia de inhibidores de proteasas

500 unidades de la fraccion PDE I se filtraron ranidamente a través de
una columna de Sephadex G-25 (ver texto). En una alicuota Jde 2 ul del e-
luido, se doso inmediatamente la actividad de fosfodiesterasa basal y ac-
tivada por trinsina, obteniendose los valores de 3,0 y i0,1 unidades res-
nectivamente (valor "control"), El eluido restante fue dividido en mues-
tras de 20 u1 cada una y mantenido a 4 °C durante 24 hs con los agregados
indicados. Después de este periodo, se ensay6 actividad de fosfodiesterasa
basal y activada por tripsina en alicuotas de 2 ul de cada una de las
muestras (ver Materiales y Métodos). Bajo estas condiciones, los inhibi-
dores de proteasas quedan diluidos 40 veces durante la preincubacidn con
tripsina. Todos los ensayos fueron hechos nor triplicado.

Agregados Actividad de Fosfodiesterasa Activacion (%)
(unidades)
Basal + Tripsina
Ninguno 8,7 10,4 119
TLCK (0,1 mM) 5,3 10,7 201
PHSF (0,4 mM) 6,5 10,5 471
Benzamidina (20 mM) 1,9 9,6 505
EGTA (5 mM) 2,1 10,4 495
Antipaina (3 ug/ml) 2,0 10,1 505
Leupeptina (20 ug/ml) 1,8 9,8 544
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las fracciones. Como puede verse (Tabla I), la actividad basal de la en-
zima mantenida en ausencia de inhibidores se elevd a casi el valor de la
aftividad control activada (resultd activable solamente 1,2 veces). En
algunas preparaciones, la actividad basal alcanzo el valor exacto de la
activada, reduciendo las veces de activacion al valor limite de 1 después
de 24 hs a 4 °C (resultados que no se muestraﬁ). Sin embargo, las frac-
ciones conteniendo inhibidores tales como EGTA, antipaina, leupeptina y
benzamidina, mantuvieron los valores de actividad basal y las veces de
activacion en el orden de los correspondientes al control. Coro puede ver-
se, la pérdida de las veces de activacion ocurre a expensas de un aumento
de la actividad basal hasta el valor activado alcanzado en condiciones
fosforilantes o de tripsinizacion controlada. La inclusion de ciertos in-
hibidores de proteasas evitd este proceso de aurmento de la actividad ba-
sal (algunos inhibidores tales corio TLCK y PMSF s6lo resultaron parcial-
mente eficientes a las concentraciones utilizadas) lo que esta evidencian-
do una vez mé; la participacion de protedlisis endogena en la pérdida de
la susceptibilidad requlatoria de la PDE de M. rouxii.

Con la nfpbtesis de que la actividad proteolitica es la responsable
de 1a heterogeneidad de las formas moleculares de la PDE de MUCOR, se in-
tentd convertir al tipo PDE I en el PDE Il por protedlisis endogena. La
figura 3 muestra que la PCE I mantenida en ausencia de inhibidores de pro-
teasas durante 24 hs a 4 °C y habiendo aumentado su actividad basal unas
cinco veces, exhibe un perfil cromatoagrafico en DEAE-celulosa similar al
correspondiente al tipo PDE II (s6lo se ve una muy pequefia porcion que
eluye a la fuerza idnica correspondiente a la de la PDE I, probablemente

consecuencia de protedlisis incompleta). En forma similar, se ha podido
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Fig. 3. Perfil de elucion de la actividad fosfodiesterasica en cromato-
grafia en DEAE-celulosa de la fraccion PDE I sometida a proteo-
1is1s endogena.

La fraccién PDE I (4 mg) obtenida de una columna de DEAE-celulosa (ver
fig 1 A) fue dializada durante 24 hs a 4 °C contra solucion L y luego
cromatografiada en una columna de 0,8 cm x 3 cm. Alicuotas apropniadas de
cada fraccién fueron dosadas para actividad de fosfodiesterasa basal (e),
activada por tripsina (o) y bajo condiciones fosforilantes ( @ ).
Conductividad ( — ).
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transformar el comportamiento en cromatoarafia en DEAE-celulosa del tipo
POE I en el de la PDE II por tripsinizacion controlada de aquella (se han
obtenido perfiles idénticos al mostrado en la figura 3).

De esta forma, se ha podido demostrar que la proteolisis es, al menos,
uno de los mecanismos responsables del polimorfismo de 1a PDE de AMP ci-
clico de MUCOR, coincidiendo estos resultados con otros sistemas informa-
dos en la literatura, como por ejemplo, el de mioblastos de rata (Narin-
drasorasak et al, 1982).

Si en Mucor el proceso generador de la heterogeneidad de formas mole-
culares fuera la proteolisis endGgena, entonces podrian encontrarse dife-
rencias en el tamafio molecular de los tipos PDt I y PDE II. Sometidos es-
tos dos tipos a centrifugacion en gradientes lineales de sacarosa, se en-
contro que la forma activable sedimenta con un coeficiente de sedimenta-
cion aparente de 4,1 a 4,5 S (figura 4 a); un valor dentro de este rango
fue obtenido nara la enzima proveniente de células en germinacian inci-
piente (resultados no mostrados). La forma PDE II sedimenté con un valor
de 3,1 a 3,5 S (figura 4 b), coincidiendo con el perfil de la enzima pro-
veniente dé un micelio de fase estacionaria y con 1a'PDE I transformada
por protedlisis endogena o por tripsinizacidon controlada (resultados no
mostrados ). Estos hechos son congruentes con la idea de que la accion

proteolitica es generadora de las multiples formas de la enzima.

3. PURIFICACION PARCIAL DE LA FORMA ACTIVABLE DE PDE

El estudio acerca de la participacion de la protedlisis en la apari-

cion de multiples formas enzimaticas, en la pérdida de la susceptibilidad
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Fig. 4. Perfiles de Sedimentacién de las fracciones PDE I y PDE II obte-
nidas por cromatografia en DtAE-celulosa.

A- Fraccion PDE 1 (15 mg; 3900 unidades)
B- Fraccion PDE II (23 mg; 3800 unidades)

La centrifugacion se realizd como se describe en Materiales y Métodos.
En alicuotas de cada fraccibn se doso actividad de fosfodiesterasa ba-
sal (e), activada por tripsina (o) y bajo condiciones fosforilantes (o).
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requlatoria y en las variaciones con el estadio de crecimiento del mice-
lio, no aclara la funcion que in vivo tendria la protedlisis como meca-
nismo regulatorio. Hasta el momento no se ha podido dilucidar a través de
estas aproximaciones experimentales si la accion proteolitica que activa
irreversiblemente a la enzima ocurre en el organismo como un mecanismo

de regulacidn especifico, o bien si se produce durante las preparaciones
enzimaticas, como consecuencia de la liberacion generalizada de enzimas
degradativas (las cuales varian con el estado de crecimiento del hongo)
en el proceso de ruptura del material bioldgico.

Sea como fuere, resulta imprescindible, a los evectos de purificar la
enzima en su forma activable para estudiar los mecanismos moleculares de
su forma de regulacidn, la minimizacion de los efectos de la protedlisis
endogena en las preparaciones.

Consecuentemente con este planteo, se modifico el medio de cultivo
del hongo reemplazando la peptona del mismo (ver Moreno et al, 1982) por
un hidrolizado acido de caseina con el fin de minimizar la induccion de
proteasas. Asi mismo, se intent6 un método de ruptura del micelio lo me-
nos drastico posiﬁ]e (ver Materiales y Métodos), de manera de no provocar
la destruccidn de lisosomas y vesiculas con la consiguiente liberacion de
actividades proteoliticas.

Por otra parte, se incorporaron habitualmente a las soluciones prepa-
rativas y a lo largo de todos los pasos de purificacion, inhibidores de
proteasas tales como el EGTA y la antipaina. Con estos nuevos procedi-
mientos se intentd purificar parcialmente la enzima activable a través de

los pasos detallados en la Tabla II. La fraccidn soluble del micelio co-



95

sechado en fase exponencial media, sometido a un corte con sulfato de
amonio, constituyd la muestra que se cromatografié en DEAE-celulosa para
obtener la porcion activable (PDE I) de un perfil similar al mostrado en
la figura 1 a (ver Materiales y Métodos). Posteriormente se sometid a la
fraccion PDE I a cromatografia en Sephacryl $-300 (figura 5 a) primero y
luego a Sephadex G-100 (figura 6 a). Como puede verse, en ambas filtra-
ciones moleculares, la actividad de PDE presenta un perfil de elucidon re-
lativamente aqudo, activable en toda su extension. Al cabo del Gltimo pa-
so, Sephadex G-100, se pudo obtener una purificacion de unas 500 veces
respecto de la fraccion S-100 (Tabla II). Se realizaron los calculos de
purificacion en funcion de las actividades activadas por cuanto los nive-
les basales aumentan con el transcurso del tiempo a causa de la protedli-
sis enddgena. tn efecto, a pesar de las modificaciones introducidas en
las preparaciones y de la inclusion de inhibidores de proteasas en las
soluciones preparativas, el proceso proteolitico no se detiene comp]eta-
mente. Esta dramatica pérdida de la capacidad de activacion con el enve-
jecimiento de la preparacion resulta un factor muy dificil de salvar en
los intentos de purificacion de la enzima y es coincidente con anteceden-
tes expuestos en la literatura, para otros sistemas enzimaticos (Tucker
et al, 1981).

Estas dificultades hicieron imposible avanzar en la purificacion de
la forma activable mas alla de los niveles logrados. Sin embargo resulta
muy importante destacar que las nuevas condiciones de crecimiento del mi-
celio y la ruptura suave para la preparacion de los extractos enzimaticos

resultaron muy ventajosas. Asi, cuando los medios de cultivo contienen



Tabla II. Purificacion de la forma activable de 1a fosfodiesterasa de AMP

ciclico.
Preparacidn a partir de 100 g de micelio (peso himedo). Todos
los detalles de preparacion se detallan en Hateriales y Métodos.

Fraccion Proteina Volumen Actividad Actividad Rendimiento Purificacion
~total  especifica
(mg)  (ml1) (unidades) (unidades/mg) (%) (veces)

S-100 3500 200 38.500 11 - 100 1

SA 945 95 35.000 37 91 3,4
DEAE-celulosa 66 6,5 17.300 262 45 23,7
SEPHACRYL S-300 16 1,5 10.000 625 26 55,3
SEPHADEX G-100 1,1 0,25 6.100 5.545 16 493



Fig. 5. Cromatoarafia en Sephacryl S-300. Perfil de elucion de la acti-
vidad de fosfodiesterasa.

A- Fraccion PDE I obtenida a partir de un extracto de un micelio
crecido en un medio conteniendo casaminoacidos y sometido a
condiciones suaves de ruptura (ver Materiales y Métodos).

B- Fraccidon PDE I obtenida de un extracto de un micelio crecido
en un medio conteniendo peptona y sometido a condiciones
drasticas de ruptura.

La cromatografia se realizo sembrando 70 mg de proteina (alrededor de
18.000 unidades) en cada uno de los casos, en una columna de 2,1 cm x
88 cm y se desarrolld segin se detalla en Materiales y Métodos. En ali-
cuotas de cada fraccidon se dosd actividad de fosfodiesterasa basal (e),
activada por tripsina (0) y bajo condiciones fosforilantes (o), y pro-
teina ( ... ).

Vo: Volumen de exclusion
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Fig. 6. Cromatografia en Sephadex G-100. Perfil de elucion de la activi-
dad de fosfodiesterasa.

A- Fraccion S-300 correspondiente al extracto de un micelio cre-
cido en un medio conteniendo casaminoacidos y sometido al me-
todo suave de ruptura.

B-Fraccion S-300 correspondiente al extracto de un micelio cre-
cido en un medio conteniendo peptona y sometido a condiciones
drasticas de ruptura.

C- Representacién grafica de la relacidon entre los valores del
( -log Kpy)1/2 de cada una de las proteinas marcadoras y sus
correspondientes valores de radios de Stokes.

Se sembraron 16 mg de proteina (alrededor de 10.000 unidades) en cada
caso y se desarrolld la cromatografia en una columna de 1,5 x 57 cm segin
1o descripto en Hateriales y Métodos. En alicuotas de cada fraccion se
dosd actividad de fosfodiesterasa basal (e), activada nor tripsina (o) y
bajo condiciones fosforilantes (@) y proteina ( ... )

Vo: Volumen de exclusion '

Cit c: Citocromo c

Perox: Peroxidasa

G.0.: glucosa oxidasa
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peptona y la ruptura del material bioldoaico se hace en un homogenizador

Omnimixer con perlas de vidrio, la accidn proteolitica se expresa mucho

mas aceleradamente. Bajo estas condiciones, si bien se ha podido obtener

luego de cromatografia en DEAt-celulosa el perfil ya mostrado resolviendo
las fracciones PDE I y PDE II, las cromatografias sucesivas de la fraccidn
PO I por Sephacryl $-300 (figura 5 b) y por Sephadex C-IOO (figura 6 b)
muestran perfiles relativamente anchos, desdoblados y con pérdida de 1la
capacidad de activabilidad, comparado con los correspondientes provenien-
tes de la preparacion de un micelio crecido y procesado bajo las nuevas
condiciones descriptas (fig 5 ay 6 a). tstos resultados evidencian una
accion proteolitica mas persistente en estos casos, a pesar de la inclu-
sion de inhibidores de proteasas en las soluciones preparativas.

Ulteriores pasos de purificacidn conducen a una pérdida total de la
susceptibilidad regulatoria a la fosforilacion o a la protedlisis contro-
lada.

Como se ha sefialado, el tiempo de envejecimiento de las preparaciones
resuita un parametro critico en el intento de purificacion de la forma
activable de PDE. Con el objeto de obtener un grado de purificacion mayor
en el menor nimero de pasos posibles, se intentaron cromatografias de a-
finidad que habian sido utilizadas exitosamente en la purificacion de
fosfodiesterasas de otros organismos (Morril et al, 1979; Helfman et al,
1981; Sharma y Johri, 1982). E1 intento de utilizar una columna de AMP
ciclico-agarosa resultd infructuoso pues la actividad de PDE de MUCOR no
es retenida por dicha resina, como asi tampoco la mayor parte de la pro-

teina de la preparacion. Un ejemplo de un perfil de cromatografia en esta
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columna puede verse en la figura 7.

También se ensayd la cromatoqrafia en Azul 2 - agarosa. Si bien la
forma insensible de la enzima (fraccion PDE II) es retenida por la resina
y el eluible utilizando soluciones de alta fuerza idnica conteniendo AMP
ciclico o bien mediante soluciones de alto pH (alrededor de pH ¥), el
tipo activable PDE 1 no se retiene en la columna y ademas el procesamien-
to de la cromatografia conduce a una gran pérdida de la actividad enzima-
tica. Un perfil de cromatografia en Azul 2 - agarosa de la fraccion PDE I
puede verse en la f{gura 8. El que 1a forma activable no sea retenida en
tanto que la insensible si, podria deberse a una afinidad diferencial de
ambos tipos enzimaticos por el ligando de la resina. Estos resultados son
similares a los descriptos para la PDE de cerebro, estimulable por calmo-
dulina, cuyo comporiamiento en columnas de Azul dextrano - agarosa de-
pende del grado de protedlisis sufrido (Tucker et al, 1981).

Antecedentes de estos resultados fueron presentados previamente (Gal-
vagno, 1982); la cromatografia en Azul 2 - agarosa conducia a una pérdida
de la capacidad de activacidn de la POE de MUCOR. Los estudios realizados
por Galvagno se llevaron a cabo con el conjunto de la preparécién énzimé-
tica, sin separar los tipos activable e insensible y sin una minimizacion
eficiente de la protedlisis endogena por el uso de inhibidores adecuados;
del conjunto de la enzima cromatografiada, solamente una porcidn era re-
tenida y recuperada ésta por elucion, resultaba entonces insensible. Se
nace evidente ahora, a la luz Je los actuales resultados, que en dicha o-
peracion ocurria una separacion de ambos tipos enzimaticos.

Poderos entonces concluir que los intentos de acortar los tiempos de
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Fig. 7. Cromatografia en columna de AMP ciclico - agarosa

Se sembraron 4 ml de la fraccidén PDE I (1 mo de prote1na/nl 1.000 unida-
des) resuspendida en Solucion D, en una colunna de 1 ml de AHP ciclico -
agarosa equilibrada con So]ucién D. La cromatografia se desarrolld como
se describe en Materiales y Métodos. En cada fraccidn se dosd actividad
de fosfodiesterasa basal (e), activada por tripsina (o) y bajo condicio-

nes fosforilantes (o) y proteinas ( .
Fracciones 1-4: Percolado del sembraoo 5 8 Lavado con Solucidon D

9-12: Eluido con Clita 1 M en Solucion S (Eluido salino)

13-16: Eluido con CINa 1 M, AP ciclico 1 mt! en Solucion D
(Eluido especifico)
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Fig. 8. Cromatoqrafia en columna de Azul 2-agarosa

Se cromatografiaron 4 ml de la fraccion PDE I (1 mg de proteina/ml; 1.000
unidades) en una columna de 1 ml de Azul 2-agarosa equilibrada con Solu-
cion D. La cromatografia se desarrolld como se indica en itateriales y Mé-
todos mediante la elucion por fuerza idonica y AMP ciclico. En cada frac-
cion se dosd actividad de fosfodiesterasa basal (e), activada por tripsi-
na (o) y bajo condiciones fosforilantes (©) y proteina ( ... 9

Fracciones 1-4: Percolado de! sembrado; 5-8: Lavado con Solucion D

9-18: Elucion con CINa 0,1 M, AMP ciclico 10 mM en Solucidn D
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envejecimiento en el proceso de purificacion resultaron, hasta el momen-

to, infructuosos.

4, ESTUDIO Dt LOS PARAMETROS FISICOS

Se ha intentado avanzar en la caracterizacion de las miltiples formas
de PDE de M. rouxii a través de una aproximacion a los parametros fisicos
y cinéticos.

Como ha sido evidenciado, la protedlisis enddgena es un proceso gra-
dual, que se expéesa en la aparicion de una poblacion molecular heterogé-
nea. Esto puede apreciarse inmediatamente a partir del amplio rango de
concentracion salina que cada tipo abarca en la cromatografia en DEAE-ce-
Tulosa (ver figura 1), Esta heterogeneidad se hace también evidente en los
demas estudios de caracterizacion fisica. Asi, la amplitud de los perfiles
de filtracion molecular (fig 5 v 6) son variables entre las distintas
preparaciones y en aquellas en donde aparecen picos desdoblados, la pro-
porcion entre los mismos es distinta en cada preparacion (resultados no
mostrados). Por supuesto, también son variables los valores de coeficiens
tes de sedimentacion para cada una de las preparaciones enzimaticas obte-
nidas del paso de Sephadex G-100. De alli que los pardmetros fisicos ob-
tenidos presenten un rango de valores, como puede verse en la Tabla III.
Esta multiplicidad de formas moleculares se hace también evidente del pa-
trén de proteinas con actividad enzimdtica obtenido por electroforesis en
ael de poliacrilamida (ver figura 10 a y a').

A juzgar por los valores de radios de Stokes obtenidos, la protedlisis
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conduciria a un cambio conformacional de la molécula enzimatica que va
expresando una asimetria creciente desde la forma activable a la insensi-
ble (Tabla III).

Con el objeto de estudiar desde el punto de vista cinético el meca-
nismo que conduce a la activacion por fosforilacion y por protedlisis, se
determinaron los valores de Km y Vm para las actividades basal, activada
por fosforilacion y activada por protedlisis, del tipo PDE I, asi como
ias determinaciones cinéticas para el tipo insensible (PDE II; Tabla III).
Como puede verse, la activacion de la PDE I conduce a un incremento de
los valores de Vm de hasta 15 veces respecto del correspondiente para la
actividad basal; los valores de Km no sufren una modificacion significa-
tiva, como tampoco respecto de los valores correspondientes de Km del ti-
po insensible PDE II (Tabla III). También aqui los valores difieren de
preparacion en preparacion, indicando una heterogeneidad de especies mo-
leculares. Los valores de activacion que se han logrado en estos ensayos
son mucho mayores que los informados anteriormente (Galvagno et al,1979;
Moreno et al, 1982), lo que pone de manifiesto el éxito alcanzado en la
preparacion y conservacion del tipo activable 1o mas "nativo" posible.

Los valores logrados evidencian ademas que la activacion de la enzima
por cualquiera de los dos mecanismos, fosforilacion o protedlisis, no pro-
voca un cambio de afinidad de la enzima por el sustrato, sino solamente
un aumento en la velocidad de reaccion. El que la forma insensible tampo-
co difiera en la afinidad enzima-sustrato respecto de la forma activable,
basal y activada por tripsina, apoya la idea de la protedlisis endogena

como responsable de 1a formacion del tipo no activable.



Tabla III. Parametros fisicos y cinéticos de los tipos activable e insen-
sible de la fosfodiesterasa de AMP ciclico.

Activable Insensible

Radio de Stokes 3,45 - 3,55 3,65 - 3,75
(nm)

Coeficiente de

Sedimentacion 4.5 - 4,1 3,5 - 3,1
(s)

Peso Molecular 72 - 67 59 -~ 54
(K)

Coeficiente friccional 1,25 - 1,32 1,42 - 1,5

A B L

Km 0,8-1,1 0,5-1,3 0,5-1,2 1,2 - 1,6

(1M) :

iy /6 -20 280-3/0 270- 30

(unid/mg)

Todos los calculos de los parametros se hicieron segﬂn'se dascribe en Mate-
riales y Métodos. Los cdlculos de los pesos moleculares se realizaron uti-
lizando los datos individuales de radios de Stokes y de coeficientes de
sedimentacidn correspondientes a una misma preparacion.

A: Actividad basal
B: Actividad activada por fosforilacion
C: Actividad activada por protedlisis
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5. HECANISMO DE REGULACION POR FOSFORILACION Y PROTEOLISIS

La activacion por fosforilacion dependiente de AP ciclico de la PDE
de M. rouxii fue puesta en evidencia con preparaciones de la enzima li-
bres de quinasa de proteina dependiente de AMP ciclico enddgena y por los
requerimientos de condiciones fosforilantes (Horeno et al, 1982).

Un resultado muy importante se obtuvo al lograr activacion de la PDE
por subunidad catalitica de quinasa de proteina heterdloga. Este hallazgo
demuestra firmemente que la fosforilacion dependiente de AMP ciclico esta
involucrada en el proceso de activacion de la actividad fosfodiesterasica
de MUCUR; ademds constituye una herramienta muy util para el estudio de
dicho mecanismo regulatorio, por cuanto la actividad fosforilante de la
subunidad catalitica no requiere AMP ciclico. Todas las activaciones por
fosforilacion descriptas en este trabajo se han realizado utilizando sub-
unidad catalitica de quinasa de proteina dependiente de AMP ciclico de
corazon bovino.

Se estudié 1a fosforilacion de la molécula enzimitica desde diversos
puntos de vista. En la figura 9 pueden verse los perfiles de actividad
basal de PDE y activada por fosforilacion y protedlisis , de las fraccio-
nes PDE 1 y PDE II luego de someterlas a electroforesis en gel en condi-
ciones no desnaturalizantes. Como puede verse en la figura 9 a., después
de electroforesis el tipo PDE I permanecio muy activable por fosforila-
cion o protedlisis controlada. Por el contrario, el tipo PDE II (figura
9 b.) se mostrd absolutamente insensible a los tratamientos activantes.
Estos resultados constituyen una prueba muy importante en favor de que el

mecanismo de activacion involucra directamente a la molécula de fosfodies-



Fig. 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida de las fracciones PDE I
y PDE IT.
A- Fraccion PDE I (6 mg; 1.500 unidades)
B- Fraccion PDE II (9 mg; 1.500 unidades)

E1 desarrollo de la electroforesis y el procesado de los geles se reali-

'z como se describe en Materiales y Métodos., En cuartos de rodaja de gel

se ensayd actividad de fosfodiesterasa basal (e), activada por tripsina
(o) y bajo condiciones fosforilantes (D).
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terasa. Los valores de Rf que se han obtenido en estos experimentos, rea-
“lizados con diversas preparaciones, varian de unos a otros indicando una

vez mas la heterogeneidad de las formas moleculares. Se obtuvieron valo-

res de Rf en el rango de 0,59-0,62.

A los efectos de demostrar fehacientemente la fosforilacion de la mo-
lécula enzimatica, se realizaron incubaciones en condiciones fosforilan-
tes con subunidad -catalitica y ATP-[732P Jde la preparacion de PDE acti-
vable proveniente del paso de Sephadex G-100 la cual esta libre de quina-
sa de proteina enddgena, de la que se separa en el paso de filtracidn por
Sephacryl S-300 (resultados no mostrados). Luego de la incubacion se so-
metio a la pfeparacién a electroforesis en gel en condiciones no desna-
turalizantes y se dos6 actividad de PDE e incorporacion de 32P a lo largo
del gel (figura 10 a.). Como puede verse, la actividad de PDE aparece re-
partida en un pico principal y uno menor acompafiante, mostrando ambos in-
corporacion de fosforo radioactivo. Ademds, se ven dos bandas de proteina
con incorporacién'de marca radioactiva (figura 10 a' y a''), cuyos valo-
res de relacion de frente (Rf) son coincidentes con los de actividad de
PDE. E; decir que aparecen dos bandas proteicas con actividad fosfodies-
terdasica e incorporacion de fosfato radioactivo en las mismas.

Preparaciones un poco mds envejecidas presentan tres bandas de acti-

"vidad e incorporacion de marca radioactiva (resultados no mostrados). Es-

tos resultados evidencian una vez mas la multiplicidad de formas molecu-
lares de PDE de M, rouxii.
Con el objeto de estudiar la interrelacion molecular de los mecanis-

mos de activacion por fosforilacion y por protedlisis, se estudiaron en



Fig. 10. Electroforesis en gel de poliacrilamida de la fraccion G-100 de
fos fodiesterasa fosforilada con ATP-[73¢P ]

A- Fraccion G-100, tipo activable (175 ug; 960 unidades)

B- Fraccion G-100, tipo activable (175 ug; 960 unidades) sometida a pro-
te6lisis controlada con tripsina-acrilamida después de fosforilacidn
(ver Materiales y Métodos)

C- Fraccion G-100, tipo insensible (200 ug; 600 unidades). La fraccion
PDE II fue cromatografiada por Sephacryl S-300 y Sephadex G-100 (frac-
cion G-100) y sometida a fosforilacion como se describe en Materiales
y Métodos).

En mitades de rodaja se dosd actividad de fosfodiesterasa (e) e incorpo-
racién de 32P (o).

a' - ¢': Perfil de Proteinas tefiidas con azul de coomassie de cada una de
las muestras,

a'' - ¢'': Autorradiografia de cada una de las muestras correspondientes.
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geles de poliacrilamida los efectos de la tripsinizacion controlada con
tripsina-acrilamida de la enzima fosforilada previamente. Como puede ver-
se (figura 10 b.), la marca de fésforo desaparecid completanente, en tan-
to que la amplitud del pico de actividad asi como el perfil de bandas de
proteinas fue prééticamente idéntico (fiqura 10 b' y b''). De esta manera
se evidencia que la region de fosforilacion esta comprendida en la reqidn
removible por protedlisis. Resultados coincidentes se han obtenido en un
estudio similar en el cual primero se procedid a tripsinizar la prepara-

cion enzimatica y luego a fosforilarla con ATP-[‘{32

Pl y se analizaron
los perfiles de actividad enzimatica y radioactividad en geles de polia-
crilamida. Aqui tampoco se encontrd incorporacion de marca radioactiva
a las moléculas fosfodiesterdsicas (resultados no mostrados).

Con el proposito de estudiar si la protedolisis endogena también re-
mueve la region fosfori]ab}e de la molécula enzimatica, se sometio al ti-
po PDE II proveniente de cromatocrafia en DEAE-celulosa, a los pasos de
purificacion de Sephacryl S-300 y Sephadex G-100. A la preparacion asi ob-
tenida se la incubd en condiciones fosforilantes con ATP-[732P ly se la
analizd por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones no des-
naturalizantes (figura 10 c.). Como puede verse, no aparece fosfato radio-
activo que acompafie a la actividad fosfodiesterdsica ni a ninguna otra
banda de proteina (figura 10 c' y c'').

La protedlisis enddyena, al igual que la tripsinizacion controlada,
elimina de la molécula de PCE la region fosforilable. Este resultado re-

fuerza aqueilos que se obtuvieron en los que se demuestra que el tipo PDE

II es producto de la protedlisis del tipo PDE I.
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DISCUSION

Ha sido descripta la presencia de miltiples formas de fosfodiestera-
sas de nucledtidos ciclicos en muy diversos organismos, especialmente en
tejidos de mamiferos (Strada y Thompson, 1978). Asi se han descripto
formas de fosfodiesterasas de AMP ciclico de alta Km activables por cal-
modulina, las de alta :afinidad por el AMP ciclico insensibles a calmodu-
lina, las mixtas que hidrolizan tanto AMP ciclico como GMP ciclico. Se
han descripto formas cinéticas de fosfodiesterasas de nucledtidos cicli-
cos pertenecientes a un mismo tejido, como las de mucosa de colon de rata
(Craven et al, 1983). tn eucariontes inferiores también se ha descripto
polimorfismo de fosfodiesterasas. En levadura de panaderia se han descrip-
to dos formas, una de alta Km, saoluble, que hidroliza AMP ciclico y GMP
ciclico (Fujimoto et al, 1974; Londesborough y Suoranta, 1983) y otra mi-
crosomal, de baja Km y especifica para el AMP ciclico (Londesborough y
Jonkkari, 1982). En N. crassa se han descripto diversas formas de fosfo-
diesterasas de nucledtidos ciclicos (Téllez-Inon et al, 1982) con distin-
ta especificidad de éustrato, algunas de las cuales presentan formas a-
gregadas. Estos constituyen algunos ejemplos dentro de los numerosos exis-
tentes que evidencian el amplio polimorfismo de las fosfodiesterasas de
nucledtidos ciclicos. Puede plantearse que cuando las diversas fosfodies-
terasas de un tipo celular difieren en la afinidad de sustrato, la espe-
cificidad de sustrato o la modulacion por efectores, podria suponerse que
estas enzimas no estan relacionadas estructuralmente entre si. Sin embar-

go, cuando las miltiples formas de un mismo tipo celular son indistingui-
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bles por criterios cinéticos o requlatorios simples, surgen dos cuestio-
nes: si las varias formas estan interrelacionadas o son interconvertibles
y si tal interrelacidon posee algun significado metabdlico o regulatorio.

En este trabajo se describe la presencia de multiples formas de fos-
fodiesterasa de AMP ciclico en el hongo M. rouxii, cuya presencia depende
de! estado de crecimiento del micelio. Una forma activable por fosforila-
cién o por protedlisis controlada (PDE 1) que eluye a baja fuerza idnica
en cromatografia en DEAE-celulosa v es la Unica forma presente en células
con tubo germinal incipiente. Una forma insensible a la requlacion por
anbos mecanisros de fosforilacidn v protedlisis (PDE II) que eluye en
cromatografia en DtAE-celulosa a mayor fuerza ionica y es el tipo predo-
minante en prenaraciones de micelios cosechados en fase estacionaria.

Una mezcla de ambas formas en proporciones variables aparece en pre-
paraciones de micelios cosechados en fase exponencial media. También se
pudo demostrar que la forma insensible puede obtenerse por protedlisis
controlada a partir de la forma activable y que es altamente probable que
esta sea la causa del polimorfismo en las preparaciones. La heterogenei-
dad molecular se acentia con el transcurrir del tiempo y va alterando el
tamafio molecular de la enzima.

Hasta el momento no se ha nodido dilucidar el significado metabdlico
de la aparicion de las multiples formas, esto es, si el proceso proteoli-
tico responsable aparentemente del polimorfismo ocurre in vivo o si la
1iberacion generalizada de actividades proteasicas conduce a la protedli-
sis de la PDE de MUCOR durante la preparacion de los extractos. Algin

elemento de juicio para resolver este problema lo aportaria el estudio de
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dichas actividades proteoliticas, investigando la nosible existencia de
alguna especifica o intimamente relacionada con la PDE, como na sido des-
cripto para otros sistemas (Strewler y Manganiello, 1979).

No ha sido estudiado hasta ahora el estado de activacion de la PDE a
lo Targo del crecimiento filamentoso. Existen en la literatura diversos
estudios acerca de cambios en los niveles de actividad de fosfodiesterasa
durante los ciclos de crecimiento, como por ejemplo, en cultivos prima-
rios de nepatocitos de rata adulta (Lad et al, 1984), en el desarrollo
tenprano de embridon de pollo (Neuman, 1Y83) o durante la agregacién celu-

lar y diferenciacion para formar cuerpos fructificantes en Dictyostelium

discoideum (Mullens et al, 1984)., En M. rouxii, la susceptibilidad a la
activacion por fosforilacion de la fosfodiesterasa podria explicar cam-
bios reversibles en el nivel de actividad de la enzima. Recientemente, en
nuestro laboratorio, ha sido estudiada la actividad fosfodiesterasica du-
rante la morfogénesis aerdbica levadura-micelio de M. rouxii (Cantore et
al, 1983). Se ha demostrado un mdximo de actividad de PDE coincidente con
un minimo en el nivel intracelular de AMP ciclico; este punto de maxima
actividad resulta casi no estimable bajo condiciones fosforilantes, lo que
indicaria que la enzima estaria fosforilada en dicho momento de 1a morfo-
génesis. Si bien harian faita estudios adicionales para comprobar la va-
lidez fisiolonica de este mecanismo de regulacion por fosforilacion de la
PDE de MUCOR, estos representan resultados preliminares nuy importantes.
También contribuiria al entendimiento del significado fisioldcico del
sistema requlatorio el estudio de la desfosforilacion de la fosfodiestera-

sa in vivo. En M. rouxii han sido descriptas actividades de fosfatasas de
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fosfoproteinas (Seigelchifer y Passeron, 1984) y también se ha demostrado
en extractos poco purificados del hongo, 1a reversibilidad de la activa-

cion a través de incubaciones en condiciones desfosforilantes (Moreno et

al, 1982). Seria de interés investigar la existencia de una posible acti-
vidad de fosfatasa relacionada con la PDE.

A lo largo de este trabajo se ha podido demostrar concluyentemente
que la activacion por fosforilacion involucra la incorporacion de fosfato
directamente en la molécula fosfodiesterasica (fioura 10.). También se ha
podido estudiar de! mismo modo, es decir a través de la incorporacion de
fosfato radioactivo, la interrelacion molecular Jde ambos procesos de acti-
vacion, fosforilacion y protedlisis. La region que contiene el o los si-
tios de fosforilacion de la molécula enzimatica se halla comprendida en
1a region susceptible a protedlisis. De este modo, podria suponerse que
tanto la fosforilacion como la protedlisis, aunque ésta en forma irrever-
sible, conducirian a una alteracidn conformacional cuyas consecuencias
serian un incremento de la Vm, como se discutira mas adelante. tste meca-
nismo basado en la coincidencia topografica de las zonas regulabies por
fosforilacién y por protedlisis ya ha sido descripto para otras activida-
des enzimiticas (Kaufman y Fisher, 1974; Abita et al, 1976); para estos
sistemas se ha propuesto un modelo en el cual la molécula enzimatica con-
tendria un "dominio" inhibidor que seria desplazado de su sitio inhibito-
rio por la adicion reversible de grupos fosfato que ejercerian una repul-
sion electrostatica, o bien por 1a accidon irreversible de la protedlisis
controlada.

Un modelo similar podria explicar en nuestro sistema la no aditividad
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observada en ambos mecanismos de activacion. Como puede verse en la elec-
troforesis en gel (fiqura 10 b') el patron de bandas de proteina produci-
do por tripsinizacion no difiere significativamente del de la preparacion
de 1a .enzima "nativa" fosforilada (figura 10 a') a pesar de que este tra-
tamiento e:imind por completo ta marca radioactiva. E1 proceso de proted-
lisis que conduce a la heterogeneidad de especies de PDE es un proceso
gradual que va generando las miltiples formas moleculares (notense las
neterogéneas conductas cromatoardticas, las variadas velocidades de sedi-
mentacion y de migracion en electroforesis en gel, los diversos grados de
activabilidad a partir de los extractos enzimaticos y durante el enveje-
cimiento de la preparacion). Este proceso proteolitico gradual también ha
sido descripto para la fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos de alta Km,
estinulable por calmodulina, de cerebro bovino (Tucker et al, 1981). Me-
diante la tripsinizacidn en condiciones controladas de la PDE de MUCOR
'nativa’ se logrd eliminar la reqion de fosforilacion de la molécula en-
zinatica alcanzandose un alto grado de actividad po; estimulacion de la
actividad basal.

Tanto la fosforilacion como la protedlisis conducen a aumentar la Vm
de la actividad fosfodiesterasica sin una modificacion apreciable de la
afinidad enzima-sustrato, a juzgar por los estudios cinéticos que se han
realizado (Tabla III). Si bien las conclusiones son coincidentes con re-
sultados previamenie publicados (Moreno et al, 1982), los valores obteni-
dos difieren; esto puede deberse a que los estudios anteriores fueron re-
alizados con una mezcla de los dos tipos de enzima, activable & insensi-
ble, en una preparacion mas enriquecida en actividades pnroteoliticas en-

ddcenas y, por lo tanto, con un proceso de pérdida de la capacidad de ac-
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tivacion mas acelerado.

Resulta muy importante destacar las dificultades presentadas a lo
largo de los pasos sucesivos de purificacion en cuanto a los intentos de
alcanzar una minimizacion de la protedlisis endogena. Estas dificultades
son frecuentes en los sistemas eucariontes inferiores, particularmente en

hongos; tal el caso, por ejemplo, de B. emersonii en donde los estudios

de regulacion de la quinasa de proteina dependiente de AMP ciclico se han
hecho muy dificiles por la accién de proteasas endbgenas, cuya actividad
na podido ser minimizada recientemente por el uso de antipaina en las so-
luciones preparativas (Brochetto-Braga et al, 1982; Lopez-Gomés et al,
1983).

Como se ha demostirado a 1o largo de este trabajo, las proteasas endo-
genas conducen a un aumento de la actividad basal que hace perder la sus-
ceptibilidad regulatoria de la PDE de MUCOR. Esto ocurre a pesar de la in-
clusion de inhibidores de proteasas en las soluciones prepartivas, cuya.
accion no resulta completamente suficiente. El tiempo de envejecimiento
de las preparaciones enzimaticas es dramatico en cuanto a la pérdida a la
susceptibitidad requlatoria. Es por ello que sé buscéron procedimientos
tendientes a abolir la accion de las proteasas en las preparaciones enzi-
maticas. De acuerdo con esto, se modifico el medio de cultivo del hongo
reenplazando la peptona por un hidrolizado: acido de caseina con el obje-
to de desfavorecer la induccion de proteasas; ademas, se ha procurado un
método de ruptura del micelio relativamente suave con el fin de hacer mi-
nima la desintegracion de estructuras subcelulares, en particular, liso-

somas y vesiculas nortadoras de proteasas. Con estas modificaciones se ha
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podido atenuar la accidn proteolitica. Asi, se ha podido purificar el ti-
po activable a 1o largo de cuatro pasos y realizar los estudios mecanis-
ticos comentados. Es importante destacar que pese a todas esta modifica-
ciones, en la cromatografia en DEAE-celulosa aparece también el tipo no
activable (PDE II) en preparaciones de micelios cosechados en fase epr-
nencial media. Se ha demostrado que el estado de crecimiento del hongo es
determinante para la aparicion como unica forma del tipo activable (cul-
tivo de células con tubo germinal iﬁcipiente) 0 de una mezcla de propor-
ciones variables de ambas formas activable e insensible. La purificacion
de la actividad enzimdtica requiere de una cantidad abundante de material
biolagico como punto de partida; de alli que resulte necesario trabajar
con un micelio de fase exponencial media de crecimiento, cuyo rendimiento
es nucho mayor.

kn sintesis, se ha podido avanzar en la purificacion de la enzima ac-
tivable, aunque no suficientemente como para alcanzar un grado de homoge-
neidad de la enzima, conservando aiin su susceptibilidad regulatoria. Con
el objeto de reducir el nimero de nasos de purificacion y de acortar los
tiempos de envejecimiento de la preparacion, se intentd ia utilizacion de
cromatografias de afinidad (cromatografia en Azul 2 - agarosa; cromatogra-
fia en AMP ciclico - agarosa) con resultados negativos. Un medio que se po-
dria intentar en un futuro con el objeto de reducir el consumo de tiempo
durante las preparaciones y que ha sido utilizado exitosamente en sistemas
con dificultades parecidas, es el desarrolio de inmunocromatografias no
desnaturalizantes (Scott-Hansen y Beavo, 1932; Levin et al, 1982).

En retacion con las variadas actividades fosfodiesterasicas de nucle-
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otidos ciclicos descriptas en los diversos sistemas, es la primera vez
que se describe en eucariontes inferiores la combinacion de 1os mecanis-
mos de reqgulacion descriptos en organismos superiores de fosforilacion
dependiente de AMP ciclico (Marchmont y Houslay, 1980, a y b) y de prote-
0lisis (miki y Yoshida, 1972; Sakai et al, 1973; Epstein et al, 1978). En
extractos de mioblastos y misculo esquelético de rata se ha descripto un
sistema de miltiples farmas de fosfodiesterasas de AMP ciclico de alta
afinidad por el sustrato (Narindrasorasak et al, 1982; Ball et al, 1980).
Las miltinles formas encontradas derivaron por procesos de agregacion o
de proteélisis de una forma orianinal, la cual es capaz de ser activada
por un proceso de fosforilacion dependiente de AMP ciclico o por proteo-
lisis controlada. En este sistema se plantea que algunas de las formas
enzimaticas son artificios del proceso de homogenizacion. En el sistema
de MUCOR no se ha podida dilucidar, como ya se ha comentado, si las multi-
ples formas ocurren in vivo o después de la preparacion de los extractos
enzimaticos. e todas maneras se debera investigar este problema a través
de otros enfoques experimentales. Es importante déstacar la analogia apa-
rente del sistema de fosfodiesterasa de MUCOR con el descriptd en mioblas-
tos y misculo de rata (Narindrasorak et al, 19b2) antes comentado, dado
que este G1timo corresponde a un sistema bioldgico mucho mas complejo y a
una linea de evolucion totalmente distinta.

La complejidad del sistema regulatorio de la PDE de MUCOR, junto a
otros sistemas enzimaticos regulables descriptos en este hongo, tal como
1a requlacion por fosforilacion dependiente de AMP ciclico de la trehala-
sa (Dewerchin y Van Laere, 1Y34) harian a este género de hongos portador

de un sistema metabdlico altamente complejo.
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