
Di r ecci ó n:Di r ecci ó n:  Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :Co nta cto :  digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis de Posgrado

Caracterización de la fosfodiesterasaCaracterización de la fosfodiesterasa
de AMP cíclico del hongo dimórficode AMP cíclico del hongo dimórfico

Mucor rouxii : Regulación de laMucor rouxii : Regulación de la
actividad enzimática poractividad enzimática por

fosforilación-desfosforilaciónfosforilación-desfosforilación

Galvagno, Miguel Angel

1981

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Biológicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Galvagno, Miguel Angel. (1981). Caracterización de la fosfodiesterasa de AMP cíclico del hongo
dimórfico Mucor rouxii : Regulación de la actividad enzimática por fosforilación-
desfosforilación. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1676_Galvagno.pdf
Cita tipo Chicago:

Galvagno, Miguel Angel. "Caracterización de la fosfodiesterasa de AMP cíclico del hongo
dimórfico Mucor rouxii : Regulación de la actividad enzimática por fosforilación-
desfosforilación". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. 1981. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1676_Galvagno.pdf

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1676_Galvagno.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1676_Galvagno.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


(III“IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIÍIIIIIIIIIIIIIIIIIIlllIIIIII‘IIIIII

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

CARACTERIZACION DE LA FDSFÜDIESTERASA DE AMP CICLICÜ DEL HDNGÜ

DIMDRFICÜ MUCDR RÜUXII

REGULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA PUR

FDSFDRILACIÜN-DESFÜSFÜRILACIDN

Autor: Lic. Miguel Angel Galvagno

Director: Prof. Dra. María Susana Di Bernardo de Passeron

Lugar de trabajo: Departamento de Química Biológica

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (U.B.A.)

Tesis presentada para optar por el título de:

DÜCTÜR EN CIENCIAS BIÜLÜGICAS

—19a1—



A mis padres

A m1 hermano



‘IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

AGRADECIMIENTOS

- A Susana Passeron quien me inició en el estudio de un nuevo

aspecto de la investigación en biologia y me enseñó, con su

ejemplo cotidiano, que el trabajo científico es importante en

la medida en que se encare con amor, seriedad y sin claudica

ciones.

Al Dr. Jorge Uright por ser mi maestro de micología, por haber

me alentado generosamente en todo momentodurante la realiza

ción de esta tesis y por haber depositado su confianza en mi.

A mis compañeros del laboratorio de Biología Molecular por he

ber compartido conmigo estos años de labor y aprendizaje y es

pecialmente a Silvia y a Maria Leonor quienes estuvieron siem

pre dispuestas a darme con cariño parte de su tiempo para esq!

char y solucionar mis incontables "dudas bioquímicas".

A María Esther Ranalli por haberme iniciado en la investiga

ción cientifica.

Al personal técnico del laboratorio que colaboró eficazmente

con mi tarea y en particular a la Sra. Alicia de Alcaraz por

su bondad y su responsabilidad en el trabajo.

Al Departamento de Quimica Biológica y al P.R.H.Ü.M. por las

posibilidades que mebrindaron para poder realizar este trabajo.



- A los miembros del Instituto Campomar,especialmente al Dr.

Carlos Cardini y al grupo del Dr. Torres por la colaboración

desinteresada prestada en todo momento.

Al Departamento de Biologia, a mis profesores, al personal tec

nico y de maestranza, al personal de Secretaria y a mis compa

ñeros por quienes guardo un profundo cariño y a los que conoci

y me conocieron a lo largo de tantos años de compartir todas

mis cosas, tanto las buenas comolas malas.

A mis alumnos de quienes aprendi mucho más de lo que ellos

aprendieron de mi.

A la Sra. Mary Ibáñez por la dedicación puesta en el mecanogra

fiado de esta tesis. A la Sra. Nora Telesca por la ayuda orian

da en todo momento.

Finalmente a la Facultad de Ciencias Exactas donde pasé casi la

mitad de mi vida.



-ABREVIATURAS UTILIZADAÉ EN EL TEXTO

ABF

5'AMP

AMPc

AMPcíclico

Ac-PDE

Ac-QP

ARN

ATP

BSA

BtZAMPc

CDA

cpm

CTP

DEAE

dibutiril AMPc

dimetil PDPDP

D.Ü.

DTT

EDTA

EGTA

GMPc

GMPcílico

azul de broma fenol

5'fdefatu de adenosina

AMPcíclico

3':5'-fdefato de adendsina

foefodiesterasa de AMPc

quinaaa de proteína dependiente de AMPc

ábido ribonucleico

5'-trifdsfato de adendsina

serdalbfimine bovina

dibutiril AMP:

coenzima A

cuentas por minuto

5'-trifosfato de citidina
dietilaminoetil

3':5'-fdsfatd.N6 ,02' -dibutiriladenoeina

(1,h-bis [2(h-metil-5-fenil oxazolil] benceno)
densidad óptica
ditiotreítdl
ácido etilendiamindtetraecético

ácido etilenglicol-bis-(F -aminoetileter)
N,N' tetraacético

GMPcíclico

3':5' - fosfato de guanosina



Gc-PDE

GTP

5" IMP

IMPC

IMPcíclico

ITP

H

mmol

2+

NAD

NDP

NMP

NMPc

NTP

PDE

PEA

Pipee

pmol

PPí

PPÜ

rpm

fnafodiesterasa de GMPc

5'-trifnsfato de guanosina

5‘-fosfato de inosina

IMPcíclico

3':5'-Foafato de inosina

5'-trifasfato de inoaina

kilodalton

constante de Michaelia de la enzima para el

sustrato

minuto

milimol

catión divalente

nicotinamida adenina dinucleótido

nucleóaido difoafato

nucleóaido munofuafato

nucleósidn monofosfato cíclico

nucleósido trifosfato

foefodiesterasa

alcohol fenetílico

P1perazina-N,N'-bis [2-ácido etanoaulfónico]
picomol

pirofnsfato

(2,5-difeniloxazol)

revoluciones por minuto



Temed

Tris

TTP

UTP

N,N,N',N' tetrametiletileñdiamine

2-amino-2(hidraximetil)-l,3 propanodiol

5'-trifosfato de timidina

5'-trifosfato de uridina

velocidad máximade hidrólisis del sustrato

por la enzima



INTRODUCCION

I. DIMÜRFISMÜ EN HONGOS

II. DIMÜRFISMD EN MUCÜR

II.1.
11.2.

II.3.
II.h.
II.5.
11.6.

II.7.
11.8.

11.9.

Dimorfismo a nivel celular

Dimorfismo y pared celular

Factores ambientales y metabolismocelular

Influencia de loa hidratos de carbono

Acción de inhibidores

Cambiosrespiratorios durante la diferenciación
levadura-micelio

Dimorfismoy sintesis de proteinas

Dimorfismo y poliaminas

Dimorfismo y AMPc

III. PAPEL BIDLÜGICO DEL AMPc EN DTRQSÍEUCARIONTES

INFERIÜRES

111.1.

111.2.

_III.3.
III.u.
111.5.

III.6.

Mucoralea

Blastocladiella emersonii

Neurosgora crasaa

Dictyoatelium discoideum

Ütros hongos

Algas, muagoa y protozoarioa

IU. AMPC EN EUCARIÜNTES SUPERIORES

V. MECANLSMD DE ACCIQN DEL AMPc EN EUCARIÜNTES

SUPERIORES

lÜ

ll
.12

13

16

17

17

19

19

21

22

23

25

26

26

27



UI. FÜSFÜRILACIÜN-DESFÜSFDRILACIÜN DE PRÜTEINEÉ

V1.1.

V1.2.

V1.3.

UI.h.

V1.5.

V1.6.

V1.7.

V1.8.

V1.9.

Modificaciones covalentes de proteinas

Fosforilación y desfosforilación de enzimas

Quinasas de proteínas

Clasificación de las quinasas de proteínas

Quinasas de proteinas dependientes de AMPc

Quinasas de proteínas dependientes de AMPcen

eucariontes inferiores

Quinasa de proteína dependiente de AMPcen

Mucor rouxii

Fosfatasas de fosfoproteínas

Fosfatasas de fosfoproteïnas en Mucorrouxii

VII. METABOLISMO DEL AMPc

VIII. ADENILATÜCICLASA

VIII.1. Adenilato ciclasa en eucariontes inferiores

VIII.2. Adenilato ciclasa en Mucorrouxii

IX. FÜSFÜDIESTERASA

IX.1.

IX.2.

IX.3.

IX.h.

IX.5.

Formas múltiples

Activadores de la actividad de fosfodiesterasa

Efecto de hormonas

Inhibidores de la actividad de fosfodiesterasa

»Fosfodíesterasa en eucaríontes inferiores

X. OBJETIVOS

3D

3D

31

33

35

36

QÜ

#2

#2

uu

bh

#5

#6

kB

#9

'51

59

67

7D

76

BD



MATERIALES Y METQQQE

I. PREPARACION DEL MATERIAL BIDLÜGICO

1.1. Organismo

1.2. Obtención y cosecha de esporas

1.3. Medio de cultivo

I.b. Obtención de micelio

1.5. Obtención de las distintas formas celulares producidas

durante la morfogénesis aeróbica

II. MEDICION DEL CRECIMIENTO

III. DETERMINACIQflng LOS NIVELES INTRA Y EXTRACELULARES

DE AMPc

III.1. Procesamiento de las muestras oara el ensayo

de AMPc

III.2. Valoración del AMPcde las muestras

IV. PREPARACION DE L g EXTRACTOQÍENZIMATICQÉ

IV.1. Preparación de extractos de los distintos estadios

de la morfogénesis aeróbica

IU.2. Obtención de las fracciones aubcelulares de micelio

IV.3. Preparación de los extractos para la purificación,

caracterización y regulación de 1a fosfodiesterasa

de AMPc

U. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICQQ

V.1. Ensayo de la actividad de la fosfodiesterasa
de AMPc

82

82

82

83

8h

8h

86

86

86

88

88

88

89

90

91

91



V.2. Ensayo de la actividad de la Fosfodiesterasa

de AMPoen geles de poliacrilamida

V.3. Ensayo de la actividad de la Fosfodíeaterasa

de GMPC

V.h. Ensayo de la activación de la fosfodiesterasa

de AMPo por ATP.Mg y AMPo.

V.h.1. Ensayo directo de la activación enzimática

V.h.2. Ensayo de la activación enzimática por

preincubación

V.5. Dtros ensayos enzimáticos

V.5.1. Quinasa de proteína dependiente de AMPc

V.5.2. Glucosa oxidasa

V.5.}. Peroxídasa

V.5.h. Fosfatasa alcalina

VI. TECNICAS CRDMATDGRAFICAQ

V1.1. Cromatografía en DEAE-celulosa

V1.2. Cromatografía en papel

V1.3. Cromatografía de afinidad

u1.u. Filtración en gel de Seohadex a-2oo

VII. GRADIENTES DE SACARDSA

VIII. CALCULO DE ALGUNOS PARAMEIBQÉÍHIDRDDINAMICQ__1

MDLECULARES DE LA FDSFDDIESTERAEB DE AMPc

VIII.1. Coeficiente de sedimentación y coeficiente

de difusión

95

95

95

'96

96

97

97

99

99

IÜÜ

lÜD

lÜÜ

101

lÜl

102

103

10h

10k



VIII.2. Radio de Stokes

VIII.3. Peso molecular

VIII.h. Coeficiente friccional

UIII.5. Parámetros hidrodinámicos y moleculares

de las proteínas marcadoras

IX. ELECTROFORESIS EN EEL DE POLIACRILAMIDA

X. OTRAS TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

Identificación de los productos de la reacción

de la fosfodiesterasa de AMPc

Determinación de los volúmenes celulares

Valoración de otros marcadores de peso molecular

Valoracion de proteínas

Purificación del AMPc[3H

Síntesis de ATP[TC-32%
Contaje de radíoactivídad

XI. REACTIVOS UTILIZADOS

RESULTADOS Y DISCUSION

I. VALIDEZ DEL ENSAYO DE FOSFODIESTERASA

DE LOS NIVELES DE AMPC DURANTE LA MORFOGENESIS AEROBICA

II. ACTIVIDAD DE FOSFODIESTERASA DE AMPc Y VARIACIONES

III. CONCENTRACION CELULAR DE AMPc

IV. DISTRIBUCION SUBCELULAR DE LA FOSFODIESTERASA DE AMPC

EN EXTRACTOS DE LA FORMA FILAMENTOSA

lOS

lOS

lOS

LOE

lO7

lO9

lO9

lO9

llO

llO

lll
lll
ll2
113

116

118

125

127



V. ACTIVIDADES DEgEgngDIESTERAgA DE AMPc Y DE EyPc EN

EXTRACTOS SOLUBLES DE MICELIO

V.1. Perfil de elución de las actividades de fosfa

diesterasa de AMPCy de GMPCen columna de

DEAE-celuldsa

V.2. Efectd del BMPcsobre la actividad de fosfodies

terasa de AMPC

VI. PURIFICACION PARCIAL DE LA ACTIVIDAD DE FngODIES

TERASA DE AMPc SOLUBLE

VII. ELECTROFORESIS EHAQEL DE POLIACRILAMIDA DE LA

fgngDIESTERAgA DE AMPc

VIII. PARAMETROECINETICOQADE LA FOEFODIESTERAEA DE AMPc

IX. REQUERIMIENTO DE CATIONES DIVALENTES PARA LA ACTIVIDAD

DE FOSFODIESTERAEA DE AMPc

X. EFECTO DE ALGUNOS INHIBIDORES Y ACTIVADORES CLASICQQ

DE LA FngODIESTERAgAADE AMPc ¿CORE LA ACTIVIDAD DE

LA ENZIMA DE MUCOR ROUXII

XI. EFECTO DE CALMODULINA ÉQERE LA FOSFODIESTERAEAADE AMPc

DE MUCOR ROUXII

XII. ALGUNOS PARAMETRQÉAHIDRÜDINAMICÜS Y MOLECULARES DE LA

FOSFODIESTERASA DE AMPc

XII.1. Coeficiente de sedimentación y coeficiente de

difusión

XII.2. Radio de Stokes

130

132

13h

137

lh5

lhB

151

155

158

160

160

162



XII.3. Cálculo del peso molecular y del coeficiente

friccional

XIII. REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE FDEfÜDIESTERASA DE

AMPc DE MUCÜR RDUXII PUR EQÉEDRILACIÜN-DESFÜSFÜ

RILACIÜN

XIII.1.

XIII.2.

XIII.3.

XIII.A.

XIII.5.

XIII.6.

XIII.7.

XIII.B.

Activación por ATP de la Ac-PDEde una Fracción

enzimática poco purificada

Conservación de la activación por ATP

Dependencia con el tiempo de la activación

de la Ac-PDE por ATP.Mg y AMPc

Efecto de la concentración de ATPsobre la

activación de la Ac-PDE

Requerimientos para la activación de la Ac-PDE

Dependencia de la activación de la Ac-PDEcon

la quinasa de proteína dependiente de AMPc

Parámetros cinéticos de la Ac-PDEactivada

Reversibilidad dei proceso de activación de

la Ac-PDE

XIV. ACTIVACIÜN DE LA FÜSFDDIESTERASA DE AMPc PUR

ENZI

XIV.1.

XIU.2.

MAS PRÜTEÜLITICAS

Relación entre la activación de la fosfodieste

rasa de AMPcpor fosforilación y por proteóliois

Perfil de sedimentación en gradiente de sacarosa

de la fosfodiesterasa de AMPcactivada por fosfig
rilación o por tripsinizaciún

16h

167

167

167

17D

172

175

177

179

181

18h

186



XU. ACTIVACIÜN DE LA FÜSFÜDIESTERAEB DE AMPC LUEGO DE

CRÜMATÜGRAFIA EN COLUMNA DE AFINIDAD

CONCLUSIONES

NÜMENCLATURA DE LAS ENZIMEÉ

BIBLIOGRAFIA

191

199

ZÜÜ



INTRODUCCION



I. DIMÜRFISMÜ EN HÜNGÜS

Existe un cierto número de hongos que presentan una dualidad

fenotipica en la forma de sus células. Dependiendo de las condi

ciones ambientales, pueden crecer bajo la forma de un micelio

compuesto de filamentos largos y ramificados, septados o asepta

dos, o bajo la forma de células levaduriformes, ovoides o esféri

cas que se reproducen por gemación. El término dimorfismo ha si

do Frecuentemente utilizado para referirse a un grupo de hongos

que causan infecciones sistémicas en el hombre y animales, y ha

sido definido por Ainsuorth (1) como "la condición en la cual

se produce una fase parásita levaduriforme y una fase miceliana

saprofitica". Actualmenteel término se utiliza en un sentido

más amplio y comprende a hongos patógenos y no patógenos sin

hacer distinción particular entre las formas de vida saprobias

o parásitas. El dimorfismo, en su sentido más amplio, se define

entonces comouna interconversión reversible de formas levadura

formes y micelianas controladas por el medio ambiente y puede

simplificarse por la notación:

L = forma levaduriforme

M= forma miceliana

Diferentes factores ambientales controlan el dimorfismoen

estos hongos. Asi en el caso de Blastomyces dermatitidis y
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incubación a 37DE no es condicion suficiente para mani

forma levaduriforme o producirla a partir de la filame

en el caso de Sporotricnum_gcnenkii e Histoplasma farc

._ es necesario, además, que el organismo crezca en atmós;

l 002 (5 y 10-20%respecti ¡xa/vente)(4,5). Mientras que en

ea de Histapiasma capsulatum 1a incubación a temperatura:

vadas (370 C) debe estar acompañada por la presencia de am

ácidos con grupos sulfhidrilo (v.g.cisteina) y agentes que]

tEB en El medio de cultivo (V.g. citrato); además el inúcul

empleado debe ser superior a 5.105 células/m1 (6-9).

En el caso de Candida albícans el dimorfismo depende a

mente de las condiciones nutricionales (10).

¡IIIIIIlllllIIIIII...¡¡l...
II, ülflüfiflsfla [IVflaca/7

(clase:
Desde hace más de un siglo este género de hongos'ón de los

Zygomycetes, orden: Mucorales) ha atraído la atenc1

III'"'"'¡III



Paracoccidioides brasiliensís, cuyas formas patógenas son leva

duriformes, la temperatura es el único Factor determinante de la

morfología in vitro (2,3), por lo tanto la notación anterior pug
de escribirse:

25°C.—————‘T'—_‘
37°C

Por otra parte existe un grupo de hongos en los cuales la

incubación a 37DC no es condición suficiente para mantener la

Formalevaduriforme o producirla a partir de la filamentosa. Asi

en el caso de Sporotrichum schenkii e Histoplggmgrfarciminoggm

es necesario, además, que el organismo crezca en atmósfera de

802 (5 y 10-20%respectivamente) (h,5). Mientras que en el ca

so de Histoplasma capsulatum la incubación a temperaturas ele

vadas (370 C) debe estar acompañada por la presencia de amino

ácidos con grupos sulfhidrilo (V.g.cisteina) y agentes quelan

tes en el medio de cultivo (v.g. citrato); ademásel inoculo

empleado debe ser superior a 5.1[15 células/ml (6-9).

En el caso de Candida albicans el dimorfismo depende sola

mente de las condiciones nutricionales (lÜ).

II. DIMÜRFISMÜ EN MUCÜR

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

Zygomycetes, orden: Mucorales) ha atraído la atención de los



investigadores debido a su habilidad de crecer bajo dos formas

según el medio en que se hallen. En presencia de aire, y en me

dio sólido o liquido, desarrollan un micelio cenocitico típico.

El micelio produce frecuentemente estructuras de reproducción

vegetativa llamadas clamidosporas. En el extremo de las hifas

aéreas, y en ciertas condiciones, se producen esporangios que

llevan numerosas esporas asexuales o esporangiosporas. En el gg

nero yugo; existen especies homotálicas y heterotálicas, siendo

estas últimas mayoría, las que se reproducen sexualmente por cg

pulacifin gametangial produciendo una cigospora tipica. El ci

clo de Vida aeróbico del hongo se esquematiza en la Figura l.

En 1857 el botánico alemán Bail (12) observó que en las pag

tes más profundas de cultivos liquidos aeróbicos de M. racemosus,

hongo típicamente Filamentoso, aparecían células esféricas o ni

fas cortas muyengrosadas que se reproducian por gemación.

Posteriormente, Pasteur (13) demostró que las células leva

duriformes se producían simplemente comouna respuesta adaptati

va de Mucor a una atmósfera pobre en oxigeno y observó que la

fase levaduriforme desaparecía con aereación suficiente.

Desde estos primeros trabajos, la adaptación morfogenética

de ciertas especies de Mucora una atmósfera aeróbica o anaerg

bíca ha sido objeto de innumerables estudios que continúan has

ta el presente.
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Mucorresultó ser asi un sistema excelente para el estudio

de las bases bioquímicas de la diferenciación morfológica. Diver

sos Factores estén involucrados en el proceso de diferenciación.

II. 1.Dimorfismo a nivel celular

El ciclo de vida asexual de las especies dimórficas de Mucor,

puede dividirse en tres estadios (1h): a) germinación de la espg

rangiospora, b) crecimiento vegetativo y c) esporogénesis. Es en

los estadios a y b, donde se observan las transiciones dimórficae.

a) Germinaciónggg la esporangiospora. Las esporangiosporas de

flgggg spp.son de forma elipsoidal y su dimensión aproximada es

de 6 x 5 pm. Hay discrepancias en cuanto al número de núcleos por

espora, según Robinom (15) el número de núcleos seria superior a

uno, en cambio Storck y Morrill (16) observaron en la mayoria de

las especies estudiadas un núcleo por espora. La germinación de

las esporangiosporas da origen a células vegetativas levadurifor

mes o a células hifales, dependiendo de las condiciones ambienta

les durante la germinación.

Independientemente de la morfología final, la germinación de

las esporangiosporas puede dividirse en dos Fases (17): crecimieg
to de la espora en una gran célula esférica de aproximadamente

10-18 pm de diámetro y emergencia del tubo germinativo, en el og

so de desarrollo hifal; o producción de una yemaesférica, en el



caso de desarrollo levaduriforme. La formación de la célula es

férica es una Fase de crecimiento verdadero, ya que hay un incre

mento importante de peso seco y de la cantidad de proteina (17).

Durante esta fase se sintetiza gg_ggvguna pared celular, fisica

y químicamente diferente de la de la espora.

Los eventos posteriores difieren según la morfología Final

de la célula. En el caso del desarrollo filamentoso se produce

un aumentoen la polarización de la sintesis de la pared celular

que resulta de la ruptura de la pared de la célula esférica y en

la emisión de un tubo germinativo (17). Si la célula esférica va

a dar origen a una célula levaduriforme, la sintesis de la pared

celular no es polarizada y la ruptura de la pared de la célula

esférica está seguida por la emergencia de una yemaesférica.

b) Crecimiento vegetativo. En aerobiosis, con una variedad

de fuentes carbonadas y en medio sólido o liquido, el crecimien

to vegetativo de tggggr spp. al igual que el de todos los hongos

Filamentosos, está caracterizado por un crecimiento apical de

la pared celular (18). La longitud, ancho y grado de ramifica

ción de las hifas de este hongo, varia con las condiciones de

cultivo.

En anaerobiosís y en presencia de concentraciones altas de

azúcares Fermentables, el crecimiento vegetativo de Mucor spp,

es del tipo levaduriforme y está caracterizado por la presencia



de células esféricas con gemaciónmultipolar y con la síntesis de

la pared celular uniformementedistribuida sobre 1a superficie

celular (18).

Comoel dímorfismo en este hongo es reversible, pueden lo

grarse cambios morfológicos en ambas direcciones. Cuando se in

duce a las células levaduriformes a formar híFas, las yemas se

transforman para Formar uno o más tubos germinativos por polar;

zación de la síntesis de la pared celular. Cuandolas hifas son

estimuladas para Formar células levaduriformes se originan ye

mas esféricas de los extremos hifales. En esta última transfor

mación quedan algunos elementos hifales en el cultivo, aún lue

go de períodos largos.

c) Esporogénesis. En ciertas condiciones el micelio produ

ce esporangiúforos cuyo extremo se dilata y comienza a Former

se el esporangio hacia el cual fluye una gran cantidad de citg

plasma que lleva numerosos núcleos y que se concentra en la

periferia de éste, dejando una parte central estéril (columela).

El protoplasma de la zona periférica se divide en una gran can

tidad de porciones uni o multinucleadas que luego se redondean,

se rodean de pared y maduran para dar las esporangiosporas. Las

esporas se liberan por ruptura de la pared esporangial.



II. 2.Dimorfismo y pared celular

La morfología de los hongos depende de manera fundamental de

la Formade la pared celular, estructura rígida que está determi

nada por la disposición espacial y la estructura molecular de_

sus diversos componentes. Por lo tanto, la dilucidación del meca

nísmo de sintesis de la pared celular es de importancia fundamql

tal en cualquier estudio del dimorfismo en hongos.

Bartnicki-García (19) estudió la composición química de la

pared celular de Mucorrouxii en dos estadios vegetativos, célu

las levaduriformes y micelío. Übservó que la composición cuantí

y cualitativa de la pared celular de las células levaduriformes

y de micelio es semejante, siendo los polisacáridos dominantes

quitina, quitosano y ácidos poliurdnicos; en cambioexisten di

ferencias cuantitativas en el contenido de manosay proteína.

Nose conoce bien el significado de estas diferencias en rela

ción al dimorfísmo, aunque se han encontrado diferencias en la‘

actividad de manosil transferasa en las formas levaduriformes y

filamentosa de esta especie (20).

La quitina forma un esqueleto microfiorilar en la pared ce

lular (21). Bartnicki-Garcia y colaboradores estudiaron los ca

minos metabólicos, localización y posible regulación de la sín

tesis de quitina en M. rouxii; encontraron que la actividad de



quitina sintetasa está localiZada principalmente en la fracción

correspondiente a la pared celular y propusieron un mecanismo

de regulación para la enzima que involucra activación e inacti

vación proteolitica (22). Según dicho mecanismouna proteasa

activaria a la enzima presente comozimógenoen la fracción mi

crosomal, esta activación puede ser bloqueada por un inhibidor,

termoestable y dializable, presente en la Fracción soluble. El

inhibidor mantendría a la enzima comozimógeno. La cantidad re

lativa de la proteasa activadora y del inhibidor difieren en

las células hifales y levaduriformes. En las hiFas los niveles

de proteasa son altos y los del inhibidor bajos, presentándose

la situación inversa en las células levaduriformes. El resulta

do neto seria la producción de una enzima de vida media relati

vamentecorta en las hifas y larga en las células levadurífor

mes (22). Este hecho tendria implicancia morfogenética ya que

en células levaduriformes la inactivacífin de la enzima seria

más lenta, lo que daria cuenta del mayor grosor de la pared ce

lular en estas células (23).

Existen diferencias sustanciales en la cantidad de quitina

por unidad de peso seco entre las células levaduriformes y mi

celianas. Es posible que las enzimas de vida medía corta y lag

ga puedan ser el reflejo de controles impuestos por el tiempo

de generación largo de las células levaduriformes creciendo anae
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robicamente comparado con el tiempo de generación más corto de

las hifas en aerobíosis (1h).

II. 3.Factores ambientales y metabolismo celular

Tal como se señaló, la morfología levaduriforme de algunas

especies de Mucor aparecía cuando la atmósfera del cultivo se

hacía anaeróbica.

Bartníckí-García y Nickerson (2h) estudiaron el papel que

podían tener los distintos factores ambientales asociados al

crecimiento anaeróbico comoeventuales agentes morfogenéticos en

M. rouxií. Demostraron que la presencia de anhídrido carbóníco

era necesaria para el desarrollo de la fase levaduriforme. A

bajas presiones del gas o en su ausencia (atmósfera de nitró

geno puro) obtenían crecimiento totalmente filamentoso. De es

tos estudios concluyeron que el anhídrido carbóníco participa

directamente en el mantenimiento de la fase levaduriforme.

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

Mucor, obtuvieron crecimiento levaduriforme en atmósfera de

nitrógeno puro a condición de que este gas estuviera libre de

trazas de oxígeno y concluyeron que otros factores distintos

del anhídrido carbónico estaban involucrados en el control del

dimorfismo en esta especie.
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Sin embargo, recientemente, Mooneyy Sypherd (26) demostra

ron que en M. racemosus es posible obtener crecimiento levadu

riforme o filamentoso en atmósfera de nitrógeno puro o cualquier

otro gas inerte, dependiendo la morfología del cultivo de la ve

locidad de flujo del gas. Asi, a flujo alto de nitrógeno obtu

vieron crecimiento levaduriforme, mientras que a bajo flujo del

gas el crecimiento era puramente filamentoso. Para explicar es

tos resultados los autores postularon la existencia de una sus

tancia volátil: "Factor Fílamentoso", afin no identificada, la

cual seria la desencadenante del crecimiento apical. Con un al

to flujo de gas, dicha sustancia hipotética seria removida de

los cultivos permitiendo entonces el crecimiento levaduriforme.

En atmósfera de anhídrido carbónico, a alto o bajo Flujo de

gas, el crecimiento era siempre del tipo levaduriforme. Surge

inmediatamente de estos resultados que la acción morfogenética

de la sustancia volátil seria anulada por el anhídrido carbó

nico.

II. h-Influencia de los hidratos de carbono

Bartnicki-Garcia (27) y Passeron y colaboradores (28) es

tudiaron la influencia de la concentración de hexosas sobre la

morfología de Mucor rouxii en condiciones anaeróbicas. Demos

traron que se requiere una concentración minima de glucosa para
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obtener una población netamente levaduriforme; a medida que la

concentración de glucosa disminuye los cultivos tienden a hace;

se más filamentosos. Este efecto de la concentración de glucosa

no puede ser atribuido al incremento de la producción de anhidri

do carbónico, ya que la máximaliberación de este gas se logra

con solo 0,1% de glucosa (27). Bartnicki-Garcia interpreta la

acción de la glucosa comoel resultado de la represión catabó

lica ejercida por metabolitos de este azúcar sobre los procesos

de morfogénesis de la hifa.

II. 5.Accíón de inhibidores

Algunas sustancias químicas alteran los cambios morfogené

ticos normales, y del estudio de su modo de acción han surgido

nuevas hipótesis sobre las causas del dimorfismo. Terenzi y

Storck (29) encontraron que el alcohol fenetílico, inhibidor

del crecimiento celular en bacterias, hongos y animales, indu

ce la formación de células levaduriFormes en cultivos aeróbicos

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

azúcar fermentable en concentración superior a 2%. El alcohol

Fenetilico estimula la producción de anhídrido carbónico y eta

nol e inhibe la fosforilación oxidatíva. Posteriormente, Passeron

y colaboradores (28) encontraron que el cianuro de potasio, inhi

bidor clásico de la respiración, agregado a cultivos aeróbicos
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produce efectos similares al alcohol fenetílico, o sea, induce

el crecimiento levaduriforme. En presencia de diferentes conceg

traciones de cianuro de potasio, es posible observar la transi

ción entre la morfología filamentosa y levaduriforme pasando

por formas intermedias, es decir que a concentraciones interme

dias del inhibidor se pueden encontrar hifes cortas y engrosadas.

En base a estos resultados se concluyó que el metabolismo

oxidativo seria un determinante.importante en el desarrollo fila

mentoso de Mucor.

II. 6.Eambíosrespiratorios durante la difergpciacifin levadura
micelio

Pese a las conclusiones enunciadas en el párrafo anterior,

trabajos posteriores de Rogers, Clark-Walker y Stewart (30) y de

Paznokas y Sypherd (31) demostraron que el metabolismo respiratg

rio de Mucor no estaba correlacionado con la morfología.

Rogers y colaboradores cultivaron M. genevensis en condicio

nes de exceso de glucosa o con glucosa limitante a distintas

concentraciones de oxígeno disuelto. Encontraron que el desarrollo

filamentoso y el metabolismo oxidativo son inhibidos por exceso de

glucosa, sin mayores efectos sobre el desarrollo mitocondrial. Por

el contrario, la adición de cloranfenicol a cultivos filamentosos
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aeróbicos, en condiciones de glucosa limitante, inhibe el de

sarrollo mitocondrial sin inducir la transformación a células

levaduriformes. Los autores concluyen que el metabolismo oxi

dativo no es esencial para el desarrollo filamentoso.

Paznokas y Sypherd estudiaron algunos aspectos del metabg

lismo respiratorio de M.racemosus. Lograron obtener cultivos

filamentosos en condiciones estrictamente anaeróbicas, en at

mósfera_de nitrógeno o argón y a bajo Flujo de gas. Por otra

parte, obtuvieron cultivos levaduriformes en condiciones aeró

bicas por el agregado de Et AMPcal medio de cultivo. Midie2

ron el metabolismo respiratorio de estas células y lo compara

ron con el de cultivos levaduriformes y filamentosos obtenidos

en las condiciones habituales. Hallaron que el micelio obteni

do en atmósfera de nitrógeno posee un metabolismo netamente fer

mentativo, análogo al de las células levaduriformes obtenidas

en atmósfera de anhídrido carbónico. Este micelio carece de mí

tocondrias y el sistema de citocromos no se ha desarrollado.

Por el contrario las células levaduriformes obtenidas en atmfig

fera de oxigeno con Bt2 AMPc,poseen un metabolismo oxidativo

enteramente similar al del micelio que se obtiene normalmente.

Por los resultados reseñados anteriormente parece evidente

que la capacidad oxidativa y el desarrollo mitocondrial no son

factores importantes en el proceso de morfogénesis. Noobstante
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Inderlied y Sypherd (32) encontraron una correlación positiva

entre el desarrollo levaduriforme y una alta capacidad fermentg

tiva. Übservaronque la transferencia de células levaduriformes

de flgggr de una atmósfera de anhídrido carbónico a aire, con

concentraciones progresivamente más altas de glucosa en el me

dio de cultivo retardan la aparición de los tubos germinativos.

Ademáscuando el organismo se desarrolla aeróbicamente, conceg

traciones creciEntes de glucosa en el medio de cultivo provocan

la acumulación de etanol en el medio y se induce un aumento de

las concentraciones intracelulares de intermediarios glucolíti

cos comola fructosa 1-6 difosfato. Se concluyó que el estudio

de las enzimas claves del camino glucolitico seria de gran uti

lidad para dilucidar las bases bioquímicas del dimorfísmo en

este hongo (1h).

Passeron y colaboradores (33-35) y Paznokas y Sypherd (36)

estudiaron una de las enzimas claves de la glucólisis, la pirg

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

traron la existencia de isoenzimas y estudiaron su regulación

por intermediarios de la glucólisis. No se halló una correla

ción entre la morFogénesis y el tipo de piruvato quinasa pre

sente (36), aparentemente esta enzima, no estaria involucrada

en el proceso morfogenético.
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II. 7-Dimorfismoy sintesis gg proteinas

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

cidad de sintesis proteica durante la germinación aeróbica de

las esporas y en el proceso de transformación de células levadu

riformes a micelio. Encontraron un aumento en la velocidad de

sintesis de proteinas durante el periodo de emergencia de los tu

bos germinativos, tanto de las células levaduriformes comode

las esporas (37,38). Este aumentoen la velocidad de sintesis de

proteínas está acompañadopor un aumento en el porcentaje de ri

bosomas activos y en la sintesis de ARNtotal (ARNribosomal y

ARNmensajero), la capacidad sintética disminuye a medida que

los tubos germinativos se alargan (39,AÜ).

A pesar del incremento de la velocidad de sintesis de ARN

mensajero durante la transición de la Forma levaduriforme a la

micelíana (AD), no se pudieron encontrar cambios importantes en

la sintesis de nuevas especies de ARNmensajero y por consiguien

te en la calidad de las proteinas sintetizadas durante la trans;

ción morfogenética. El cambio más importante observado durante

la emergencia de los tubos germinativos, a partir de esporas o

de células levaduriformes, fue la fosforilación de la proteina

S 6 de la subunidad ribosomal hÜ S; coincidiendo el grado má

ximo de Fosforilación de esta proteína cdn el máximode incremeg

to de la sintesis proteica (bl). Aunqueel significado de esta
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fosforilación en el proceso de morfogénesia no está aclarado,

demostraria que durante este proceso se producen cambios por lo

menos de un componente del sistema de traducción.

II. 8.Dimorfismo y poliamínas

Sypherd y colaboradores (1h, #2) estudiaron la variación en

los niveles de poliamínas durante la transición morfogenética

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

Encontraron que se produce un aumento transiente en los niveles

de cadaverina durante los primeros momentosde la aereacíón, pa

ra luego decaer a los niveles encontrados en las células levaduri

formes; con posterioridad a la disminución en los niveles de esta

poliamína, se produce un gran aumento en los niveles de putresci

na y espermidina, muy por encima de los valores encontrados en

las células levaduriformes. Aunqueestos resultados solamente re

Flejan una correlación entre la transición dimórfica y la apari

ción de tres poliamínas, los autores sugieren que estos compues

tos podrian tener una función regulatorio en los procesos metaoá

licos que conducen a los cambios morfogenéticos.

II. 9.Dimorfismo y AMPc

Tal vez el avance más importante en cuanto al esclarecimien

to de las bases bioquímicas del dimorfismo en Mucor se deba a
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los experimentos de Larsen y Sypherd (#3) sobre la acción del

AMPcen Muoor racemosus. Estos autores encontraron que la adición

de Bt AMPCa cultivos aeróbicos del hongo, produce la represión2

del crecimiento apical y promueveel crecimiento levaduriforme.

Para que estos cambios ocurran es necesaria la presencia en el

medio de cultivo de un azúcar Fermentable; en su ausencia, o si

la Fuente carbonada es glicerol, succinato o maltosa el cambio

no ae produce. También pudieron establecer que existe una buena

correlación entre los niveles intracelulares de AMPcy la morfig

logia. Las células levaduriformes contienen mayores niveles del

nucleótido cíclico que el micelio. Los mismosautores demostra

ron que la aereación de un cultivo de células levaduriformes es

tá acompañadapor una disminución en los niveles intracelulares

del nucleótido cíclico, disminución que precede a la aparición

de los tubos germinativoa.

Posteriormente Passeron y colaboradores (bb), encontraron

resultados similares en M. rouxii.

Asi, aunque el AMPces capaz de inducir la morfología leva

duriforme en aerobiosis y se lo encuentra en concentraciones al

tas en este tipo de células, el nucleótido cíclico 25323 no se

ria determinante de la morfología, ya que su acción está condi

cionada a la presencia de un azócar fermentable a concentracio

nes adeouadas en el medio de cultivo.
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De acuerdo a lo expuesto en las secciones precedentes, surge

que la regulación del dimorfismo en Mucor es el resultado de

una interacción

tricionales, en

importante. Por

debe tenerse en

morfismo que se

compleja de numerosos factores ambientales y nu

donde el AMPc, sin duda, desempeña un papel muy

consiguiente,el estudio de su mecanismode acción

cuenta en cualquier modelo de regulación del di

proponga para el género Mucor.

En la Figura 2 se resume el efecto de los principales facto

res ambientales y nutricionales que participan en las transicig
nes dimórficas en Mucor rouxii.

III. PAPEL BIDLquBD DEL AMPc EN ÜTRQE EUCARIÜNTES INFERIÜRES

III. 1 Mucorales

Jones y Bu'lock (#5) demostraron que la adición de AMPcal

medio de cultivo influencia la morfología de Mucorhiemalis y

M.mucedo, dos especies de Mucor no dímórficas, produciendo la

perdida de la dominancia apical y un aumento de la septación

de las células del micelio que recuerda a la morfología levadg

riforme de las Mucorales dimórficas. En estas especies y en

Blakeslea trispora (#5, #6) se encontró que el AMPcpuede mimi

car los cambios morfológicos que se producen normalmente duran

te la reproducción sexual, formación de gametangíos y suspensg
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Figura 2: Ciclo de vida asexual, aeróbico y aneeróbico, de

Mucorrouxíi. Condiciones ambientales y nutricig

nales que influyen sobre el dimorfismo.
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res (ver Fig. l) y aumento en la producción de carotenoides, que

estarian normalmenteinducidos por el ácido trispórico. Los auna

res (#6) postulan que el AMPcJunto con el ácido trispórico se

rian los responsables de la formación de cigóforos en B. trispora.

En Phycomvcesblakesleeanus, se encontraron resultados similares

a los hallados para las especies de M2523mencionadas arriba (A7).

Tambiénse encontró en esta especie que son necesarios niveles ha

jos de AMPcpara el desarrollo y la respuesta fototrópica del es

porangióforo (ha).

III. 2.81astocladiella emersonii

En el hongoacuático Blastocladiella emersonii, se han rela

cionado los_cambios en las concentraciones intracelulares de nu

cleótidos cíclicos con la citodiferenoiación. Se observó que los

niveles de AMPcy GMPccambian marcadamente durante el ciclo de

vida (h9- 51). Los niveles de AMPoaumentan en Forma transiente

durante la germinación de las zoosporas y alcanzan su máximova

lor en el estadío de zoospora hinchada (51); los niveles altos

de AMPcluego declinan y son minimos cuando las células emiten

los tubos germinativos. El tratamiento de las zoosporas con

cicloheximida mantiene el AMPcen sus niveles más altos y a la

población celular comocélulas hinchadas (#9, 51, 52). Esto in

dicaria que los primeros estadios de la germinación, son inde

pendientes de sintesis protéica contrariamente a lo que ocurre
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en M3223. Recientemente Maia y col. (53) V Silverman (5h) encontra

ron que la germinación de las zoosporas de esta especie puede

ser inducida rapidamente por AMPcy postularon que el nucleóti

do cíclico actuaria comouna señal para la iniciación de los

procesos que conducen a la germinación de las zoosporas. Los prime

ros autores señalan que, dado que este proceso está acompañado

por un eflujo de calcio celular, la germinación dependerïa de

la correlación entre la movilización intracelular de calcio y

los niveles de AMPc ya que un ionóforo de calcio (A23187) Egg gg

no induce la germinación, pero el proceso puede desencadenarse

cuando se añade a las zoosporas el ionóforo y concentraciones

subóptimas de AMPc.

III. 3.Neurospora crassa

Los trabajos más importantes en cuanto a la participación

del AMPcen la morfogénesis de Neurospora crassa corresponden a

los grupos de Scott (55, 56) y de Torres (57, 58). El primer grg

po de trabajo,utilizando la mutante colonial (fr) de N. crassa,

que tiene disminuidos los niveles intracelulares de AMPc,logró

restaurar la morfología salvaje bajo condiciones de cultivo que

hacian aumentar los niveles intracelulares de AMPc(56). Estos

mismosautores (55), utilizando la cepa salvaje fueron capaces

de producir fenocopias de mutantes morfológicas coloniales adi
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cionando al medio de cultivo sustancias que hacían disminuir la

concentración intracelular del nucleótido cíclico.

Para dilucidar el papel desempeñado por el AMPcen la morfg

génesis de N. crassa Torres y colaboradores, también trabajaron

con cepas mutantes del hongo. La mutante crisp (cr-l) tiene un

fenotipo colonial ya que no produce hifas aéreas y presenta abug

dante producción de conidios. Estos autores demostraron que los

niveles de AMPcen esta mutante son 10-20 veces menores que los

de la cepa salvaje (57), y encontraron que la adición de AMPco

de su Bt2 derivado al medio de cultivo de la mutante cr-l re

vierte la morfología produciendo una fenocopia de la cepa salva

je (58). De estos resultados surge la importancia del AMPc como

determinante de la morfología de Neurospora, aunque afin no se cg

noce el modo preciso de acción por el cual el AMPcejerce su

acción morfogenética.

III. b.Dictyostelium díscoideum

Dictyostelíum díscoideum posee un ciclo de vida con una fase

vegetativa unicelular ameboidey un cuerpo fructífero multicelu

lar. Cuandose agotan los nutrientes del medio, las amebas for

man agregados que luego se diferencian en una masa de esporas ag

bre un pié celulfisico (sorocarpo) (59). La agregación se produce

por quimiotsxis y la señal quimiotáctica natural es el AMPc
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(acrasina) (60). En las primeras horas de ayuno, en medio sóli

do o liquido, una secuencia de eventos característicos conduce

a la agregación de las amebas; primero desarrollan la habilidad

de responder a pulsos de señales de AMPcy luego son capaces de

emitir la señal por sintesis y liberación oscilatoria de AMPc

(61). Por medio de una serie compleja de movimientos morfogené

ticos el agregado celular forma un seudoplasmodio, conocido

comoestadio "babosa",que puede desplazarse por el medio y que

luego desarrolla el sorocarpo culminante. En este último esta

dio las futuras células del pié son apicales y las futuras es

poras, basales. Las células del pié migran hacia abajo a través

de las esporas dejando a estas en posición apical en el sorocar

po maduro. En las etapas de formación del cuerpo fructífero tam

bién interviene el AMPc.Asi cuando las amebas se incuban en al

tas concentraciones de AMPcforman células del/tipo de las del

pié (62). Tambiénlas porciones anteriores de un seudoplasmodio

en movimiento, que darán origen al pié, completan su desarrollo

en presencia de altas concentraciones de AMPcextracelular, mieg

tras que las que darán origen a las esporas, degeneran (63).

Además se vió que una fuente de AMPcimplantada en el seudoplag

modio induce en su adyacencia grupos de "células pié" (6h). Es

tos hallazgos dan cuenta de la importancia del AMPcen la dife

renciación celular de Dictyostelium.
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III. 5¡Ütros hongos

Se ha estudiado el efecto del AMPcen el proceso de diferen

ciacifin en otros hongos. En Basidiomycetes comoCoprinus

macrorhizus el AMPcinduCe la formación de basidiocarpos (65).

En Schizophvllum commune se encontró que el AMPcadicionado al

medio de cultivo de la cepa salvaje produce una Fenocopia del

fenotipo mutante "bse" (bug's ear) que carece de laminillas (66).

Se observó, además, que esta cepa mutante poseía altos niveles

endógenos de AMPcdurante todo el ciclo de vida, mientras que

en la cepa salvaje solo se producen durante la formación de los

cuerpos fructíferos (67). Aparentementede estos resultados po

dria concluirse que en Basidiomycetes los niveles de AMPCson

determinantes en la Formación del basidiocarpo.

En el hongo imperfecto Aspergillus niger el’AMPcestimule

la velocidad de crecimiento cuando se agrege el nucleótido c1

clico a un cultivo del hongo creciendo en bajas concentraciones

de cinc y en los primeros estadios del proceso de Fermentación

más tarde en el ciclo celular la respuesta del micelio al AMPc

cambia y el nucleótído inhibe el crecimiento (respuesta bipolar),

por lo tanto el AMPcestimula la talogénesis en la fase de cre

cimiento (donde no se observa producción de citrato) y la acidg

génesis en la fase estacionaria (68).
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III. 6.Algas¡musgosy protozoarios

Se ha Visto que el AMPcafecta la morfogénesis en algas; asi

en Acetabularia mediterranea se observó que el AMPcendógeno es

alto en los talos quueños y decrece durante el crecimiento de los

mismos,permaneciendoa bajos niveles hasta la diferenciación del

sombrero y aumentando durante la diferenciación de éste (69). En

Chlamydomonasreínhardtíi el AMPcestaria involucrado en el fun

cionamiento y regeneración de los Flagelos (7D).

En el musgoFunaria hygrometrica el AMPcacelera el desarrollo

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

Trypanosomaleuisi, parásito de la sangre de ratas, la ablastina,

que es un anticuerpo producido pÜI' á.hospedante, produce el pa

saje de la forma reproductiva del parásito a la forma no reprodug

tiva; se ha observado que la ablastína produce un aumento en los

niveles intracelulares del AMPcen las células del parásito (72).

IU. AMPc EN EUCARIÜNTESÁEQEERIDRES

En 1957, Rall, Berthet y Sutherland (73) descubrieron que la

acción activadora de la epínefrina y del glucagón sobre la fosfig

rilasa de higado, una de la enzimas responsables de la degrada

ción del glucógeno, podia ser mimicada por un compuesto termoes

table que resultó ser el AMPc.
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La estructura de este compuesto fue determinada por el grupo de

Markham(7h). A partir de entonces se han ido describiendo nume

rosos efectos de este nucleótido cíclico sobre todos los niveles

de organización celular, desde un órgano aislado hasta una enzi

mapurificada.

El grupo de Sutherland (75) le asignó al AMPcel papel de

segundo mensajero. El primer mensajero serían las diferentes hor

monas encargadas de llevar la información desde el tejido donde

se producen hasta la célula receptora y el segundo mensajero trans

feriría esa información a la maquinaria celular. La mayoría de las

hormonaspeptídicas, las catecolaminas y las prostaglandinas pro

ducen una modificacion de los niveles intracelulares de AMPcen

las células receptoras. El primer paso en este proceso es la unión

de la hormonaa un receptor específico en la superficie externa de

la membranaplasmática; como consecuencia de esta unión, se prodg

ce la activación de la enzima adenilato ciclasa que cataliza la

síntesis de AMPca partir de ATP y por consiguiente un aumento

en los niveles intracelulares de AMPcen respuesta a la hormona

específica.

U. MECANISMO DE ACCION DEL AMPC EN EUCARIÜNTES SUPERIORES

¿Cuál es el mecanismo por el cual el AMPcproduce efectos tan

diversos en los diferentes tejidos en respuesta a los estímulos
hormonales?.
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En 1968 y 1969 se describió (76-80) un grupo de enzimas lla

madasquinasas de proteínas, que catalizan la fosforilación de

diversos sustratos protEicos tales comoprotamina, caseína, his

tona, etc. y cuya actividad es dependiente de la presencia de

AMPc.Pronto se vió que estas enzimas estaban ampliamente distri

buidas en los organismos eucariontes.

Precisamente la universalidad de su distribución llevó a Huo

y Greengard en 1969 (81) a proponer que ellas serian las media

doras de las diversas acciones del AMPcen los distintos tejidos.

Esta hipótesis lleva implícita la idea de que las quinasas de

proteínas de todos los sistemas pueden actuar sobre múltiples

sustratos.

La distribución de las quinasas de proteinas en los distintos

tejidos se determinó utilizando histona, caseina o protamina como

sustratos proteicos exógenos. Estos sustratos resultaron ser una
herramiEnta muyútil para el estudio de las quinasas de protei

nas sin entrar a investigar la importancia Fisiológica de la fos
forilación de los mismos.

Hrebs propuso en 1973 (82) un conjunto de criterios que de

bian ser satisfechos para poder decidir si un efecto particular

del AMPcera mediado por fosforilación proteica o no. Estos cri

terios son en cierto modoanálogos a los propuestos por Robíson,

Butcher y Sutherland (75) para decidir si un cierto efecto hormg
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nal está mediado por el AMPc.Los criterios de-Hrebs son los si

guientes:

1.- El tipo de célula involucrada en el efecto del AMPccon

tiene una quinasa de proteína dependiente de AMPc.

2.- Existe un sustrato proteico que tiene una relación fun

cional con el proceso mediado por AMPc.

3.- La fosforilación del sustrato altera su Función in vitro.

h.- El sustrato proteico se modifica in vivo en respuesta al

AMPc.

5.- Existe una fosfatasa de Fosfoproteina para revertir el

proceso.

El primer criterio parece ser universalmente satisfecho en

células animales. Hay tres efectos del AMPcque hoy ya son Cláfii

cos, para los cuales se cumplentodos estos criterios: l) acele

ración de la glucogenolisis, proceso en el cual ya se ha demostrg

do la cadena de fosforilaciones que llevan a la activación de la

glucógeno fosforilasa (83, BA); 2) reducción de la sintesis de

glucógeno, por inactivación de la glucúgeno síntetasa (85-87);

3) aumentode la lipólisis en tejido adiposo por activación de

la lipasa (BB-9D).

Se ha demostrado que estos efectos primarios del AMPcson más

complejos. Por ejemplo, el aumento de la lipólisis en tejido adi
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poso no está mediado unicamente por Fostorilación de 1a lipasa,

sino que también son capaces de ser reguladas de 1a misma mane

ra otras enzimas que intervienen en este proceso, tales comola

acetil BoA-carboxilasa(91), la glicerofosfato acil transferasa

(92), colesterol éster hidrolasa e hidrolasas de di y monogli

céridos (93).

UI. FÜSFÜRILACIDN — DESFÜSFÜRILACIÜN DE PRDTEINEQ

VI. 1_Modificggiones covalentes de proteínas

El reconocimiento de la modificación covalente y reversible

de proteinas, como un proceso regulatorio muyimportante, fue

el resultado de varios trabajos sobre el metabolismo del gluco

geno realizados hace un cuarto de siglo (9h,95). Así se demos

tró que la enzima glucógeno fosforilasa puede existir en dos

formas interconvertibles y de distinta actividad, una forma fos

Forilada y otra desfosforilada. A partir de este primer ejemplo

se han ido describiendo otras muchasmodificaciones covalentes

reversibles de proteinas.Se ha estimado que las proteinas sufren

al menos125 modificaciones covalentes post-traduccionales que

involucran reacciones que originan derivados de los residuos ami

noácídos individuales por formación de enlaces covalentes (96).

No obstante, dentro de este amplio espectro de reacciones de
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modificación, sólo se pueden identificar cinco o seis tipos de

modificaciones covalentes y reversibles de proteínas en condicig

nes fisiológicas: 1. Fosforílación-desfosforilación; 2. acetila

ción-desacetilación (97); 3. adenilílación-desadenililación (98);

h. uridililación-desuridililación (99); 5. metílación-desmetila

ción (lÜÜ) y 6. interconversiones S-S - SH. (lÜl).

Las modificaciones covalentes reversibles se consideran de

naturaleza regulatoría. Nosreferiremos específicamente a las

reacciones de fosforilación-desfosforilación.

VI. 2.Fosforilaciún y desfosforilación de enzimas

El mecanismode fosforilacifin-desfosforilación de enzimas

no difiere de cualquier reacción reversible de fosforilación

desfosforilación de proteínas no enzimáticas en las cuales in
tervienen quinasa de proteínas y fosfatasas de fosfoproteínas,

y puede esquematizarse comose ve en la fig.3.

Para que las reacciones de Fosforilacíón-desfosforilación

tengan una Función regulatoria, es evidente que señales apro

piadas deben producir cambiosen las concentraciones relativas

de las formas fosforiladas y no Fosforiladas del sustrato pro

teico. Del esquemaanterior surge que esto puede ocurrir a tra

vés del control del paso en donde intervienen las quinasas de

proteínas o aquel en el que intervienen las fosfatasas de fosfg
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Figura 3: Mecanismode Fosforilación-desfosforilación de proteinas.
En general NTP es ATP.

proteínas o a través de la regulación simultánea de ambas reaccyo

nes. Estos controles pueden involucrar respuestas rápidas e inme

diatas, comopuede ocurrir debido a fluctuaciones en los niveles

de las moléculas efectoras; o puede estar mediada por cambios

adaptativos que alteren la relación quinasa de proteína/fosfatasa

de FosFoproteína dentro de la célula.

Hreos y Beavo (lÜl) proponen los criterios que deben satisfa

cerse para establecer si el prooeso de fosforilación-desfosforila

ción de una enzima es fisiológicamente relevante:
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1.- Demostración in vitro que la enzima puede ser fosforila-'

da estequiométricamente a velocidades significativas, en

una reacción catalizada por una quinasa de proteina apra

piada y desfosforilada por una-fosfatasa de fosfoproteina.

2.- Demostración de que las propiedades Funcionales de la en

zima sufren cambios significativos que se correlacionan

con el grado de fosforilación.

3.- Demostración de que la enzima puede ser fosforilada y des

fosforilada in vivo o en un sistema de células intactas

con los cambios Funcionales acompañantes.

h.- Correlación entre los niveles celulares de los efectores

de la quinasa de proteina y/o Fosfatasa de fosfoproteina

y el grado de Fosforilación de la enzima.

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

está regulada por fosforilación-desfosforilación.

UI. 3.guinasas de proteinas

Las quinasas de proteinas catalizan la siguiente reacción:

proteina + NTP-———-——)proteína-fosfato + NDP

La reacción de fosforilacíón requiere la presencia de un metal

divalente, generalmente Mg2+o Mn2+.
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Enzimascuya actividgd está regulada por fosfprilación-desfpsfp

rilación (101).

Año en el que se informó

Fdsfdrilasa de glucógeno
Fosfdrilasa quinasa
Sintetasa de glucógenp
Lipasa sensible a hormonas
Fructpsa 1,6 difpsfatasa
Piruvatd deshidrpgenasa
Hidrdximetilglutaril BOAreductasa
Acetil CDAcarbdxilasa

ARNpolimerasa dependiente de ADN
Piruvato quinasa (higado)
Colesterol éster hidrolasa
Subunidad R de la quínasa de proteina
dependiente de AMPC del tipo II
Transcriptasa reversa
Fusfdfructpquinasa (higado)
Tirosina hidroxilasa
Inhibiddr l de la Fpsforilasa Fpsfatasa
Fenilalanina hidroxilasa
Quinasa del Factor de iniciación F2
Triptpfand hidraxilasa
Quinasa de proteína dependiente de GMPc
Glutamatd deshidrpgenasa dependiente de
NAD(levaduras)
Glicerplfpsfatp aciltransferasa

1955

1959

1963
l96h
1966

1969

1973

1973

1973

197b

l97h

l97h

1975

1975

1975

1975

1976

1977

1977

1977

1978

1978
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La mayoria de las quinasas de proteinas funcionan con ATP,

aunque algunas pueden utilizar BTP(102,103). La fosforilación

ocurre principalmente sobre el grupo hidroxilo de la serina de
la proteína sustrato y en muchomenor grado sobre el hidroxilo

de la treonina, aunque algunas quinasas especificas pueden trans

ferir el Fosfato a histidina, lisina o tirosina (10h,105).

UI. b.Clasífícaci6n de las guinasas de proteínas

Se puede tener un esquema de clasificación de las quinasas

de proteínas basada en los agentes que interactúan directamen

te y regulan la actividad de estas enzimas, y que también sirven

comomensajeros en la transmisión de señales desde el exterior

de la célula. Dicha clasificación tomada de Krebs y Beavo (lÜl)
se encuentra en la Tabla 2.

TABLA 2

Clasificación de las guinasas de proteinas basada en su regula
ción por agentes específicos.

Categoria Nombre Entidades reconocidas

1 uinasas de roteinas de en . . (a)
Sientes de AñPc p —' Tlpo I y Tlpu II

2 Quinasas de proteínas depen . .
dientes de GMPC —- una entidad conoc1da

3 Quinasas de proteinas depen quinasas de fosforilasa
dientes de Ca * y quinasa de la cadena

liviana de la miosina
h Quinasas de proteínas depen . .

dientes de ARNde doble cadena una entldad CDnDCIÜG
5 Quinasas de proteinas sin mg numerosos ejemplos co

dulador conocido nocidos
(a) Los dos tipos de quinasas de proteinas dependientes de AMPc

difieren en la naturaleza de sus subunidades regulatorias pg
ro tienen subunidadescatalíticas idénticas (106-107).
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VI. 5.guinasas de proteinas dependientes de AMPc

En 1970 se dilucidú en varios laboratorios, en forma indepeg

diente, el mecanismode activación de las quinasas dependientes

de AMPc(lÜB-lll), luego de descubrir que este tipo de enzimas

estaban formadas por dos tipos de subunidadeszcatalíticas (C),

que catalizan la transferencia del fosfato'ï del ATPa ciertas

proteínas, y subunidades regulatorias (R), que en ausencia de

AMPcinhiben la actividad de la subunidad C. El AMPcactiva a es

tas proteínas provocando la disociación de la holoenzima inacti

va (R282) en un dimero de la subunidad regulatoria (R2) y dos
subunidadescatalíticas libres activas (28) (112,113). Estudios

recientes (11h,115) indican que se unen 2 moles de AMPcpor mo

nómero de subunidad R, según la ecuación:

R C + h AMPC é———-—* R .AMPC + ZC2 2 2 h

La activación pudo proceder por dos rutas mecanísticamente

diferentes (116):

l. El AMPcpuede ejercer su efecto por unión al dímero R2 y

desplazar un equilibrio prexistente entre la holoenzima y sus

subunidades hacía la formación de C actiVa, según la ecuación:

R282 c——ï R2 + 20

a AMPc

R .h AMPC2
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2. El AMPcpuede unirse a la holoenzima Formando un complejo

ternario que luego se disociaría en sus subunidades componentes

según la reacción:

R282 + h AMPC q———-á R2C2.AMPCQ v—-¿ R2.AMPoh + ZC

Las evidencias cinéticas de la existencia de un complejo te;

narío en eucariontes superiores, comoun paso obligatorio en el

proceso de disociación (117,119) favorecen la segunda hipótesis.

Este complejo ternario ha sido aislado recientemente en nuestro

laboratorio (120).

Las numerosas quinasas de proteinas dependientes de AMPcque

han sido caracterizadas, independientemente de su origen, mues

tran gran similitud con respecto a propiedades que se relacionan

aparentemente con la Función biológica, tales comoafinidad por

el AMPcy especificidad de sustrato. Hay numerosos ejemplos en

la literatura que muestran la semejanza de diferentes quinasas

de proteinas (121,122). En apoyo de esta analogía están los ex

perimentos en los que se demuestra la actividad de la enzima

de un tejido sobre sustratos de otros tejidos y otros en los que

se reconstituyen quinasas de proteinas dependientes de AMPcut;

lizando subunidadescatalitícas y regulatorias de distinto ori

gen (88,89,122). Estas analogías se hacen extensivas aún a las

quinasas de proteinas dependientes de AMPcfirmemente unidas a

componentessubcelulares (123,125).
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Se podria suponer que hay múltiples quinasas de proteinas

dependientes de AMPc,cada una con especificidad para un solo

sustrato proteico y con respuesta probablemente diferencial reg

pecto de las concentraciones de AMPc.Sin embargo, la evidencia

experimental indica que no hay diferencias con significado Fun

cional evidente entre laa quinasas de proteinas aisladas de va

rias fuentes.

La mayoria de las quinasas de proteinas estudiadas tienen

un peso molecular que oscila entre lhÜ y 190 H y un coeficiente

de sedimentación entre 6,8 y 7 s (126-129). Los pesos molecula

res de la subunidad catalitica (C) y del dimero de la subunidad

regulatoria (R2) son aproximadamente ADy llÜ H respectivamente
(130).

Las diversas quinasas de proteinas dependientes de AMPcse

distinguen por cromatografía de intercambio aniónico y cada te

Jido tiene una distribución caracteristica de las mismas

(106,107). Algunos tejidos, comoel corazón bovino, poseen una

forma predominante de la enzima mientras que en otros, como

músculo esquelético porcino y cerebro bovino, aparecen dos for

mas enzimáticas (131).

Se puede agrupar a casi todas las quinasas de proteinas

dependientes de AMPcen dos categorias principales; tipos I y II

según el orden de elución de estas enzimas de una columna de in
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tercambio aniónico (106,107).

Las quinasas de proteinas de tipo I eluyen de una columna

de DEAE-celulosa con D,UB-Ü,10 M de ClNa, mientras que las de ti

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

Las diferentes propiedades de los dos tipos de isoenzimas

son atribuibles a diferencias en el componente receptor de AMPc

ya que la subunidad catalitica de ambasparece ser idéntica

(107,129).

Las diferencias más notables entre ambostipos de quinasas

de proteinas pueden resumirse de la siguiente manera:

a) Las quinasas de proteinas de tipo II sólo se disocian

por AMPc,mientras que las de tipo I lo hacen por AMPc,

histona o alta concentración salina (132).

b) Las quinasas de proteinas tipo II son de muyfácil rea

sociación. Al disminuir la concentración del agente di

sociante (AMPc)se produce la recombinación inmediata

de las subunidades, a no ser que haya en el medio ClNa

0,5 M. Las subunidades de las quinasas de proteina de

tipo I pueden mantenerse disociadas aún en ausencia de

AMPcy ClNa (132).

Vc Las quinasas de proteina de tipo I y II se diferencian

por las propiedades de sus subunidades regulatorias, las
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cuales pueden ser distinguidas inmunologioamente(133).

Las quínasas

prototipo de

(13h). Se ha

la subunidad

sensibilidad

Las quinasas

de proteinas de corazón bovino y porcino,

las enzimas de tipo II, se autofosforilan

demostrado que la fosforilación ocurre en

regulatoria. Esta fosforilación aumentala

de la holoenzima a la disociación por AMPc.

de proteina de tipo I si bien no se auto

fosforilan por una reacción comparable a la de autofos

forilación de la enzima de tipo II (135), pueden unir 2

moléculas de ATPpor molécula de enzima con muy alta

afinidad, esta unión de ATPreduce la afinidad de la en

zima por el AMPc,siendo entonces necesaria una concen

tración mayordel nucleótido ciclico para su disociación

y activación.

VI. 6. guinasggde proteinas dependientes de AMPcen eucariontes

inferiores.

A diferencia de lo que ocurre en organismos eucariontes su

periores, es muypoca la información que se tiene sobre la estrdg

tura y función de las quinasas de proteínas dependientes de AMPc

en eucariontes inferiores. Takai y colaboradores (136) aislaron y

caracterizaron una quinasa de proteinas de Saccharomycescerevisiae.

La enzima posee una estructura polimérica similar a la de las enzi
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mas de organismos superiores, aunque es de menor peso molecular.

La subunidad catalitica es capaz de interactuar con la subunidad

regulatoria purificada de higado de rata para formar una holoen

zima híbrida.

En Eoprinus macrorhizus se encontró una actividad de quina

sa de proteina dependiente de AMPcestimulaole por iones M92+y

Mn2+ . La actividad quinésica total aumenta durante la Formación

de basidiocarpos (137). En Dictyostelium discoideum se encontra

ron dos tipos de quinasas de proteinas dependientes de AMPccon

propiedades cromatográficas similares e las enzimas de tipo I y

II de mamíferos (138).

En Blastocladiella emersonií Maia y colaboradores (139,1hD)

describieron una quinasa de proteina dependiente de AMPcsoluble

que se separa de las otras actividades quinásicas en columnas de

DEAE-celulosa.

En Neurospora crassa Powers y Pall (lhl) y Torres y colabo

radores (142) encontraron formas múltiples de quinasas de protei

nas que se resuelven en columna de DEAE-celulosa. La enzima que

eluye a menor Fuerza iónica resultó ser la única con actividad

dependiente de AMPc.Este último grupo determinó los parámetros

moleculares de esta enzima y encontró que es una proteina de bajo

peso molecular (118 H),cuya estructura seria dimérica y no tetra

mérica (lh3).
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VI. 7. guinasa de proteina dependiente de AMPcen Mucor rouxii

Passeron y colaboradores demostraron la existencia de una

quinasa de proteína dependiente de AMPcen extractos solubles de

ambasmorfologias del hongo (lhh). Estudiaron la estructura poli

mérica de la enzima y las condiciones necesarias para su disocüg

ción y reasociación in vitro (lu5,lA6). La holoenzima parcialmen

te purificada seria un tetrámero y tendria un peso molecular apra

ximado de 210 H y se dísocia por la acción conjunta de AMPce his

tona o ClNa (lhs). Recientemente demostraron que comopaso obliga

torio en el mecanismo de activación de la holoenzima se forma un

complejo ternario holoenzima-AMPc(120).

VI. 8. Fosfatasas de Fosfoproteingg

Las reacciones de fosforilación de enzimas deben ser reveg

sibles para que cumplan un papel regulatorio en los eventos me

tabólicos. La desfosforilación de las enzimas fosforiladas se

lleva a cabo por la acción de fosfatasas de Fosfoproteinas. Des

de esta perspectiva, estas enzimas son una parte integral del me

canismo de regulación por Fosforilación.

La actividad fosfatásica de Fosfoproteinas cataliza la des

fosforilación de una variedad de sustratos proteicos en forma

inespecifica (lÜl,lb7). Se han podido aislar Fosfatasas de fosfig
proteinas a partir de varios tejidos superiores; las enzimasde
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higado y corazon, llevadas a homogeneidad con etapas que inclu

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

(lh8-151).

Lee y colaboradores (152) aislaron de varios tejidos de ma

míferos un complejo "nativo" u holoenzima de la Fosfatasa de al

to peso molecular (260 H) al que llamaron fosfatasa de Fosfopro

teina H. Por acción de etanol, urea o mercaptoetanol, esta holo

enzima se disociaria y activaria para dar lugar a la Formade bg

jo peso molecular (35 H) y a'la que los autores llamaron fosfo

proteina fosfatasa C. Los mismosautores postulan que podrian

existir formas de peso molecular intermedio entre la holoenzima,

de alto peso molecular y 1a forma catalitica, de bajo peso mole

cular. Se han aislado de distintos tejidos de mamíferos Fosfate

sas de peso molecular intermedio (v.g. 3DG, 170, 75, A5 H) (153).

No se sabe si estas Formasrepresentan derivados proteoliticos de

la fosfatasa H descripta por el grupo de Lee o son otras formas

nativas de fosfatasa de fosfoproteinas (151,15h).

Inhibidores de la actividad fosfatásica

Cohen y colaboradores (155,156) y Huang y Glinsmann (157-159)

describieron en distintos tejidos, dos proteinas termoestables y

de bajo peso molecular que son inhibidoras de la actividad fosfa

tásica y a las que llamaron inhibidor l y 2. El inhibidor l solo

presenta actividad inhibitoria cuandoestá Fosforilado (157).
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La capacidad inhibitoria de ambasproteinas es diferente s2

bre las distintas formas de fosfatasas de fosfoproteinas

(156,160,161).

VI. 9. Fosfatasas de fosfoproteinas en Mucorrouxii

Prácticamente no se ha realizado ningún estudio de estas en

zimas en eucariontes inferiores. En nuestro laboratorio, se ini

ció recientemente el estudio de estas actividades enzimáticas en

la forma filamentosa del hongo. Experimentos preliminares indica

rian que existen al menos dos Formas de fosfatasa, ambas de bajo

peso molecular, aproximadamente 3D H, con distintos requerimien

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

VII. METABOLISMO DEL AMPc

En todos los sistemas biológicos estudiados hasta el momen

to, el AMPoes sintetizado por la enzima adenilato ciclasa y de

gradado por la enzima fosfodiesterasa. Los niveles intracelula

res del nucleótido cíclico están regulados por las actividades

relativas de las enzimas que lo sintetizan y degradan y por la

expulsión del nucleótido cíclico a1 medio extracelular.
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VIII. ADENILATÜCICLASA

La adenilato ciclasa es la enzimaque cataliza la sintesis

de AMPcsegún la ecuación general:
2+

Me
ATP—-—" AMPc+ PPi

Donde Me2+puede ser M92+o Mn2+. El sustrato de esta reacción
2parece ser el complejo ATP.Me y los cationes divalentes libres

serian activadores de la reacción. En casi todas las células ani
males estudiadas la adenilato ciclasa es sensible a la acción de

hormonas. Esta enzima parece formar un complejo compuesto exclu

sivamente por proteínas intrínsecas de la membranacelular. Las

proteinas que constituyen la adenilato ciclasa son un pequeñopor

centaje de las proteinas de membranay probablemente no existan

en una concentración superior a lÜ pmoles/mg de proteina de mem

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

Se sabe que la adenilato ciclasa sensible a hormonasestá

compuestapor al menostres proteinas interactuantes (162): l) una

proteína catalitica (C) que es relativamente inactiva y que no es

regulable; 2) una proteina ligadura de nucleótídos de guanina

(G/F) que media la acción activedora de los nucleótidos de guani

na (163) y del ión F" (16h) y 3) uno o más receptores hormona

les (R) (165). Estas tres proteinas han podido ser aisladas fis;

camente (166-169) y se han estudiado sus propiedades. La proteina
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catalítica C presenta baja actividad con ATP. M92' y no es es

timulable por hormonas, nucleótidos de guanina o F-. La proteína

G/F permite que la proteina C utilice el complejo ATP. M92"como

sustrato y puede unir nucleótidos de guanina y F' permitiendo

que modulenla actividad de la subunidad catalítica.

Los receptores hormonales (R) presentan el sitio de unión

para la hormona en la cara externa de la membrana. En la misma

célula puedenexistir receptores con distinta especificidad de

hormona. Aún no hay evidencias de la interacción directa del re

ceptor hormonal con la proteina catalïtica (162). aunque se ha

postulado (170) que el receptor, que es una entidad independien

te de la subunidad C, podría moverse dentro de la membrana y

cuando la hormona activante se une al receptor aumenta la afini

dad de éste por la enzima, modificando la actividad catalïtica

de la adenilato cíclasa. Este modelo se basa en el concepto de

la naturaleza dinámica y Fluida de las membranascelulares (171),

ya que el contacto entre el receptor y la subunidad catalítica

se produciría por movimientolateral de estas proteinas de la

membrana.

VIII. 1. Adenilato ciclgsa en eucariontes inferiores

Esta enzima ha sido estudiada en numerosas especies de hon

gos y protozoarios (52,172-189).
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Las características generales de las adenilato ciclasas de
. . . . . 2+eucariontes inferiores son: baja act1v1dad con iones Mg

2+

y alta

actividad con Mn ; no son estimulables por iones F' o nucleóti

dos de guanina y son insensibles a la estimulación por hormonas.

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

blakesleeanus (176) y Tetrahymggagpyríformis (179) constituyen

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

La mayoría de las adenilato cíclasas de eucariontes inferio

res están debilmente unidas a la membranaplasmática, de la cual

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

Tambiénse ha observado que la actividad de adenilato ciclasa

de algunos eucariontes inferiores varía durante el ciclo de vida

(52,150,1eu,1a5).

En Dictyostelium discoideum se ha descripto una actividad

de adenilato ciclasa activa con iones Mg2+(186) y estimulable

por AMPc(187). Recientemente se ha demostrado que esta enzima

esta asociada a pequeñas vesículas membranosasno relacionadas

con las membranasplasmáticas (188).

En esporangióforos de thcomyces blakesleeanus (176) se des

cribió una actividad de adenilato ciclasa con propiedades simi
2+

!lares a la enzima de mamíferos: activa con iones Mg activable

por GTP,inhibible por altas concentraciones de nucleósidos tri
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fosfatos y activable por catecolaminas.

En Neurospora crassa Torres y colaboradores estudiaron

exhaustivamente esta enzima tanto en la cepa salvaje comoen una

cepa mutante carente de pared celular (57,181,182,189). Esta en

zima particulada pudo solubilizarse mediante el empleo de sales.

La enzima soluble fue purificada por métodos clásicos y se deteg

minaron sus parámetros moleculares y propiedades cataliticas,

siendo éstas semejantes a lasde la enzima de membrana; en cuanto

a los parámetros moleculares Éstos son similares a los descriptos

para la subunidadcatalitica de la adenilato ciclasa de tejidos

sensibles a hormonas (183).

VIII. 2. Adenilato ciclasa en Mucorrouxii

En nuestro laboratorio se aisló y caracterizó una adenila

to ciclasa de Fracciones particuladas de la forma filamentosa y

levaduriforme del hongo (un). Por acción de detergentes esta ac

tividad se separa de los fragmentos de pared celular y se la en

cuentra en una fracción membranosa que sedimenta a 105.000 x g

(18h). Las propiedades cinéticas de la enzima unida a membrana

son semejantes a las de las enzimas de otros eucariontes infe

2+ y la insensibilidadriores en cuanto a requerimiento de iDn Mn

a iones F' y a nuclefitídos de guanina (190). Parte de la activi

dad particulada pudo ser solubilizada por la acción de 81H 'D,5 M
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(190). La enzima soluble tiene un peso molecular significativa

mente más alto (500 H) que el encontrado para la enzima soluble

de N. crassa (202 H) (183), pero muy semejante a la enzima de

levadura de panaderia (173).

IX. FÜSFÜDIESTERASA

Hace aproximadamente un cuarto de siglo Sutherland y Rall

(191), describieron brevemente una enzima, presente en varios

tejidos de mamíferos, posiblemente una diesterasa, que era ca

paz de catalizar la hidrólisis de AMPca 5' AMP.Casi contempo

raneamente Drummondy Perrott-Yee (192) Encontraron en cerebro

de conejo que la conversión.de AMPca 5' AMPestaba catalizada

por una actividad diesterásica presente en ese tejido. En 1962,

Butcher y Sutherland (193) purificaron parcialmente la enzima

de corazón bovino y describieron sus propiedades y distribución

subcelular.

La reacción general que cataliza esta actividad enzimática

puede verse en la Figura h.
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Figure h: Hidrólisis del AMPcpor le fosfudíesterasa de AMPC.

Ü en forma general, para la actividad de fosfddiesterasa de nu

cleótidds cíclicus:

NMPCFdsfddiesterase =: 5' NMP
2+ '

Me

Donde NMPcindica.generalmente: AMPco GMPC.

En general esta enzima es activada por cationes divalentes

Mg2+ o Mn2+.

El gran cambio de energia libre CAF:- 8.000 cal/mol) que

está asociado a la hidrólisis del AMPC,en condiciones fisioló

gicas, sugiere que la hidrólisis del AMPCestá muyfavorecida

(19h).
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IX. 1. Formas múltiples

Los primeros trabajos sobre actividad de fosfodiesterasa

(PDE)en diversos tejidos de mamíferos (192,193,195,l96), mostra

ron que aparecia una actividad soluble de PDEcon una Hmde apra

ximadamente lÜ-h para el AMPc.En base a estos resultados se cueg

tionó el significado Fisiológico de esta enzima con tan baja afi

nidad para el sustrato, ya que la constante de afinidad es dos o;

denes de magnitud superiores a los niveles intracelulares de AMPc

en esos tejidos (197). Con el desarrollo de métodos de ensayo más

sensibles, varios autores (198,199) lograron detectar una activi

dad de PDEmás afin por el sustrato. Actualmente se sabe que la

mayoría de los tejidos de mamíferos contienen al menos dos formas

de PDE.de AMPc(Ac-PDE) con distinta afinidad para el nucleótido

cíclico. Las primeras evidencias de la existencia de más de una

forma de PDEFueron de orden cinético (198-201).

Thompsony Appleman (202) lograron por primera vez, a partir

de tejido de cerebro, la separación fisica de dos Formas de pESU

molecular y caracteristicas cinéticas diferentes. La forma de al

to peso molecular (bÜÜ H) era capaz de hidrolizar AMPcy GMPcy

tenia baja afinidad relativa para ambossustratos. La Formade ba

jo peso molecular (ZÜÜH) tenia alta afinidad para el AMPcy no

hidrolizaba GMPc,presentó una cinética indicativa de cooperativi

dad negativa y se postuló que representaría la forma fisiológica
de la enzima.
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A partir del trabajo ya clásico de Thompsony Appleman, se

han ido encontrando más de una forma de PDEen casi todos los te

jidos de mamíferos estudiados, habiéndose detectado hasta siete

isoenzimas en tejidos de ratón y conejo, con no más de cuatro

formas distintas por tejido (203). Muchasde las formas de PDE

de mamíferos son interconvertibles (20h,205).

En los trabajos de revisión de Applemany colaboradores (197).

Appleman y Terasakí (206), Uells y Hardman (207) y Strada y

Thompson(208) se pueden encontrar excelentes recopilaciones de

las distintas formas de PDEencontradas en diferentes organismos.

Las distintas formas de PDEdifieren en: comportamiento cinética,

especificidad y afinidad por el sustrato, peso y forma molecular,

sensibilidad diferencial a la temperatura y cationes, localización

tisular y distribución subcelulsr, punto isoeléctrico, sensibili

dad a agentes farmacológicos, modulación por distintos efectores

(V.g.calmodulina), sensibilidad s enzimas proteoliticas. Pocas de

estas formas múltiples han sido purificadas a homogeneidad,sien

do posible que una o más de estas formas representen una composi

ción de actividades (207).

Los métodos más utilizados para separar fisicamente las dig

tintas formas de PDEincluyen: filtración por gel (199,202,209,210),

cromatografía de intercambio anifinico (lh3,2ll-215), electrofore

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

(lh3,20h,220), isoelectroenfocado (221-223) y cromatografía de

afinidad (213).

Las principales Formas de PDEencontradas en los distintos

tejidos estudiados y sus caracteristicas, puedenresumirse de

la siguiente manera:

(I) Fosfodiesterasa de GMPco Fosfodiesterasa de alta Hm

para AMPc.Corresponde a la descripta originalmente por Butcher

y Sutherland (193) en corazón bovino y que fuera posteriormente

purificada en otros laboratorios (22h,225) y en otros tejidos

(226,227). Seria representativa de una de las Formasprincipales

de PDE; hidrolíza el GMPcen el rango pM y el AMPcal menos en

un orden de magnitud mayor. Esta enzima es generalmente soluble

y activable por calmodulina (228). La enzima parcialmente puri

ficada presenta una cinética clásica para la hidrólisis de ambos

nucleótidos ciclicos en un rango amplio de concentración de sus

trato y en presencia o ausencia de calmodulina. Esta forma enzi

mática se ha encontrado en la mayoria de los tejidos de mamífe

ros estudiados; a veces en ciertos tejidos en donde se informó

su ausencia se encontró que en realidad estaba en muybajas con

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

rata (229).

Se piensa que es una sola enzima la que cataliza la hidróli

sis de ambosnucleótidos, ya que la hidrólisis de cada uno de
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ellos es inhibida competitivamente por el otro con una Hi semejag

te a sus valores respectivos de Hm,lo que indicaria que está in

volucrsdo un solo sitio catalïtico; además: las actividades

diesterásicas de AMPcy GMPc(Ac-PDE y Gc-PDE) permanecen en re

lación constante durante la purificación de la enzima y la inag

tivaciún térmica de ambas actividades se produce a velocidades

similares (227,230).

(II) Fosfodíesterasa especifica de AMPcde alta afinidad.

Esta Forma ha sido encontrada en casi todos los tejidos de mami

feros estudiados (207) y en otros vertebrados (231) y aparece

asociada a Fraccionea particuladas (211,232,233). Puede ser libe

rada parcialmente a la fracción soluble por tratamiento con deter

gentes y shock osmfitico (197) o por sonicación (202,23h). Aparen

temente esta enzima particulads es una proteina integral de las

membranasy algunas de sus propiedades enzimáticas (v.g. sensibi

lidad a la calmodulina) dependende la integridad estructural de

las membranas.Tambiénse han descripto fosfodiesterasas especifii

cas para AMPcsolubles (215,235,236).

La actividad enzimática particulads es insensible a calmodu

lina pero sensible a hormonasy aumenta en respuesta a niveles ele

vados de AMPcen células intactas (23h,237,238).

Tanto la Formaparticulads comola soluble se caracterizan

por una alta afinidad para el AMPc,siendo inhibida la hidrólisis
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de este nucleótido por concentraciones crecientes de GMPcen el

rangolpM (211). En muchos casos la hidrólisis del AMPcpresenta

una cinética no michaeliana (197,201). Este comportamiento cinÉ

tico puede explicarse de varias maneras: l) presencia de formas

múltiples con distinta afinidad por al sustrato (239), 2) una

enzima alostérica que presenta cooperatividad negativa (ZQÜ),

en la cual la enzimatendria dos sitios cataliticos. Inicialmen
te ambossitios son idénticos en cuanto a sus constantes de li

gado; luego de la unión de la primer molécula de AMPcla interag

ción sitio—sitio o subunidad-subunidad puede provocar una modifii

cación conformacional del segundo sitio, haciendo que este últi

mo una en forma más dificultosa otra molécula de AMPC.Este mode

lo fue propuesto por Russell y colaboradores (Zul) y puede asque

matizarse comose ve en la Figura 5, y es el resultado del análi

sis por computadora de los datos cinéticos de una enzima parcial

mente purificada de riñón de rata, 3) una enzima con más de un si

tio de unión, cuyas respectivas constantes de afinidad son dife

rentes e independientes del grado de saturación con el sustrato

(sitios no interactuantes); este modelo, aunque termodinamicameg

te es equivalente al anterior, no lo es Fisicamente (Ebl), h) una

enzima que se agrega en formas que tienen distinta afinidad por

el sustrato (20h).

Tambiénse han encontrado en distintos tejidos actividades

de PDEaltamente especificas para AMPcque presentan una cinéti

ca michaeliana (235,2h2, 2h3).
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AMPc bajo

AMPc alto.E. D

Figura 5: Representación hipotética de un modelo de Ac-PDEcon 2

sitios de unión al sustrato que exhiben cooperatividad

negativa (2hl).

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

de cerebro bovino e higado de rata y en homogenados de plaquetas

¡humanas, se obtiene una representación linear de las dobles recí

procas para la hidrólisis del AMPcsolamente cuando la concentra

ción enzimática es muy baja.

(III) Fosfodiesterasa mixta o fosfodiesterasa de AMPcesti

mulable por GMPc.Otra Forma de PDEsoluble, tal vez menos distri

buida que las anteriores, se caracteriza porque cataliza la hidrg

lisis tanto de AMPccomo de GMPcpresentando baja afinidad para

ambos. Además bajas concentraciones de GMPcestimulan la hidróli

sis del AMPc(también a bajas concentraciones) pero no a la inveg

sa (211,212,2hh-2h7). La cinética de esta forma enzimática no es
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y por isoelectroenfocado (221), seis fracciones de PDEen prepa

raciones sonicadas de cerebelo de rata, una sola de estas fraccig

nes podria ser similar a la forma I anteriormente descripta, uni

camente por su sensibilidad a la calmodulina, las otras formas pue

den representar enzimas distintas o ser formas originadas por

proteólisis o por agregación de una o más formas de las presentes
originalmente. La existencia de distintos tipos celulares en los

tejidos estudiados hace dificil dicernir si las diferentes Formas

enzimáticas derivan del mismoo de diferentes tipos celulares (207).

En algunos casos es posible asimilar, por alguna característica,

una forma enzimática aislada a alguno de los tres tipos principa

les mencionados;pero se encuentran caracteristicas diferenciales.

Por ejemplo la PDEaislada y purificada extensivamente de retina

de sapo (25h) por su afinidad para ambosnucleótidos ciclicos se

podria asimilar a la forma I, pero difiere de esta última por su
2+insensibilidad al Ca , EGTAo calmodulina (25b,255).

Se han señalado formas múltiples de PDEen larva de gusano de

seda, una de las cuales fue purificada extensivamente (256-257).

La enzima purificada degrada ambosnucleótidos ciclicos y compa;

te con algunas de las formas múltiple de plantas superiores

(210,258) la capacidad de hidrolizar nuclefitidos ciclicos de

purinas 2'-3' y 3'-5' monofosfatos (210,259). El producto de hi

drólisis de los monoFosfatos 3'-5' por la enzima de gusano de se

da es exclusivamente el 5' monofosfato (256), mientras que en
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plantas se producen tanto 3' como5' monofosfatos (210).

Muchas Formas de PDE que aparecen en homogenados celulares

son producto del método de aislamiento (223) y a veces no estén

presentes en las células intactas (22h). Los métodospreparati

vos a la proteólisis limitada durante la extracción pueden con

tribuir a la multiplicidad aparente de las formas enzimáticas

(211); además la agregación de distintas formas enzimáticas pue

de explicar la aparición de múltiples Formasluego de filtración

en geles (260).

Se puede_concluir que hay que tener muy en cuenta las condi

ciones experimentales utilizadas al informar la separación y ca

racterización de formas múltiples de PDEde nucleótidos ciclicos,

sobre todo al comparar los resultados con los encontrados por

otros autores. Ademásde la posibilidad de error que puede exis

tir al tratar de extrapolar los resultados obtenidos in vitro

con lo que sucede in vivo.

IX. 2. Activadores de la actividad de fosfodíesterasa

Imidazol

El primer informe del efecto estimulatorio del ímidazol sobre

una actividad de PDEin vitro fue el de Butcher y Sutherland (193).

quienes encontraron que la actividad de PDEaislada de corazón og
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vino, ensayada a alta concentración de AMPcen buffer contenien

do imidazol presentaba una actividad mayor comparada a la activi

dad en buffer Tris. Mástarde otros laboratorios encontraron efeg

to estimulatorio del imidazol sobre la PDEaislada de otros teji

dos superiores, tanto sobre la enzima de alta Hm(196,226) como

sobre la de baja Hm(201).

Utilizando altas concentraciones de AMPcen el ensayo, Roberts

y Simonsen (261) demostraron que tanto el imidazol como el imida

zol-h-ácido acético a concentraciones altas estimulaban la PDEsig

lada de cerebro de ratón aumentando la velocidad de disociación

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

Otros investigadores demostraron que el imidazol antagoniza

un número de efectos hormonales, que son, o se piensa que son, me

diados por AMPc.Asi la lipóliais in vivo puede ser contrarresta

da por el imidazol,-el cual por activación de la PDE,haria dismi

nuir los niveles de AMPc(262). Un mecanismo similar Fue propuesto

para la acción de la histamina en corazón bovino (263,26h). En

músculoliso el imidazol antagoniza los efectos de la teofilina

(265). Comolos niveles de AMPcen los tejidos son generalmente

bajos, 1 a 3‘pM o menos (75,266) se supone que los agentes que

afectan la actividad de PDEactúan sobre la forma de baja Km;

no obstante la mayoria de los estudios del efecto del imidazol

sobre la actividad de PDEdescriptos anteriormente se realiza






























































































































































































































































































































































