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. ABREVIATURAS UTILIZADAS EN EL TEXTO

ABF azul de bromo fenol

5'AMP 5!'fosfato de adenosina

AMPc AMP cfclico

AMP ciclico 3':5'-fosfato de adenosina

Ac-PDE fosfodiesterasa de AMPc

Ac-QP quinasa de protef{na dependiente de AMPc

ARN ftido ribonucleico

ATP 5'-trifosfeto de adenosina

BSA seroalblmina bovina

BtzAMPc dibutiril AMPc

CoA coenzima A

cpm cuentas por minuto

CTP 5'-trifosfato de citidina

DEAE dietilaminoetil

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

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

D.0. densidad Optica

DTT ditictreitol

EDTA fcido etilendieminotetraacético

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

GMPc GMP cfclico

GMP cilico 3':5' - fosfato de guanosina



Gc-PDE fosfodiesterasa de GMPc

GTP S5'-trifosfato de guenosina

51 IMP 5'-fosfato de inosina

IMPc IMP ciclico

IMP cfclico 3':5'-fosfato de inosina

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

min minuto

mmol milimol

MeZ* catifin divalente

NAD nicotinamida adenina dinucleftido

NDP nuclefisido difosfato

NMP nuclefsido monofosfato

NMPc nuclefsido monofosfato ciclico

NTP nuclefsido trifosfato

POE fosfodiesterasa

PEA alcohol fenet{lico

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

pmol picomol

PPi pirofosfato

PPO (2,5-difeniloxazol)

Tpm revoluciones por minuto



Temed
Tris
TTP

uTe

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

S5'-trifosfato de uridina

velocidad méxima de hidr6lisis del sustrato

por la enzima
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INTRODUCCION



I. DIMODRFISMO EN HONGOS

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

simplificarse por la notacibn:

L forma levaduriforme

Le—aM

M forma micelians

Diferentes factores ambientales controlan el dimorfismo en

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

en el caeso de Sporotrichum schenkii e Histoplasma farc

es necesario, adembs, gue el organismo crezca en atmbsi

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

g0 de Histoplasma capsulatum 1la incubacibn & temperatura:

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

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

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

En el caso de Candida albicans el dimorfismo depende st

mente de las condiciones nutricionales (10).

JI, DIMORFISMO EN MUCOR

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



Paracoccidioides brasiliensis, cuyas formas petfgenas son leve-

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

259C

B =
le— M
370C

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

en el caso de Sporotrichum schenkii e Histoplasma farciminosum

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

so de Histoplasma capsulatum la incubacibn a temperaturas ele-

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

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

En el caso de Candida albicans el dimorfismo depende sola-

mente de las condiciones nutricionales (10).

II. DIMORFISMO EN MUCOR

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

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



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

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

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

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

hongo tipicamente filamentoso, aparecfen células esféricas o hi

fas cortas muy engrosadas que se reproducfen por gemacifn.

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

fase levaduriforme desaparec{s con sereacibn suficiente.

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

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



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

sos factores estfn involucrsedos en el proceso de diferenciscifin.

II. 1.Dimorfismo a nivel celulsr

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

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

a) Germinacifn de ls esporsngiospora. Lses esporangiosporas de

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

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

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

les durante 1la germinscibn.

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

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

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



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

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

vy quimicamente diferente de la de la espora.

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

esférica esth seguida por la emergencia de una yema esférice.

b) Crecimiento vegetativo. En aerobiosis, con una varieded

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

cultivo.

En anaerobiosis y en presencia de concentraciones altas de

azlicares fermentables, el crecimiento vegetativo de Mucor spp.

es del tipo levaduriforme vy est$ caracterizado por la presencia



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

celular (18).

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

go de perfodos largos.

c) Esporogénesis. En ciertas condiciones el micelio produ-

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

esporas se liberan por ruptura de la pared esporangial.



II. 2.Dimorfismo y pared celular

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

tal en cuslquier estudio del dimorfismo en hongos.

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

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

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

filamentosa de esta especie (20).

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

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



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

lular en estas cflulas (23).

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

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

las hifas en aserobiosis (14).

II. 3,Faectores ambientales y metabolismo celular

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

hacf{e anaerfibica.

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

crecimiento anaerfbico como eventuales agentes morfogenéticos en

M. rouxii. Demostraron que la presencia de snhidrido cerbfnico

ers necesaria para el deserrollo de la fase levaduriforme. A

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

directamente en el mantenimiento de la fase levaduriforme.

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

Mucor, obtuvieron crecimiento levaduriforme en atmfsfers de

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

dimorfismo en esta especie.



11

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

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

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

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

nico.

II. 4+Influencias de los hidratos de carbono

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

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

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

de morfogénesis de la hifa.

II. 5.Accibn de inhibidores

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

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

azlcar fermentable en concentracifin superior e 2%. El1 slcohol

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

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

dias del inhibidor se pueden encontrar hifas cortas y engrosadase.

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

mentoso de Mucor.

II1. 6.Cambios respiratorios durante la diferenciacifin levadura-

micelio

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

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

Rogers y colaboradores cultivaron M. genevensis en condicio-

nes de exceso de glucosa o con glucosa limitante a distintas

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

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

dativo no es esencial para el desarrollo filamentoso.

Paznokas y Sypherd estudiaron algunos aspectos del metabo

lismo respiratorio de M.racemosus. Lograron obtener cultivos

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

enteramente similar al del micelio que se obtiene normalmente.

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

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

este hongo (1l4).

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

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

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

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

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

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

los tubos germinativos se alargen (39,40).

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

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

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

menos de un componente del sistema de treduccifin.

II. 8.Dimorfismo y poliaminas

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

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

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

licos que conducen a los cambios morfogenéticos.

ITI. S5.Dimorfismo y AMPc

Tal vez el avance mbs importante en cuantoc al esclarecimien-

to de les bases bioqufmicas del dimorfismo en Mucor se deba a



18

los experimentos de Larsen y Sypherd (43) sobre la accifn del

AMPc en Mucor racemosus. Estos sutores encontraron que la adicifin

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

de los tubos germinativos.

Posteriormente Passeron y colaboradores (44), encontraron

resultados similares en M. rouxii.

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

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

morfismo que se proponga para el género Mucor.

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

nes dimbrficas en Mucor rouxii.

III. PAPEL BIOLOGICO DEL AMPc EN OTROS EUCARIONTES INFERIORES

III. 1 Mucorales

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

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

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

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

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

car los cambios morfolfgicos que se producen normalmente duran

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

Mucor rouxii. Condiciones ambientales y nutricig

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

En Phycomyces blakesleesnus, se encontraron resultados similares

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

porangifforo (48).

III. 2.Blastocladiella emersonii

En el hongo acuftico Blastocladiella emersonii, se han rele-

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

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

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

ser inducids rapidamente por AMPc y postularon que el nuclebti-

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

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

la correlacifn entre la movilizacifin intracelular de calcio y

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

subfptimas de AMPc.

III. 3.Neurospora crassa

’

Los trabajos mfs importantes en cuanto e la participacién

del AMPc en la morfogénesis de Neurospora crassa corresponden a

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

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

concentracifn intracelular del nuclebtido c{clico.

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

accifn morfogenética.

IT1I. 4.Dictyostelium discoideum

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

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

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

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

ciacifn en otros hongos. En Basidiomycetes como Coprinus

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

En Schizophyllum commune se encontrf§ qué el AMPc adicionado al

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

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

determinantes en la formacifn del basidiocarpo.

En el hongo imperfecto Aspergillus niger el AMPc estimula

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

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

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

en Acetabularia mediterranea se observé que el AMPc endfgeno es

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

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

cionamiento y regeneracifin de los flagelos (70).

En el musgo Funaria hygrometrica el AMPc acelera el desarrollo

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

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

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

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

IVv. AMPc EN EUCARIONTES SUPERIODRES

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

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

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

ma purificada.

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

especi{fica.

V. MECANISMO DE ACCION DEL AMPc EN EUCARIONTES SUPERIORES

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

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

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

buidas en los organismos eucariontes.

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

sustratos.

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

forilacifn de los mismos.

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

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

tiene una guinasa de proteina dependiente de AMPc.

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

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

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

AMPc.

5.- Existe una fosfatasa de fosfoproteina para revertir el

proceso.

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

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

la lipasa (88-90).

Se ha demostrado que estos efectos primarios del AMPc son mas

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

céridos (93).

VI. FOSFORILACION -~ DESFOSFORILACION DE PROTEINAS

VIi. 1, Modificaciones covalentes de proteinas

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

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

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

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

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

reacciones de fosforilacifin-desfosforilaci6n.

VI. 2.Fosforilacifn y desfosforilacifin de enzimas

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

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

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

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

Quinasa de

— — —

-~ Proteina ~~

Proteina Pro‘tein\o—Fosfato

Fosfatasa de

, Fosfoproteina
Pi

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

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

de fosfoprotef{na dentro de la célula.

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

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

piada y desfosforilada por una fosfatasa de fosfoproteina.

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

con el grado de fosforilacifn.

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

con los cambios funcionales acompafiantes.

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

y el grado de fosforilacifn de la enzima.

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

estfé regulada por fosforilacifin-desfosforilacifin.

VI. 3.Quinasas de proteinas

Las quinasas de proteinas catalizan la siguiente reaccifin:

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

La reaccifin de fosforilacifin requiere la presencia de un metal

2+ 24

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

rilacibn (101).

Afio en el que se informb

Fosforilasa de glucfgeno
Fosforilasa quinasa

Sintetasa de glucfgeno

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

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

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

Transcriptasa reversa
Fosfofructoquinasa (h{gado)

Tirosina hidroxilasa

Inhibidor 1 de la fosforilasa fosfatasa
Fenilalanina hidroxilasa

Quinasa del factor de iniciacifin F2
Triptofano hidroxilasa

Quinasa de proteina dependiente de GMPc

Glutamato deshidrogenasa dependiente de
NAD (levaduras)

Glicerolfosfato aciltransferasa

1955
1959
1963
1964
1966
1969
1973
1973
1973
1974
1974

1974

1975
1975
1975
1975
1976
1977
1977
1577

1978

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

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

VI. 4.Llasificacifin de las guinasas de proteinas

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

TABLA 2

Clasificacifn de las guinasas de proteinas basada en su requla-

cifn por agentes espec{ficos.

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

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

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

nbémero de subunidad R, seglin la ecuacifin:

«AMPc, + 2C

R,C, + 4 AMPC &—— R 4

272 2

La activacifin pudo proceder por dos rutas mecanisticamente

diferentes (116):

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

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

R,C, «—— R, + 2C

I& AMPc

R,. 4 AMPc

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

segln la reaccifin:

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

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

laboratorio (120).

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

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

rias fuentes.

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

(130.

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

mas enzimfticas (131).

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

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

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

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

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

(107,129).

Las diferencias mfs notables entre ambos tipos de quinasas

de protefnas pueden resumirse de la siguiente manera:

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

histone o alta concentracifn salina (132).

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

AMPc y ClNa (132).

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

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

y ectivacifn.

VI. 6. Quinasasde protefnas dependientes de AMPc en eucariontes

inferiores.

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

ceracterizaron una quinasa de protef{nas de Saccharomyces cerevisise.

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

En Coprinus macrorhizus se encnntrﬁ una actividad de quins-

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

2+

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

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

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

II de mamfferos (138).

En Blastocladiells emersonii Maia y colaboradores (139,140)

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

DEAE-celulosa.

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

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

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

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

comple jo ternerioc holoenzime-AMPc (120).

VI. 8. Fosfatasas de fosfoprote{nas

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

canismo de regulacifn por fosforilacifin.

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

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

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

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

(148-151).

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

nativas de fosfatasa de fosfoprotefnas (151,154).

Inhibidores de la actividad fosfat&sica

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

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

(156,160,161).

VI. 9. Fosfatasas de fosfoprotefnas en Mucor rouxii

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

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

VII. METABOLISMO DEL AMPc

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

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

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

de AMPc seglin la ecuscifin general:

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

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

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

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

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

que modulen la actividad de la subunidad catalftica.

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

se producirfa por movimiento lateral de estas protefnas de la

membrana.

VIII. 1. Adenilato ciclasa en eucariontes inferiores

Esta enzima ha sido estudiada en numerosas especies de hon-

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

actividad con Mn2+

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

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

blakesleeanus (176) y Tetrahymena pyriformis (179) constituyen

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

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

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

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

(52,180,184,185).

En Dictyostelium discoideum se ha descripto una actividad

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

con las membranas plasmbticas (188).

En esporangibforos de Phycomyces blakesleesnus (176) se des

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

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

En Neurospora crassa Torres y colaboradores estudiaron

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

sensibles a hormanas (183).

VIII. 2. Adenilato ciclasa en Mucor rouxii

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

2+, 1a insensibilidad

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

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

levadura de panaderf{a (173).

IX. FOSFODIESTERASA

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

subcelular.

La reaccifin general que caetaliza esta actividad enzimftica

puede verse en la Figura 4.



50
NH» NH-
T 1)
Fosfodiesterqsa*
O/CHz 0 - G _o
oe/ O<—>P\
- \o OH -0 0. OH
AMPc 5 AMP

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

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

clebtidos ciclicos:

NMPC fosfodiesterasa
24

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

En general esta enzima es activada por cationes divalentes

Mgz+ o] Mn2+.

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

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

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

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

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

dad negetiva y se postulé que representarfa la forma fisiolbgica

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

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

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

cibn de sctividades (207).

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

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

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

afinidad (213).

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

la siguiente manera:

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

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

rata (229).

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

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

similares (227,230).

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

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

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

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

Tanto la forma particulada como la soluble se caracterizan

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

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

el sustrato (204).

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

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

AMPc dalto

v
A\

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

negativa (24l).

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

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

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

procas para la hidrflisis del AMPc solamente cuando la concentra-

cifn enzimftica es muy baja.

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

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

+

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

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

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

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

en geles (260).

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

con lo gue sucede in vivao.

IX. 2. Activadores de ls actividad de fosfodiesterasa

Imidazol

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

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

do imidazol presenteba une actividad meyor compereda a la sctivi

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

sobre la de baje Km (201).

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

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

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

sobre la actividad de PDE descriptos anteriormente se realiza-













































































































































































































































































































































































































































































































































